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Resumen

Los receptores activados por proteasa (PARs), pertenecen a una subfamilia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs). A diferencia de los GPCRs que se activan por la union de
un ligando, los PARs se activan por el corte proteolitico de su extremo N-terminal, lo cual
expone una nueva secuencia N-terminal que sirve como ligando del receptor. Se conocen
cuatro miembros de esta familia de receptores (PAR 1, PAR2, PAR3 y PAR4), los cuatro
PARs se activan por trombina, sin embargo, PAR1 es el prototipo de estudio de esta familia
de receptores. La activacion de PAR1 promueve un incremento en la concentracion de calcio
intracelular (/Ca’*]i) a través de la via de Gql 1a.. Datos previos demuestran que la activacion
de PAR1 por trombina promueve la proliferacion y migracion de las células del Epitelio
Pigmentado de la Retina (EPR), estos fendmenos son caracteristicos de las enfermedades
oculares fibroproliferativas que conducen a la ceguera. La activacion de PAR1 por trombina
es un fenémeno de naturaleza irreversible, por lo tanto, la finalizacién de su sefializacion,
internalizacion y degradacion del receptor se regula estrictamente 2. La caracterizacion de
los mecanismos moleculares que regulan la terminacion de la sefializacion de PAR1 es

fundamental para el entendimiento de las enfermedades fibroproliferativas de la retina.

En este trabajo caracterizamos el incremento de Ca?* intracelular in vitro, promovido por la
estimulacion con trombina. Demostramos que la trombina promueve la internalizacion de
PARI1. Demostramos que el incremento de [Ca’*]i activa a la calpaina, una proteasa de
cisteina dependiente de Ca*" cuya activacion se relaciona con la internalizacion de diferentes
proteinas de membrana. Demostramos que la calpaina regula el proceso de internalizacion

de PARI1, mediante la degradaciéon de la a-espectrina. En un enfoque subsecuente,



analizamos a profundidad el mecanismo relacionado con la internalizacion de PAR1 y su
transporte a lisosoma. Se sabe que Rabl1a es la proteina G pequena encargada de conducir
a PARI activado al lisosoma, Rab11a interacciona con diferentes proteinas efectoras, una de
ellas es la Rab Coupling Protein (RCP o Rab11FIP1). La interaccion de Rabl1a/RCP se
relaciona con el trafico de proteinas de membrana. Demostramos que el complejo
Rab11a/RCP se relaciona con la internalizacion de PAR1 y su localizacion lisosomal,
también demostramos que el mecanismo de internalizacion de PARI depende del
desensamble del complejo Rabl1a/RCP, de manera importante el desensamble del complejo
Rab11a/RCP se regula mediante la activacion de la calpaina. En resumen, los resultados
muestran un nuevo mecanismo mediante el cual se regula la internalizacion de PAR1. Este
proyecto proporciona un nuevo conocimiento en el area de la regulacion de la internalizacion
de los GPCRs y a su vez permite entender de mejor manera los mecanismos celulares que

subyacen a las enfermedades oculares fibroproliferativas.



Abstract

Protease Activated Receptors (PARs) belong to a sub-family of G Protein Coupled Receptors
(GPCRs). In contrast to classical GPCRs, PARs are activated by a proteolytical cleavage of
their N-terminal domain; the new N-terminal domain generated an activation sequence for
these receptors. Four members of this family of receptors are known (PAR1, PAR2, PAR3
and PAR4), all of them are activated by thrombin and PAR1 is considered as the prototype
of this receptor family. PAR1 activation promotes an increase in intracellular calcium
concentration (/Ca’']i) through the Gqlla pathway. It is known that thrombin-induced
PARI1 activation promotes proliferation and migration of Retinal Pigment Epithelial cells
(RPE), these phenomena are characteristic of the fibroproliferative diseases that leads to
blindness. PARI1 activation is irreversible, therefore, finish signaling, internalization and
degradation are strictly regulated. Characterization of the molecular mechanisms that detine
how PARI finishes signaling are essential for understanding retinal fibroproliferative

diseases.

In this work, we characterized the [Ca’*]i increase promoted by thrombin and demonstrated
that thrombin promotes PARI1 internalization. We show that /Ca’*]i increase promotes
calpain activation. Calpain is a Ca** dependent cysteine protease whose activation is related
with membrane protein internalization. We show that calpain is involved in PARI1
internalization through a-spectrin degradation. In a subsequent approach, we analyzed the
proteins related with PARI internalization and lysosome pathway. It is known that Rabl1a
is responsible for the traffic of PAR1 to lysosome, Rabl1a interact with different effector

proteins, one of them is Rab Coupling Protein (RCP or Rab11FIP1). Rabl1a/RCP complex



is related with membrane protein trafficking. We demonstrated that Rabl1a/RCP complex
disassembly is related with PAR1 internalization and lysosomal localization. We also show
that Rab11a/RCP disassembly is regulated through calpain activation. In summary, this work
provides information about a new mechanism that regulates PARI internalization. This
project provides new knowledge in the GPCR internalization area and provides a better

understanding of the cellular mechanisms that underly fibroproliferative eye diseases.
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1. Introduccion

1.1. La retina

La retina de los mamiferos es un tejido estratificado que forma parte del sistema nervioso
central. Su principal funcion es convertir la luz en una sefial electroquimica que se envia al
cerebro y se interpreta como una imagen. La informacién visual contiene caracteristicas
acerca de los diferentes elementos, como el contraste, el brillo y el movimiento. De cada uno
de estos elementos se extrae la informacidon visual captada en circuitos neuronales
especializados de la retina, este proceso se denomina fototransduccion. En la retina de
mamiferos la fototransduccion inicia en los fotorreceptores, en donde la luz absorbida se
convierte en sefales electroquimicas. Existen dos tipos de fotorreceptores: conos y bastones.
Los conos se activan con luz brillante e intensa y son responsables de la vision a color, existen
tres tipos de conos y cada uno posee un pigmento diferente; se llaman respectivamente
pigmento sensible al azul, pigmento sensible al verde y pigmento sensible al rojo. Los
bastones poseen un solo pigmento, la rodopsina, lo cual le confiere a la retina la capacidad
de distinguir la vision en la oscuridad. Las senales generadas en los fotorreceptores se
transmiten a las células bipolares, el paso de la informacion entre los fotorreceptores y las
células bipolares se regula a través de un tipo celular llamado células horizontales. La sefial
pasa de las células bipolares a las células ganglionares. Del mismo modo que las células
horizontales, las células amacrinas son interneuronas que regulan el paso de sefial entre las
células bipolares y las células ganglionares. Finalmente, la informacion de los elementos
individuales se codifica como un potencial de accion en las células ganglionares y se envia

al centro visual en el cerebro a través del nervio Optico (Fig. 1) 4.



Ademas de los tipos celulares anteriormente mencionados, en la retina existen células
encargadas de preservar el ambiente idnico de la retina; un ejemplo son las células de la glia
de Miiller, un tipo de glia radial que interviene en el mantenimiento del ambiente i6nico, en
interacciones metabdlicas y en la modulacion de la transmision sinaptica entre las neuronas.
De manera particular, la capa posterior de la retina se conforma por las células del Epitelio
Pigmentado de la Retina (EPR), entre otras funciones las células del EPR se encargan de dar
mantenimiento a la retina y de regular el intercambio de agua y nutrientes *. En la siguiente

seccion se profundiza en las caracteristicas del EPR.

Epitelio pigmentado de la retina (EPR) ——> =

Fotorreceptores |

Células horizontales —
wz > [

Células bipolares ~——

e
W aﬁ’:’g ;Yéw:(ﬁ%%'t

Células amacrinas ——"

Células ganglionares

Yy Q\’;:
| d’&g Qabdl

Nervio Optico — "

Fig. 1. Estructura de la retina. En la imagen se observan los distintos tipos celulares que conforman
la retina. Las células de Epitelio Pigmentado de la Retina (EPR) forman una monocapa celular que

se ubica en el fondo de la retina (Modificado de *) .



1.2. El Epitelio Pigmentado de la Retina

El epitelio pigmentado de la retina es una monocapa de células pigmentadas, que separan a
la retina neural de la coroides. Las células del EPR, son el unico tipo de célula no neural
presente en la retina, aunque se considera parte de la misma dado que comparten el mismo
origen embrionario (neuroectodérmico) °. Las células del EPR reciben su nombre gracias a
la presencia de granulos citoplasmaticos de melanina, llamados melanosomas. Las células
del EPR son polarizadas y presentan un dominio apical y un dominio baso-lateral. EIl EPR
interactta con la retina neural a través del dominio apical, mientras que la cara baso-lateral
se orienta hacia la coroides. La interaccion del EPR con la retina neural ocurre mediante
numerosas microvellosidades que recubren parcialmente a los segmentos externos de los
fotorreceptores. La cara baso-lateral tiene contacto directo con un tejido conectivo acelular,

llamado membrana de Bruch, la cual separa al EPR del endotelio fenestrado de la coroides.

Entre otras funciones el EPR absorbe la luz dispersada para proteger a los fotorreceptores del
dafio fotico, mantiene la adhesion retinal y secreta factores de crecimiento °. Las células del
EPR se adhieren unas a otras, su funcion es esencial para la regulacion de la homeostasis de
la retina neural, confiriendo a la retina la propiedad de ser un sitio inmunologicamente
privilegiado. °. Las células del EPR regulan el transporte trans-epitelial de nutrientes como
la glucosa © y la vitamina A 7. Las células del EPR degradan los segmentos externos de los
fotorreceptores. De manera importante, el EPR es el principal elemento que conforma a la

Barrera Hematorretiniana (BHR) 8.
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1.3. La Vitreorretinopatia Proliferativa (VRP)

La Vitreorretinopatia Proliferativa (VRP) es un sindrome clinico asociado con el
desprendimiento de la retina, debido a que las células con potencial proliferativo se
multiplican y contraen en las superficies retinianas y el compartimento vitreo. La VRP
presenta un espectro de severidad que varia desde las arrugas sutiles de la retina, a pliegues
y rasgaduras fijas que conducen al desprendimiento total de la retina, en los casos mas

severos este padecimiento conduce a la ceguera °.

En ojos normales, el desprendimiento de retina ocurre a una tasa de aproximadamente de 5
por 100.000 personas por afio y la frecuencia de VRP permanece practicamente sin cambios
en el desprendimiento de retina, con una incidencia que oscila entre el 5,1% y el 11,7%'°. La
VRP es la causa mas comun de falla en la cirugia de desprendimiento de retina. Aunque en
90% de las cirugias se logra corregir el desprendimiento de la retina, entre el 5% y el 10% de
los pacientes desarrolla VRP !!. Aunque la reinsercion quirargica de las retinas asociadas con
la VRP se logra en la mayoria de los casos, los resultados relacionados con la recuperacion
de la visién siguen siendo decepcionantes. Por lo tanto, la prevencion mediante el
reconocimiento temprano de los factores de riesgo, los signos sutiles de VRP y la
modificacion apropiada de las técnicas quirargicas estandar para el desprendimiento de retina

siguen siendo muy importantes °.

Algunas de las causas de la VRP son: lesiones oculares, condiciones asociadas con la
inflamacion ocular prolongada, alteraciones de la BHR y en algunos casos la VRP se
desarrolla en pacientes con hemorragia vitrea después de complicaciones quirrgicas. La

VRP se caracteriza porque las células de la retina sufren modificaciones mitogénicas y
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quimiotacticas debido al contacto con diversos componentes del plasma sanguineo que
promueve la migracion, proliferacion y formacion de membranas contractiles,
principalmente de las células del EPR, sin embargo, también las células gliales (Glia de
Miiller) participan en la formacion de las membranas contréctiles caracteristicas de la VRP

12 (Fig 2).

El mayor componente de la BHR son las células del EPR 274, Se reconoce precisamente
como un agente causal de la VRP el dafio en la BHR. La funcién principal de la BHR es
impedir el paso de los componentes de la sangre hacia el espacio subrretiniano 2. La ruptura
de la BHR expone a las células del EPR a los agentes del suero sanguineo como: El factor de
crecimiento transformante beta (TGF-b), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y la trombina '°, ademas de diferentes citosinas '°. Una vez que los agentes
presentes en el suero sanguineo entran en contacto con las células del EPR, las células del
EPR se des-diferencian hacia morfologias parecidas a fibroblastos. Este proceso de
desdiferenciacion involucra la activacion de una compleja maquinaria molecular conocida
como “transicion epitelio-mesénquima” (TEM) !¢ (Fig. 2). La TEM es un proceso en el que
las células epiteliales se transforman en células mesenquimales y muestran alteraciones en la
polarizacion y la adhesion intercelular, las células se transforman en migratorias e invasivas.
El papel critico de la TEM también se reconoce en numerosas afecciones patologicas,
incluida la progresion tumoral y la fibrosis. La TEM juega un papel critico en el desarrollo
de la VRP °. Ademas de la TEM, las células del EPR que entran en contacto con el plasma
sanguineo también presentan fendmenos de migracion y proliferacion. El elemento de mayor

presencia en el plasma sanguineo es la trombina. La trombina es uno de los factores presentes

12



en el plasma sanguineo que entran en contacto con las células del EPR y promueven la

transformacion, migracion y proliferacion de dichas células epiteliales 6.

JaN
SEe >

gy(—‘\b“’b\ :
Ruptura de la barrera Células expuestas a Transicion Epitelio La contraccidn de la
hematorretiniana components del Mesénquima membrana genera
plasma sanguineo desprendimiento de

Migraciény la retina
Proliferacion

Fig. 2. Circunstancias que conducen al desarrollo de la VRP. La ruptura de la barrera
hematorretiniana genera la exposicion de las células del Epitelio pigmentado de la retina a
componentes del plasma sanguineo. Lo cual tiene como resultado la migracion y proliferacion de las

células del Epitelio pigmentado de la retina (Modificado de"’).

1.4. La trombina

La trombina es una proteasa de serina, codificada en humanos por el gen F2. La trombina se
sintetiza en el higado y se secreta a la circulacion general como una proteina compleja
inactiva llamada protrombina, zimégeno de la trombina '8, La trombina es el componente
predominante del suero sanguineo. Se sabe que la trombina se relaciona con diferentes
procesos como: la agregacion plaquetaria, en donde interviene en la coagulacion, se
considera el elemento mas importante de la cascada de coagulacion, debido principalmente
a que actia como un potente procoagulante o anticoagulante segun las proteinas con las que

interaccione '°. La trombina regula procesos como: la fibrindlisis, el crecimiento celular, la
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permeabilidad endotelial y la angiogénesis 2*?! (Fig. 3). En contextos patologicos como el
cancer y otras enfermedades proliferativas, se ha relacionado la actividad de la trombina con
proliferacion, migracion y metastasis (Fig. 3). Muestra de ello es el hecho de que tanto el
factor tisular como la trombina estdn presentes en los microambientes de las células
tumorales 22. Se sabe que la trombina induce en las células del EPR fenémenos similares a
los existentes en las células cancerosas como son: la TEM, la migracion y la proliferacion 23
25, Aunque las células del EPR son estacionarias y mitoticamente inactivas, mantienen la
capacidad de desdiferenciarse, proliferar y migrar como respuesta a un dafio ?°. Estas

evidencias apoyan la hipotesis de la participacion de la trombina en el desarrollo de la VRP

15

Plaquetas ; o . Coagulacién

Crecimiento . Permeabilidad
celular endotelial

Proliferacién Migracién

Angiogénesis

Fig. 3. Principales procesos biologicos regulados por la trombina. La trombina regula distintos
procesos fisiologicos, de manera importante la trombina se relaciona con la migracion y proliferacion

de células epiteliales (Alvarez-Arce 2015).
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1.5. Los receptores Activados por Proteasas

La trombina ejerce sus efectos sobre las células a través de los Receptores Activados por
Proteasas (PAR’s). Los PARs perteneces a la familia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCR). Los GPCR’s son la familia mas grande de proteinas de sefializacién en la
membrana, se conocen mas de 800 GPCRs en mamiferos. Los GPCRs se activan por una
gama extraordinaria de agonistas, que incluyen hormonas, neurotransmisores y reguladores
parécrinos, asi como multiples ligandos exdgenos. Debido a su importancia en el control de
la mayoria de los procesos fisiopatologicos, los GPCR son el blanco principal de mas del
30% de los farmacos utilizados clinicamente. El mecanismo de activacion de los GPCRs
depende de la union de su agonista al receptor. La unidon del agonista produce cambios
conformacionales en el receptor, el cual activa las subunidades Go de las proteinas G
heterotriméricas a las que se une. La activacion de las proteinas Go conduce a la disociacion

de los dimeros de GBy de Ga. Ga y GPy activados inician procesos de sefializacion 27,

Los receptores activados por proteasa (PARs) pertenecen a una subfamilia de GPCRs que a
diferencia de los GPCRs clasicos, no se activan por la unién de un ligando, sino por el corte
proteolitico de su extremo N-terminal. Se han descrito cuatro miembros de la familia de los
PARs: PAR1, PAR2, PAR3 y PARA4, los cuales se activan por el corte protedlitico dado por
la trombina. 283°, PARI es el prototipo de esta familia de receptores (Fig. 4). La activacion
de PARI entre los residuos Arg41 y Ser42 desenmascara una nueva secuencia amino terminal
(**SFLLRN*") que se une a la segunda asa extracelular del receptor y actia como el ligando
intermolecular del propio receptor *!. Las secuencias de los extremos N-terminales que

activan a cada subtipo de estos receptores es distinta, PAR2 (**R|SLIGKV*?), PAR3
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(**K| TFRGAP*) y PAR4 (*'R|GYPGQV>?) %0, esto constituye la caracteristica molecular
mas importante para distinguir a cada uno de los subtipos de los PARs. La diferencia entre
las secuencias que actiian como ligando de estos receptores permiti6 el desarrollo de péptidos
que mimetizan el efecto de dichos extremos N-terminales generados después del corte
proteolitico. Los péptidos sintéticos sirven como agonistas de los PARs y permiten el estudio

de los efectos especificos de cada uno de los receptores .

PAR-1 Inactivo PAR-1 Activo
I 1 I 1
_—N
. T bi
. rombina Exterior celular
R

Citoplasma

Fig. 4. Estructura del Receptor Activado por Proteasa 1. El receptor activado por proteasas 1 (PARI)
estd acoplado a proteinas G heterotriméricas. Su activacion ocurre por el corte dado por la trombina.
La trombina genera un nuevo N- terminal en PARI, dicha secuencia sirve como activador del propio

receptor (Modificado de *3).
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La activacion de los PARs induce una gran diversidad de respuestas celulares. La activacion
de PAR1 desencadena el senalamiento a través de las proteinas G heterotriméricas G12/13,
Giy Gg/11!. La activacion de G12/13 a través de PAR1, induce a la activacion de la via de
la GTPasa Rho, esto conduce a la célula a la remodelacion del citoesqueleto y la formacion
de fibras de estrés de actina **. Del mismo modo, la activacion de Gi regula la inhibicion de
la enzima adenilil ciclasa y la subsecuente disminucion en la formacion de cAMP (AMP
ciclico) . La activacion de PARI se relaciona con la activacion de la proteina
heterotrimérica Gq. La subunidad a de Gq activa a la fosfolipasa C (PLC), una enzima
encargada de catalizar la hidrélisis del fosfatidilinositol-bifosfato (PIP2) en dos productos:
inositol-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). E1 IP3 promueve la liberacion de Ca®* de las
pozas intracelulares, mediante la unién a receptores de IP3 (IP3R) en el reticulo
endoplasmico (RE), mientras que el DAG permanece anclado a la membrana y activa a la

proteina cinasa C 3¢ (Fig. 5).

En la retina, se ha descrito que la activacion de PAR1, por la trombina, incrementa el Ca**
intracelular en células de la glia de Miiller %/, lo mismo se ha observado en células
ganglionares % y en células del EPR 3%, En las células del EPR se ha descrito que el
incremento de Ca®* se relaciona con la migracion ! y la proliferacion #?, ambos fendmenos
son caracteristicos de las enfermedades fibriproliferativas de la retina como la VRP. Debido
a la importancia de los procesos celulares regulados por PAR1, el estudio de la activacion y
el trafico intracelular de este receptor es critico para el entendimiento de su funcion y las

implicaciones en los fendmenos regulados por trombina como la VRP.
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Fig. 5. Vias de seiializacion reguladas por la activacion de PARI1). La trombina activa diferentes
vias de sefializacion, las mas relevantes son la via de Rho, Fosfolipasa C, Adenilil ciclasa y
fosfoinositol 3-cinasa (PI3K). la activacion de algunas de estas vias conduce a migracion y

proliferacion de las células epiteliales (Modificado de **)

1.6. Endocitosis de GPCRs

Los GPCRs unidos al agonista inician la sefializacion activando proteinas G heterotriméricas
en la membrana plasmatica, luego, los GPCRs se someten rapidamente a fosforilacion por
cinasas de GPCR (GRK) que fosforilan selectivamente a los receptores, en una actividad
dependiente de ATP, la finalidad es detener la sefializacion del receptor. La fosforilacion del
receptor y posterior union de B-arrestina impide la interaccion de los receptores con las
proteinas G heterotriméricas, terminando efectivamente la sefializacion mediada por las
diferentes proteinas G. * (Fig. 6). Si bien la fosforilacion y la union de B-arrestina detiene la
senalizacion de los GPCRs, no es suficiente para terminar por completo la sefializacion de

los PARs, dada la naturaleza de su activacion irreversible.
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La endocitosis de los receptores es el proceso mediante el cual las células eucariontes
internalizan receptores de union a ligando a través de vesiculas recubiertas de clatrina
formadas en la propia membrana. Después de la internalizacion de estos receptores las
vesiculas se fusionan con estructuras periféricas preexistentes para formar un organelo
conocido como endosoma de clasificacion. En el endosoma el cambio de pH promueve que
los receptores se separen de su ligando, los receptores se reciclan y regresan a la membrana.
Por el contrario, muchos receptores no se separan de su ligando y se dirigen a los lisosomas
donde se degradan #°. La endocitosis inducida por ligando puede conducir a los receptores a
través de una via de reciclaje o bien a través de una via de degradacion dentro de un lisosoma,

ambos mecanismos producen efectos opuestos sobre la duracion de la sefalizacion.

@ Ligando

Clatrina

Respuesta
celular

Fig. 6. Internalizacion de los GPCRs. Los GPCRs se internalizan a través de dos vias, una de ellas
permite su reciclaje y la otra promueve su degradacion. a) Serializacion a través de la subunidad o de
la proteina G heterotrimérica. b) Sefializacion a través del dimero Py de la proteina G heterotrimérica.

¢) Resensibilizacion del receptor (Tomado de **).
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La via de reciclaje promueve la recuperacion rapida (o re-sensibilizacion) de la capacidad de
respuesta celular. Por el contrario, la via lisosomal detiene por completo la sefializacion.
Ambas vias convergen mientras el receptor estd contenido en los endosomas de seleccion o
endosomas tardios, en este momento, sin importar la via de seleccion los receptores pueden
sefializar y activar diferentes vias con ayuda de las B-arrestinas *°. En algunos casos los
receptores se regulan por ambas vias, un ejemplo de ello es el receptor 2-adrenérgico, el
cual se recicla predominantemente después de la endocitosis inicial inducida por el agonista,
sin embargo, experimenta una regulacion negativa después de una exposicion prolongada a
los agonistas. Se cree que dicha plasticidad en la regulacion del receptor es fisiologicamente

importante y contribuye a la pérdida de efectividad del agonista .

1.7. La internalizacion de PAR1

A diferencia de los GPCRs clasicos de union a ligando, la internalizacién y posterior
degradacion de PARI1 es un mecanismo fundamental para la desactivacion del receptor dada
la naturaleza de su activacidn proteolitica irreversible, la escision proteolitica de PAR1 da
lugar a una activacion sostenida 3!. Existen dos mecanismos que regulan la internalizacion
de PAR1: PARI1 no activado, se recicla de manera constitutiva en endosomas, del mismo
modo que los GPCRs clasicos. Este mecanismo permite a la célula resensibilizarse
rapidamente, después de la exposicion a la trombina *¢#’. En la internalizacion constitutiva
de PARI1 no activado, es necesaria la presencia de AP-2 en las vesiculas recubiertas de

clatrina !

. Por otro lado, PAR1 activado se internaliza y se dirige a lisosomas, donde se
degrada para detener su sefializacion®3!, sin embargo la internalizacion de PAR1 activado es

independiente de la proteina de activacion 2 (AP-2) !
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Similar a otros GPCRs se sabe que PAR1 se fosforila en su extremo C-terminal, para detener

31, La terminacién rapida de la sefializacion de PAR1 se regula por la

la sefializacion
fosforilacion por GRK3 y GRKS. Sin embargo, no es el tinico mecanismo que detienen la
senalizacion de PAR1. Se sabe que la senalizacién de PAR1 incrementa por la union de f3-
arrestina. La unidon de B-arrestina, requiere de la fosforilacion del receptor, en el caso de
PARI1 la unién de B-arrestina es independiente de la fosforilacion del segmento C-terminal
de PARI 3! La gran mayoria de los GPCR se internalizan desde la membrana plasmatica a
través de vesiculas recubiertas de clatrina y dinamina. La dinamina es una GTPasa que regula
la formacion de vesiculas recubiertas de clatrina y en algunas células facilita el
desprendimiento de caveolas. Datos recientes demuestran que la internalizacién de PAR1 es
dependiente de clatrina, dinamina, y AP-2 en el caso de la internalizacion constitutiva, sin
embargo, se sugiere que la union de B-arrestinas no es necesaria para la internalizacion de
PAR1 *8, Experimentos en los cuales se promueve la internalizacion de PAR1 con un péptido
agonista (SFLLRNPNDKYEPF-NH2), muestran que la internalizaciéon de PAR1 no depende
de B-arrestina, por lo tanto, aun se discute si la union de B-arrestina es esencial para la
internalizacion de PARI 3%, Estos mecanismos son similares tanto para la internalizacion

constitutiva de PAR1 no activado, como para la internalizacién de PAR1 activado!.

1.8. La calpaina

Las calpainas son proteinas con diferentes funciones, de manera importante algunas
isoformas de la calpaina regulan la internalizacion de diferentes lipidos y proteinas. La
funcion de distintas proteinas depende del incremento del Ca?" intracelular. La calpaina

pertenece a una familia de proteasas de cisteina. Existen 15 isoformas de calpaina. Dos de
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ellas son ubicuas y se denominan m-calpaina y p-calpaina, debido a que se activan con
concentraciones milimolares (0.5-1 mM) y micromolares (3-50 uM) de Ca®' intracelular
respectivamente. El resto de las isoformas de las calpainas son especificas de diferentes
tejidos . Las calpainas son proteinas conformada por dos subunidades, una subunidad de
78-80 kDa que contiene el dominio catalitico y una subunidad de 29 kDa, importante para la

estabilidad y el funcionamiento de la subunidad de 80KDa *°.

La subunidad catalitica se subdivide en cuatro dominios (I — I'V). El dominio I se localiza en
el extremo N-terminal y se autoescinde durante la activacion autocatalitica. El dominio II
contiene los residuos esenciales de cisteina, asparagina e histidina del sitio catalitico. El
dominio III no tiene una secuencia de homologia obvia con otras proteinas, y su funcion es
desconocida. El dominio IV es un dominio similar al domino de calmodulina, contiene cinco
sitios de union a Ca2 + (EF-hand-helix-loop-helix). La pequefia subunidad reguladora se
subdivide en dos dominios, V y VI; el primero N-terminal es un dominio rico en glicina, y el
segundo, un dominio de calmodulina probablemente es homo6logo del dominio IV de la
subunidad catalitica. Los dominios de calmodulina de las dos subunidades se asocian para
formar la calpaina heterodimérica (Fig. 7) *°. La union del Ca?* provoca cambios
conformacionales en la molécula que dejan expuesto el sitio catalitico de la calpaina 3!,

Muchas proteinas de corta duracion que carecen de actividad proteolitica contienen
secuencias PEST que son segmentos ricos en prolina (P), glutamato (E), serina (S) y treonina
(T). Se cree que estas secuencias PEST designadas son sefiales intramoleculares putativas
para la degradacion proteolitica rapida. Se sabe que varias proteinas de unioén a calmodulina

contienen secuencias PEST y son susceptibles a la proteolisis por proteasas neutras
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endogenas como la m-calpaina y la p-calpaina (Barnes and Gomes, 1995). Por lo tanto, los
sustratos de la calpaina presentan secuencias de tipo PEST o modificaciones de dicha

secuencia .

Dominio Catalitico Dominio C2 Dominio EF
dl dil dill div

Sub-unidad larga ‘ * *

Sitios de unidn a Ca2+

12345

Dominio de Dominio EF
interaccion 4 23 4 5

dv dvi

Fig. 7. Subunidades que conforman a la calpaina. La calpaina se conforma de dos sub-unidades las
cuales interactuan para regular la actividad proteolitica de la calpaina, medainte un mecanismo

dependiente del incremento celular de Ca?* (Modificado de >!).

La calpaina se relaciona con diversos procesos celulares, como la migracion, la remodelacion
del citoesqueleto de actina, la sefializacion celular, la funcion de factores de transcripcion,
ademas de la muerte celular programada >3. Se sabe que la calpaina regula la internalizacion
en vesiculas recubiertas de clatrina y que este mecanismo depende tanto del aumento en la
concentracion intracelular de Ca?*, que activa a la calpaina, como de la proteolisis de
diferentes sustratos >*. La calpaina se relaciona con la internalizacion de distintas proteinas
de membrana mediante vesiculas recubiertas de clatrina, como el receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR) °, el receptor de transferrina (TfR) 3¢ y el regulador de la

conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) °’. Del mismo modo la
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internalizacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL), se regula a través de un mecanismo
dependiente de la activacion de la calpaina y la degradacion de una proteina de citoesqueleto,

la a-espectrina 5.

La espectrina es una proteina larga y flexible que existe como un heterotetramero formado
por varias isoformas de subunidades de a-espectrina y B-espectrina. Las subunidades o y 3
se ensamblan de forma antiparalela para formar dimeros de o—f3 en forma de varilla, que a
su vez se asocian entre si para formar tetrameros. Cada extremo del tetrdmero se une al
citoesqueleto de actina, esto permite a la espectrina formar enlaces cruzados con los
filamentos de actina generando asi una red extendida que da soporte a la membrana
plasmatica *°. La a-espectrina es una proteina que tiene diversas secuencias PEST a lo largo
de su estructura, por lo tanto es una proteina sustrato de la p-calpaina contrario a ello, la m-
calpaina no degrada a la a-espectrina. La degradacion de la espectrina se relaciona con
procesos celulares como el transporte dirigido por microtibulos y el transporte de proteinas

de membrana como los receptores a través de las vias secretoras y endociticas (Machnicka et

al. 2012, Kamal, Ying, and Anderson 1998).

La otra via reguladora importante durante la remodelacion del citoesqueleto, es la
fosforilacion de la espectrina. Se sabe que la fosforilacion de B-espectrina es esencial en la
desestabilizacion del citoesqueleto de la membrana de los eritrocitos. Del mismo modo, la
fosforilacion de la a-espectrina en la secuencia PEST, sitio de escision de la calpaina, es un
mecanismo que regula la disponibilidad del sitio PEST en la a-espectrina y, por lo tanto,

regula el corte de la calpaina. La a-espectrina es un punto clave en las vias de sefializacion
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mediadas por Ca?*. Este tipo de control es importante en el trafico de vesiculas, endocitosis,
crecimiento de neuritas y activacion del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) ¢°. Por lo
tanto, la internalizacion de proteinas de membrana requiere del corte de la a-espectrina para
permitir la formacién de las vesiculas recubiertas de clatrina y la remodelacion del
citoesqueleto de actina que conducen a los endosomas dentro de la célula®®. Ademas, se sabe
que el incremento de Ca?" intracelular aumenta la afinidad de la calpaina por la a-espectrina
en un mecanismo que regula la internalizacion de la proteina de baja densidad (LDL), para

la produccion de colesterol ©1-62,

1.9. Las Rab GTPasas y su participacion en la internalizacion de receptores

Del mismo modo que la calpaina regula la internalizacion de lipidos y proteinas, existe otro
grupo de proteinas relacionado con el trafico endosomal de moléculas, algunas de las
proteinas reguladoras mas estudiadas son las Rab GTPasas %. Las proteinas Rabs son
GTPasas pequefias que pertenecen a la superfamila da las proteinas pequefias Ras GTPasas,
existen 60 isoformas de Rabs GTPasas, su funcidon es principalmente regular el trafico
vesicular ©. Como otras GTPasas, todas las Rabs tienen motivos de unién a GTP y GDP. Las
proteinas intercambiadoras del nucledtido de guanina (GEFs) y las proteinas activadoras de
GTPasa (GAPs) regulan el paso entre el estado activo de las Rabs (GTP) y el estado inactivo
(GDP) %. En su estado inactivo las Rabs se insertan en la membrana correspondiente y en su
estado activo cada isoforma de las Rabs, de manera especifica, recluta a las diferentes
proteinas efectoras encargadas de llevar a cabo las funciones necesarias para el transporte

vesicular #°.
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Membrana donadora

Fig. 8. Ciclo de activacion de las Rab GTPasas. Después de su sintesis las Rabs se une a la proteina
REP (1). La proteina REP promueve la asociacion de Rab-GDP con la enzima RGGTasa que cataliza
la union del grupo geranilo. Rab-GDP-geranilo se inserta en la membrana blanco (2). El GEF
modifica la Rab-GDP a Rab-GTP (3). Rab activada se une a su proteina efectora y se forma una
vesicula de transporte (4). La vesicula se trasporta anclada al citoesqueleto de actina hasta su
membrana blanco (5). La vesicula se inserta y Rab-GTP se transforma a Rab-GDP en una reaccion

regulada por la proteina GAP (Tomado de %).

Las Rabs se encuentran en un ciclo entre el citoplasma y la membrana plasmatica, el estado
activo e inactivo de la Rab determina su localizacion y su actividad. Una vez que la Rab se
traslada a su membrana blanco, se asocia con una proteina acompafiante (REP), la proteina
REP regula la interaccion entre la Rab y la enzima Rab-geranil geranil transferasa (RabGGT),
que cataliza la uniéon de uno o dos grupos geranilo en el extremo C- terminal de la Rab.
Durante este proceso la Rab estd en el estado inactivo y se inserta a la membrana de la

vesicula o el organelo correspondiente *>6, Los GEFs acttan sobre la Rab que previamente
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se insertd en la membrana y la convierten al estado activo sustituyendo el GDP por una

molécula de GTP. Las Rabs en estado activo interacciona con sus distintos efectores ©°.

La localizacion y el desplazamiento de las vesiculas dentro de la célula, depende de las
isoformas de las Rabs que se insertan en la superficie de las vesiculas o de los distintos
organelos y la union de las proteinas efectoras % (Fig. 8). Las Rabs junto a las proteinas
efectoras proporciona una “identidad” celular a las diferentes membranas. Por ejemplo: Se
sabe que Rabl y Rab2 se localizan en membranas que se transportan del reticulo
endoplasmatico hacia Golgi, mientras que Rab4, Rab5 y Rabll se relacionan con la
internalizacion de endosomas tardios 7. Se sabe que Rab5, Rab9 y Rabll regulan la
endocitosis y el reciclaje de receptores de membrana como los GPCRs, que se internalizan
en vesiculas recubiertas de clatrina % %°. En la figura 9 se muestran diferentes ejemplos de

las diferentes isoformas de las Rabs que dan identidad a los distintos organelos celulares.
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Fig. 9. Distintas Rabs GTPasas se unen a las membranas de los organelos. Las Rabs GTPasas

conducen diferentes tipos de endosomas hacia los organelos (Tomado de ™)

De manera particular la Rab11 (~25 kDa) regula varios procesos que involucran el trafico
vesicular, incluyendo la liberacion de las proteinas de membrana a sitios especializados (por

ejemplo, uniones célula-célula), la secrecion de factores de crecimiento o péptidos

incluyendo interferones, citocinas, Proteinas Morfogénicas oseas (BMPs) y el receptor de
transferrina 7!

Recientemente se describiod, que la proteina G pequeiia Rab11b es necesaria
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para la internalizacion constitutiva de PAR1, del mismo modo, la proteina G pequeia,
Rablla, es necesaria para la internalizacion y degradacion de PARI activado?. Tanto la
internalizacion constitutiva de PAR1, como la internalizacion del receptor activado, ocurre a
través de vesiculas recubiertas de clatrina. Rab11a activado se une a una serie de proteinas
efectoras denominadas familia de proteinas de interaccion con Rabs (FIPs), que regulan el

trafico de vesiculas asociadas a Rabl1a 72,

1.10. Rab11FIP1 o Rab Coupling Protein (RCP)

La regulacion del transporte endocitico por parte de las Rab GTPasas es un proceso poco
entendido, uno de los mayores retos es la identificacion y la caracterizacion de las proteinas
efectoras a través de las cudles las Rab GTPasas regulan el trafico vesicular #¢7, Se ha
descrito un grupo de proteinas efectoras que interaccionan con Rab11 regulando sus funcién
67  estas proteinas se denominan: familia de proteinas de interaccion con Rabll (Rabl1-
FIPs o FIPs’, por sus siglas en inglés). Esta familia de proteinas tiene un dominio de unién a
las Rabs (RBD, por sus siglas en inglés). Existen 6 distintas FIPs de unién a Rabll,
basandose en la homologia de las secuencias se ha definido 3 clases de proteinas efectoras
para Rabl1: Las FIPS de clase 2 (FIP3 y FIP5) y clase 3 (FIP1A) poseen un dominio de
union a Ca?* (EF hand) y un dominio ERM (ezrina/radixina/Moesina). Las FIPS de clase 2
y 3se relacionan con el reciclaje de proteinas de membrana #>7. Las FIPs de clase 1 se
componen de: FIP1B, FIP2 y la FIP1 o proteina de union a Rab (RCP) (137 kDa). Las FIPS
de clase 1 se ubican principalmente en endosomas de reciclaje. Las FIPs de clase 1 poseen
un dominio C2 en el extremo N- terminal que permite su interaccion con fosfolipidos en la

membrana plasmatica. De manera importante las FIPS de clase 1 poseen una o mas

29



secuencias PEST, las cuales son sitios de corte para la proteasa dependiente de calcio,

calpaina 3 (Fig. 10).

Clase 1

Clase 2

Clase 3

Dominio C2 RBD
Rab11-FIP1B G- — e
Dominio C2 Regién PEST RBD
Rab11-FIP1C (RCP) _—_—
Dominio C2 Sitio de unién MyovB RB
Rab11-FIP2 ———_

Dominio de calcio EF ERM RBD

Rab11-FIP3 —— " e
Dominio C2 RBD

Rab11-FIPS | S|
RBD

Rab11-FIP1A T — )

Fig. 10. Clasificacion de las Rab11 FIPS. RBD (Domino de union a Rabs). C2 (Dominio de union a

fosfolipidos). PEST (sitio de corte de la calpaina). Myo (Dominio de union a miosina). EF hand

(Dominio de unién a Ca’*). ERM (Dominio ezrina/radixina/Moesina) (Tomado de ).

La Rab coupling protein (RCP) es una proteina de 80 KDa que pertenece a la clase I de

proteinas que interaccionan con las Rabs (Rab11-FIP1). RCP se asocia a membranas debido

a que posee un dominio C2 homoélogo en su extremo N-terminal. RCP también posee un

dominio de unién a Rab (RBD) en su extremo C-termial (Fig. 11). Se sabe que Rab4, Rab11

y Rab5 son proteinas que interactuan con RCP a través de su dominio RBD. Los dominios

C2 de RCP dirigen esta proteina a sitios de union en la membrana plasmatica. Esto debido a

la interaccién del dominio C2 con regiones ricas en fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfato y

30



acido fosfatidico "*. De manera muy importante la RCP posee tres dominios PEST (Pro, Glu,
Ser/Thrn), que inician en los aminoéacidos 182, 249 y 336 de su secuencia. Dicho dominio,
como se menciond anteriormente, es sustrato de la calpaina, una proteasa dependiente de

calcio 7.

1 182 249 336 649 aa

N-([ c2domain | ) () () cc 3] ¢

PEST sequence (3)

Rab11a

Fig. 11. Esquema de la proteina RCP (Tomado de *).

La inhibicion de las calpainas promueve una acumulacion de la RCP en la membrana, este
efecto se traduce como una disminucion en la internalizacion de proteinas de membrana y
como un aumento en la cantidad de vesiculas dirigidas a la membrana 73. La inhibicion de
RCP se relaciona con una disminucion en el reciclaje del receptor de transferrina (TfaR) 7 y
del receptor de quimiocinas (CXCR2) 76. La RCP regula la internalizacion del receptor del
factor de crecimiento epidermal (EGFR) 77 y del transportador de norepinefrina (NET) 78. La
inhibicion de la RCP también se relaciona con el reciclaje de TfnR 7° y con la internalizacion
de la integrina B1 durante el crecimiento axonal 7°. Tanto el complejo Rabl1-RCP como
Rab11-FIP2 rescatan a las distintas proteinas globulares de dirigirse a lisosoma y degradarse
posteriormente. Estos datos demuestran la importancia de la proteina RCP en la endocitosis

de receptores de membrana.
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2. Planteamiento del problema.

Se sabe que la trombina se relaciona con enfermedades fibroproliferativas de la retina, como
la vitreorretinopatia proliferativa (VRP). La trombina actia a través de los receptores
activados por proteasa (PARs), por lo tanto, el estudio y andlisis del funcionamiento de estos
receptores es fundamental para entender el desarrollo de la VRP. La activacion,
internalizacion y posterior degradacion de PARI es esencial para detener la sefializacion del
receptor. En el presente estudio planteamos esclarecer los mecanismos que regulan la
internalizacién de PAR1 y su relacion con la activacion de la calpaina, usando como modelo
a las células ARPE-19, una linea celular derivada del EPR de humano. Ademas de esclarecer
si la internalizacion de PAR1 se relaciona con la activacion de la calpaina, en este trabajo
pretendemos analizar mas a fondo la regulacion que existe en el trafico de PARI hacia
lisosomas. Datos previos demostraron que la Rab GTPasa Rablla se relaciona con la
internalizacién de PAR1. Por otro lado, se sabe que la calpaina regula la actividad de una
familia de proteinas conocida como efectoras de Rabll (FIPs), relacionadas con la
internalizacioén de proteinas de membrana. La proteina RCP es sustrato de la calpaina y su

proteolisis regula la endocitosis y el reciclaje de receptores de membrana.

Con estos antecedentes y dada la naturaleza irreversible de la activacion del receptor PARI,
en este trabajo planteamos la posibilidad de que la activacion de la calpaina por la trombina
regule la internalizacion de PAR1 y proponemos un mecanismo que depende de la
degradacion de la a-espectrina y el desensamble del complejo Rab11a-RCP, lo cual repercute

en la terminacion de la senalizacion de PAR1 y su posterior degradacion en lisosomas.
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Consideramos que la identificacion y caracterizacion de los procesos moleculares que
desencadena la trombina en células del EPR genera informacion valiosa para la prevencion
y el desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de trastornos fibroproliferativos de la

retina.
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3. Hipotesis

La activacion de PAR1 por la trombina, generard un aumento en la concentracion intracelular
de calcio lo cual activard a la calpaina, que inducira la degradacion de la o-espectrinna y el
desensamble del complejo Rab11a/RCP, estos mecanismos repercutiran directamente en la

internalizacién de PAR1 en células derivadas del EPR.

4. Objetivos
Objetivo general
Analizar los mecanismos que regulan la internalizacion de PAR1 activado en células del

epitelio pigmentado de la retina.

Objetivos particulares

1. Caracterizar el incremento intracelular de Ca?* promovido por la trombina.

2. Analizar el efecto de la trombina y los agonsitas de los PAR’s sobre la activacion de
la calpaina

3. Identificar la participacion de la calpaina sobre la degradacion de la a-espectrina
durante la internalizacién de PAR1

4. Analizar la participacion de la calpaina sobre la expresion de los PAR’s en la
membrana extracelular

5. Analizar la activacion de la calpaina dada por trombina sobre la degradacion de la
proteina acoplada a Rabs RCP

6. Analizar la activacion de la calpaina dada por trombina sobre la interaccion del
complejo Rab11a/RCP y su posible desensamble

7. Analizar si el desensamble del complejo RCP/Rablla se relaciona con la

internalizacién de PAR1.
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5. Materiales y Métodos

5.1. Cultivo celular

Se usaron células ARPE-19, células del epitelio pigmentado de la retina derivadas de
humano, inmortalizadas espontdneamente (ATCC CRL-2302, VA, EU). Se sembraron en
medio DMEM/F12 suplementado con antibidticos (0.005% de penicilina-estreptomicina,
0.0025% neomicina) y suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) . Para reducir
resultados promovidos por el cambio del fenotipo, las células se usaron antes del pasaje 30
como se indica en la informacion del proveedor. En todos los experimentos las células se

privaron de suero durante 24 h.

5.2. Calcio intracelular

La concentracion intracelular de Ca+2 (/Ca’*] i) se determind mediante microscopia de
fluorescencia. Las células se sembraron en cubreobjetos de vidrio, se incubaron con 2 uM de
fluo-4 AM, durante 35 minutos a temperatura ambiente en buffer Krebs-Ringer-Bicarbonato
(KRB); (NaCl 118 mM; KH2PO4 2 mM; KCI 4.7 mM; CaCl2 2.5 mM; MgS0O4 1.4 mM;
NaHCO3 25 mM; Glucosa 5.6 mM; pH 7.4). Los cubreobjetos se colocaron en una camara
de grabacion (Mod. RC-25; Warner Instruments, Hamden, CT, EE. UU.) unida a la platina
de un microscopio vertical (Nikon Eclipse 80i; Nikon Corp., Tokio, Japén) y se
superfundieron continuamente (3 ml/min) con KRB. El Fluo-4 se excit6 a 488 nm con luz
monocromatica de un laser de argon acoplado a un cabezal de exploracion confocal de disco
giratorio. La luz de emision se capturd con un filtro de 510 nm. Las imégenes de fluorescencia
se obtuvieron con un objetivo de inmersion en agua, Nikon (20x, 0,5 NA) y una camara CCD

digital enfriada (Andor Technology iXon 897, Oxford Instruments, High Wycombe, Reino
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Unido) controlada por el software iQ (Andor iQ version 1.10. 2). Las imagenes de
fluorescencia se adquirieron a una exposicion de 10 ms y a intervalos de 500 ms. Todos los
experimentos de imagen intracelular de Ca?" se realizaron a temperatura ambiente (22-24 °
C). Las secuencias de imagenes se analizaron utilizando el software Image J (National
Institutes of Health). Los valores obtenidos se expresan como Unidades de fluorescencia
arbitraria (AFU). El area bajo cada curva (AUC) se calcul6 utilizando el software GraphPad
PRISM 6.0 (La Jolla, CA, EE. UU.). Para aquellos experimentos realizados en ausencia de
Ca+2, las células se perfundieron con KRB libre de Ca+2; suplementado con 0.25 mM EGTA

o 100 uM LaCl3. Las células se estimularon con 10 nM de trombina o con los péptidos

agonistas de PAR1 (2.5 uM), PAR2 (25 uM), PAR3 (25 uM) o PAR4 (25 uM).

5.3. Activacion de p y m calpainas

Se utilizé el kit Calpain-Glo Protease Assay (Promega, Madison, WI, EE. UU.) para
determinar la actividad de m y u calpaina. Las células se incubaron durante 30 minutos con
epoxomicina 100 nM para inhibir la actividad del proteosoma. Los cultivos se lavaron con
solucidn salina de fosfatos (PBS 1x) y se incubaron durante una hora con el péptido sustrato
de la calpaina Suc-LLVY diluido con buffer Calpain-Glo a 37 ° C. Las células se lavaron
con PBS 1x para eliminar el péptido no incorporado y posteriormente se estimularon con
trombina o con los péptidos agonistas de los PARS en medio DMEM/F12 a temperatura
ambiente durante 1 minuto. Las células se permeabilizaron usando 0.9% de Triton X-100 en
PBS. Se afiadi6 reactivo de deteccion de luciferina (Promega, Madison, WI, EE. UU.). Se

midi6 la actividad durante 5 minutos y se midi6 la luminiscencia en un lector de placas
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(Synergy HT, BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, EE. UU.). Los resultados se expresan

como porcentaje de unidades de luminiscencia relativa (% RLU).

5.4. Western blot

Las células ARPE19 se sembraron en cajas de 6 pozos. Se privaron de suero 24 h antes del
experimento. Se lisaron las muestras con 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NacCl, 10 mM
EDTA, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 1% CHAPS, 0.5% NP40, 0.1% BSA, 10% y P8340
inhibidor de proteasas. Las muestras se solubilizaron en buffer Laemmli 0.75mM Tris- HCI;
pH 8.8, 5% SDS, 20% glycerol, 0.01% de azul de bromofenol, 10% f-mercaptoethanol. Se
hirvieron las muestras durante 5Smin. Se determind proteina usando el método del acido
bicinconico. Se corrieron 30 pg de proteina en geles de acrilamida al 7% y se transfirio a
membranas de nitrocelulosa. Se bloquearon las membranas con leche al 7.5% durante 1 h.
Se incubaron los anticuerpos primarios anti-espectrina 1:4000, anti-RCP 1:5,000, anti-
Rablla 1:1,000, en todos los casos se incubo durante toda la noche en cuarto frio. Se
incubaron los anticuerpos secundarios acoplado a HRP en una dilucién 1:10,000. Se
analizaron los datos de densitometria con el sofware libre Fiji. Los resultados se expresan

como porcentaje comparado contra el control negativo.

5.5. Inmunocitoquimica

Se sembraron las células sobre cubreobjetos de 22 mm. Se privaron de suero 24h antes del
experimento. Se bloqued con Suero Fetal Bovino (BSA) 1% durante 1 h a temperatura
ambiente. Se incubd el anticuerpo primario a-mouse anti-PAR1 (Santa Cruz) en una dilucién

de 1:500. El anticuerpo secundario anti-mouse acoplado a CYS5 se incubd en una dilucién
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1:10,000. Se tifieron los nucleos con Hoechst 1x durante 15 min. En los experimentos
correspondientes se transfectd 50 pm de siRNA-RCP y 50 pm de siRNA-Rabl1la usando
Lipofectamine RNAiMax durante 24 h. Las imdgenes se obtuvieron en un microscopio Nikon
(Eclipse TE 2000-U) con el software ACT-1. Se us6é un objetivo 40x con una apertura
numérica de 0.6. Los datos se expresan como la Fluorescencia Total Corregida (CTCF), la

cual se calcul6 usando el software libre Fiji.

5.6. Citometria de flujo

Para evaluar la repercusion de la proteolisis de RCP sobre la internalizacion de PARI1, se
sembraron células en cajas de 10 cm. Se usaron células sin estimular como control negativo
y células estimuladas con trombina como control positivo. Se analiz6 el efecto de la trombina
en células que sobre expresen la proteina RCP y en células en las que se use un RNAi dirigido
contra RCP. Se despegaron las células de la caja con 10% de EDTA y se pusieron ~500,000
células en tubos eppendorf, resuspendidas en medio DMEM/F12 sin suero. Se incub6 a las
células no permeabilizadas con un anticuerpo anti-PAR1 acoplado al fluoréforo Alexa-488.
Se midi6 la fluorescencia en un citémetro de flujo atunne NXT de enfoque por sonido. Se
uso el software Flowjo para analizar los datos. Como control de auto fluorescencia se usaron

células sin marcar.

5.7. Inmunoprecipitacion

Para evaluar la interaccion entre RCP y Rabl 1a, se sembraron las células en cajas de 10 cm.
Se analiz6 el efecto de la estimulacion con 2 U/ml de trombina. Se lisaron las células con un
buffer de lisis para condiciones no desnaturalizantes in 20 mM Tris—HCI; pH 8, 137 mM

NacCl, 1% NP-40, 2 mM EDTA y se incubaron 700 pg del lisado con células de sefarosa G
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previamente incubadas con el AB anti-RCP (2 pl) o anti-Rabl1a (2 ul). Se separaron las
proteinas por electroforesis en geles de acrilamida al 7%. Se transfirieron las proteinas a
membranas de nitrocelulosa y se hizo el inmunoblot revelando contra RCP (1:5,000) o
Rablla (1:2,000) para evaluar la interaccion de dichas proteinas. Se analizaron los datos
mediante densitometria usando el software Fiji. Los datos se expresan como el porcentaje de

relacion entre Rabl1a/RCP o RCP/Rabl1a comparado contra los controles negativos.

5.8. FRET

Para determinar la interaccion y posible participacion del complejo Rabl1a/RCP sobre la
internalizacién de PAR1 se sembraron las células en cubreobjetos de 12 mm. Se transfectaron
las células con Lipofectamina LTX & plus reagent durante 16 h con los pldsmidos RCP-YFP
y Rabl1a-CFP8!. Después de 48 h las muestras se fijaron con 4% de paraformaldehido a
temperatura ambiente durante 12 min. Se obtuvieron las iméagenes de FRET mediante
microscopia confocal, en un microscopio LSM800 usando el software ZEN (Zeiss, Jena,
Alemania) con un objetivo 63x de inmersién en aceite. Se capturaron imagenes con una
apertura del “pinhole” de 1.0. Se excitaron las muestras solo con el lasser de 405 nm y se
capto la fluorescencia para CFP y YFP. Se hicieron controles con células que solo se
transfectaron con uno de los plasmidos. Se analizaron los datos usando el plugin FRET and

Colocalization Analyzer disefiado para el software de codigo abierto Fiji 82,

5.9. Microscopia confocal
Para validar la co-localizacion de PAR1-LAMP1 tratamos las células como mencionamos en

la seccion de inmunoquimica. Sin embargo, en estos experimentos co-transfectamos células
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con el plasmido LAMP1-mGFP (marcador de lisosoma) y tefiimos con un anticuerpo anti-
PART1 1:500, se marcaron las células con un anticuerpo secundario Alexa-647. Obtuvimos
imagenes en un microscopio LSM800 con objetivo 63x, apertura numérica 1.4. Usamos el
software ZEN blue edition Carl Zeiss (Jena, Alemania) para analizar los eventos de co-

localizacion.

5.10. Migracion

Las células ARPE19 se cultivaron a un 90% de confluencia en placas de seis pocillos (Costar;
Corning, Inc., Washington, DC, EE. UU.) en DMEM-F12 que contenia 10% SFB. Las células
fueron privadas de suero durante 24h. Para evaluar la migracion celular, las monocapas
celulares se rayaron mecanicamente con una punta de pipeta dibujando dos lineas. Las
monocapas rayadas se transfectaron con siRNARabl1a y/o siRNA-RCP en DMEM-F12 sin
suero, o se incubaron con calpastatina 50 uM. Las células se incubaron a 37 °C en presencia
de 2 U/ml de trombina. Al final del periodo de estimulacion, las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% y se examinaron visualmente mediante microscopia de contraste de

fases.( Nikon Eclipse TS100). Las imagenes fueron capturadas a Oh, 24h y 48h.

5.11. Proliferacion

La proliferacion se determiné utilizando 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio Kit de ensayo (MTS) (Promega, Madison, Wi, EE. UU.). Las
células se incubaron en placas de cultivo de 96 pozos (Corning, Corning, NY) a una
concentracion de 1 x 10* células/pozo. Las células se transfectaron con siRNARabl 1a y/o

siRNA-RCP en DMEM-F12 sin suero, o se incubaron con calpastatina 50 uM. Las células
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se incubaron durante 24h a 37 °C en presencia de 2 U/ml. trombina. Se agregaron 20 pL de
MTS 5 mg/mL a cada pocillo durante 1 h. Se medi6 la absorbancia a 490 nm con un lector

de microplacas (ELx800, Biotek, Winooski, VT, EE. UU).

5.12. Analisis estadistico

Todos los resultados se expresan como la media = SEM. Los datos para el andlisis se
obtuvieron de tres experimentos independientes. La normalidad de los datos se calcul6 conla
suma de todas las observaciones dividida entre el nimero de observaciones. Posteriormente
se aplico una prueba de ANOVA de comparacion multiple y una prueba post hoc de Tukey
para comparar diferentes condiciones. El andlisis se realizd en GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, San Diego, CA). En los experimentos de microscopia, todas las células

se analizaron en al menos diez campos elegidos al azar.
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6. Resultados

6.1. La trombina y el agonista de PAR1 promueven un incremento de /Ca?*/[i

El primer objetivo del trabajo fue caracterizar el mecanismo mediante el cual la trombina
promueve un incremento en la /Ca’*]i. Sabiamos que tanto la trombina como el péptido
agonista de PAR1 (SFLLRNPNDK YEPF) incrementan la concentracion de Ca?* intracelular
en células del EPR (Yang et al. 2015; Ngaiza and Jaffe 1991). Sin embargo, desconociamos
la concentracion a la que ocurre el mayor incremento. Para determinar a qué concentracion
se produce el mayor incremento de Ca®* intracelular, hicimos una curva dosis-respuesta tanto
para la trombina como para el péptido agonista de PAR1 (Fig. 12). Las células estimuladas
con concentraciones crecientes de trombina incrementaron la concentracion de Ca®"
intracelular de manera dependiente de la dosis (Fig. 12A y 12B). Determinamos que 10 nM
de trombinay 2.5 uM del péptido agonista de PAR1 promueven el mayor incremento de Ca?*
intracelular en las células del EPR (Fig. 12A - 12D). La estimulacion con 10 nM de trombina
produjo un incremento de ~38% comparado contra el control negativo. Es importante
mencionar que 10nM de trombina corresponde a 1.8 U/ml de trombina. Se calculd una EC50
para la trombina de 0.55 nM (Fig. 12C). Como control positivo estimulamos a las células con
10% de suero fetal bovino (SFB), esto gener6 un incremento de ~46% (Fig. 12B).
Demostramos que el efecto es especifico de la trombina, dado que, la estimulacion con
trombina en presencia de 25 puM de PPACK, un inhibidor irreversible del sitio catalitico de

la trombina (Fig. 12A y 12B), no incremento el Ca®* intracelular.
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Fig. 12. La trombina y el agonista de PAR1 inducen un incremento del Ca’" intracelular en células
del EPR. Las células ARPE-19 sin estimular se usaron como control negativo y las células
estimuladas con SFB 10% como control positivo. La concentracion de Ca’* se expresa como unidades
arbitrarias de fluorescencia (UAF) o area bajo la curva (AUC).. A-D) La trombina 10 nM o el
agonista de PARI (SFLLRNPNDKYEPF) 2.5 uM induce un incremento del Ca’" intracelular. El
incremento del Ca’* se inhibe en presencia de PPACK 25 uM. C) Se calculé la Ec50 de la trombina.
Se analizaron 100-200 células por campo, de un total de 10 campos para cada condicion
experimental. Los valores son el promedio de 3 experimentos independientes + EE. Los resultados se
analizaron con una prueba de ANOVA de comparacion multiple y una prueba de Turkey’s con un o

=0.001 (****). Se comparo vs 10 nM de trombina, o = 0.001 (@@@@).
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Debido a que la trombina activa a los receptores PAR3 y PAR4 (Faruqi et al. 2000),
investigamos si el incremento de Ca?" por efecto de la trombina se regula a través de estos
receptores, para ello, estimulamos las células con los agonistas de PAR3 y PAR4. La
estimulacion con 25uM del agonista de PAR3 promovidé un incremento estadisticamente
significativo de ~13% comparado contra el control negativo. Sin embargo, no se observo

incremento significativo en la concentracion de Ca** en células estimuladas con el agonista

de PAR4 (Fig. 13A y 13B).
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Fig. 13. El incremento del Ca** inducido por la trombina ocurre a través de PARI y PAR3. El control
negativo fueron células sin estimular. La concentracion de Ca®* se expresa como unidades arbitrarias
de fluorescencia (UAF) o como area bjao la curva (AUC). A) Las células se estimularon con los
agonistas de los diferentes PARs, Ag PARI 2.5 uM, Ag PAR3 25 uM y Ag PAR4 25 uM. B) Se calculo
el promedio del valor del darea bajo la curva de cada registro mostrado en A. Se analizaron 100-200
células por campo, de un total de 10 campos para cada condicion experimental. Los valores son el
promedio de 3 experimentos independientes = EE. Los resultados se analizaron con una prueba de
ANOVA de comparacion multiple, se aplico una prueba de Turkey’s con un a = 0.001 (****) o un o

= 0.05 (*¥).
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6.2. El incremento de /Ca?']i tiene un origen intracelular y extracelular

Una vez determinada la concentracion de trombina y de PAR1 que promueve el mayor
incremento de Ca?*, nos preguntamos si el incremento de Ca?* tenia un origen intracelular
exclusivamente o también tenia un origen extracelular. Para determinar si el Ca** producido
por la trombina o por el agonista de PARI1, tenia un origen intracelular y/o extracelular,
estimulamos a las células en un medio privado de Ca** suplementado con 0.25 mM de EGTA
(un quelante del Ca®* extracelular). Observamos que el incremento de Ca** originado por 10
nM de trombina y 2.5 uM del agonista de PARI se reduce en presencia de 0.25 mM de
EGTA, ~22-25% de lo observado en presencia de un medio con 2 mM de Ca?" sin EGTA
para ambos casos (Fig. 14A y 14C). De esta manera determinamos que ~80% del incremento
del Ca?" intracelular promovido por la trombina y por el agonista de PAR1, proviene de pozas
endogenas y ~20% proviene del exterior de la célula. Para corroborar lo anterior estimulamos
a las células con 10 nM de trombina y con 2.5 uM del agonista de PAR1 en presencia de 100
uM de LaCl3 (un inhibidor de los canales TRPC y Orai) #°. Observamos que la respuesta es
similar a lo que ocurre en presencia de EGTA, la inhibicion de los canales transportadores
de Ca?" en la membrana plasmética, impide el paso de Ca?* del exterior de la célula (Fig. 14B
y 14D). Estos datos en conjunto nos permitieron corroborar que el ~20% del incremento de
Ca?" promovido por la trombina y el agonista de PAR1 proviene del exterior celular, mientras
que el ~80 del Ca?* proviene de las pozas enddgenas del RE. Para asegurarnos que el ~80%
del Ca?" provenia de pozas endogenas estimulamos las células con trombina en presencia de
0.25 mM de EGTA y 2 uM de tapsigargina, como se esperaba, las células estimuladas con
trombina y el agonista de PARI no presentaron incremento en la concentracion de Ca**

intracelular (Fig. 14A y 14C).
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Fig. 14. El incremento del Ca** inducido por la trombina y el agonista de PARI tiene origen
intracelular. El control negativo fueron células sin estimular. La concentracion de Ca’* se expresan
como darea bajo la curva (AUC). A-C) El efecto causado por la trombina se inhibe en células pre-
tratadas con EGTA 0.25 mM y tapsigargina 2 puM. El mismo fenomeno se observa en células
estimulada con 2.5 uM del agonista de PARI. B-D) Las células se estimularon en presencia de LaCl3
100 uM. Se analizaron 100-200 células por campo, de un total de 10 campos para cada condicion
experimental. Los valores graficados son el promedio de 3 experimentos independientes = EE. Los
resultados se analizaron con una prueba de ANOVA de comparacion multiple y una posterior prueba

de Turkey’s
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6.3. La trombina y el agonista de PARI1 activan a la calpaina

Después de demostrar que tanto la trombina como el agonista de PAR1 incrementan el Ca**
intracelular en células del EPR, nos preguntamos si este incremento promovia la activacion
de la calpaina, una proteasa dependiente del incremento en la concentracion de Ca®*
intracelular. Para ello usamos una técnica de bioquimioluminiscencia, que consiste en la
degradacion de un péptido sustrato de la calpaina Suc-LLVY 3%, esto permite medir de
manera simultanea la activacion de las isoformas p y m. Estimulamos a las células con 10
nM de trombina y con 2.5 uM del agonista de PAR1, determinamos que tanto la trombina
como el agonista de PARI activan a la p-m calpaina ~250% y ~170% respectivamente. Como
control positivo estimulamos con 10% de SFB y se observo un incremento de ~185% (Fig.
I15A y 15B). Demostramos que el efecto es especifico de la trombina, pues la estimulacion
con 10 nM de trombina en presencia de 25 mM de PPACK no activa a la p-m calpaina.
Debido a que observamos que el péptido agonista de PAR3 incrementa la concentracion de
Ca®" intracelular (Fig. 13A y 13B), estimulamos a las células con los péptidos agonistas de
PAR3 y PAR4. Observamos que el péptido agonista de PAR3 genera una activacion de la
calpaina de ~176%, comparado contra el control negativo. La activacion de la p-m calpaina

no ocurre en presencia del péptido agonista de PAR4 (Fig. 15B).

Para investigar si la activacion de la calpaina por efecto de la trombina, depende del
incremento en la concentracion de Ca" intracelular, estimulamos a las células con trombina
en presencia de 10uM de BAPTA-AM (un quelante del Ca?* intracelular), en estas
condiciones no observamos la activaciéon de la calpaina (Fig. 15C), lo que nos permitid

determinar que la activacion de la calpaina por efecto de la trombina depende del incremento
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en la concentracion de Ca?' intracelular. Finalmente observamos que la trombina no
promueve la activacion de la calpaina en presencia de inhibidores de la calpaina, tanto en
presencia de 1uM de calpastatina (el inhibidor endégeno de la calpaina) como en presencia
de 100uM de PD150606 (un inhibidor sintético de la calpaina). Contrario a ello, la activacion
de la calpaina se reduce a ~35% y ~36% respectivamente, por debajo del control negativo
(Fig. 15C). Los datos en conjunto sugieren que la trombina y el agonista de PAR1 activan a
la p-m calpaina y que dicha activacion depende del incremento en la concentracion de Ca?*

intracelular. Sin embrago, el agonista de PAR3 también promueve la activacion de la p-m

calpaina.
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Fig. 15. La trombina y los agonistas de los PARs activan a las isoformas uy m de la calpaina. El
control negativo fueron células sin estimular y el control positivo células estimuladas con SFB 10%.
La activacion de las isoformas py m de la calpaina se expresa como el porcentaje de unidades
arbitrarias de luminiscencia (%UAL). A) Se estimulo con trombina 10 nM en presencia de PPACK
(25 uM). B) Se estimulé con PARI 2.5 uM, PAR3 25 uM, y PAR4 25 uM. C) Se quel el Ca**
intracelular usando BAPTA-AM 10 pM. Se estimulo en presencia de calpastatina 1 uM y PD150606
100 pM. Los experimentos se hicieron en placasa de 96 pozos por triplicado. Los valores graficados
son el promedio de 3 experimentos independientes + EE. Los resultados se analizaron con una prueba
de ANOVA de comparacion multiple y una posterior prueba de Turkey’s con un o = 0.001 (****) o

un a = 0.01 (***). Se comparo contr el grupo tratado con trombina (10 nM), a = 0.001 (Q@@@).

6.4 La activacion de la calpaina promueve la degradacion de la a-espectrina

Demostramos que la trombina y los agonistas de PAR1 y PAR3 promueven la activacion de
las dos isoformas de la calpaina (u-m calpaina). Sin embrago, dicha técnica no permite
distinguir entre la activacion de una u otra isoforma. Por lo tanto, nos preguntamos si la
estimulacién con trombina y con los agonistas de PARI y PAR3 activaba de manera
preferencial a alguna de las dos isoformas de la calpaina. Para ello, usamos una técnica que
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permite medir la activacion de una sola de las isoformas de la calpaina, la p-calpaina.
Medimos la degradacion de la proteina a-espectrina (~250kDa), la degradacion de la -
espectrina, ademas, se relaciona con la internalizacion de proteinas de membrana ¥, Dicha
degradacion es propiciada por la activacion de la p-calpaina (inicamente) y el producto son
dos fragmentos de menor tamafio (~150kDa y ~120kDa). En primer lugar, observamos que
las células estimuladas con 10 nM de trombina presentaban un incremento de ~233%, de la
degradacion de la a-espectrina, lo que se traduce como la activacion de la p-calpaina, esto
comparado contra las células sin estimular. Demostramos que el efecto es especifico de la
trombina, dado que en presencia de 25 uM de PPACK no se observa la formacion de dichos
fragmentos (Fig. 16A). Por otro lado, demostramos que las células estimuladas con 2.5 uM
del agonista de PAR1 presentaban un incremento en la activacion de la p-calpaina de ~178%.
Sin embargo, las células estimuladas con 25 uM del agonista de PAR3 y 25 uM del agonista
de PAR4 se mantuvieron similares al control negativo, es decir, no se observo el efecto de la
activacion de la isoforma pi-calpaina (Fig. 16B). Demostramos que el efecto de activacion de
la p-calpaina y la posterior degradacion de la a-espectrina, depende del incremento en la
concentracion de Ca?* intracelular por efecto de la trombina y el agonista de PAR1, debido
a que no se observa la degradacion de la a-espectrina en células estimuladas con 10 nM de
trombina presencia de 10 uM de BAPTA-AM (Fig. 16C). Del mismo modo, no se observa
la degradacion de la a-espectrina en las células estimuladas con 10 nM de trombina en
presencia de inhibidores de la calpaina (1 uM de calpastatina y 100 uM de PD150606) (Fig.
16C). Los datos en conjunto sugieren que la trombina activa a la isoforma p-calpaina a través
de PARI1 y que dicha activacion depende del incremento en la concentracion de Ca®*

intracelular.
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Fig. 16. La trombina activa a la y-calpaina a través de PARI. El control negativo fueron células sin
estimular. El control positivo fueron células estimuladas con SFB (10%). La protedlisis de la o-
espectrina se expresan como porcentaje comparadao contra el control negativo A) Se estimulo a las
células con trombina 10 nM en presencia de PAPCK 25 yM. B) Se estimulo con los agonistas de los
PARs: Ag PARI 2.5 uM, Ag PAR3 25 uM y Ag PAR4 25 uM. C) Se quelé el Ca®>* con BAPTA-AM 10
HM. Se inhibio a la calpaina con calpastatina 1 My PD150606 100 uM. Los valores graficados son
el promedio de 3 experimentos independientes += SEM. Los resultados se analizaron con una prueba

de ANOVA de comparacion multiple y una posterior prueba de Turkey’s.
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6.5 La calpaina regula la expresion de PAR1 en la membrana

Previamente mostramos que tanto la trombina como el agonista de PAR1 promueven un
incremento en la concentracion del Ca?" intracelular y que dicho incremento activa a la
isoforma p-calpaina mediante un mecanismo dependiente de Ca**. En este contexto, nos
plantemos esclarecer si la activacion de la calpaina se relaciona con la internalizacion del
receptor PAR1. Medimos la presencia del receptor PARI en la membrana mediante
microscopia de fluorescencia (Fig. 17) y citometria de flujo (Fig, 18). Observamos que la
presencia de PAR1 en la membrana disminuye completamente en las células estimuladas con
10 nM de trombina y con el agonista de PARI, sin embrago, el agonista de PAR1 requiere
de un mayor tiempo de estimulacioén para generar los mismos resultados que los observado

con trombina.

Por otro lado, demostramos que la internalizacion del receptor PAR1 es un mecanismo que
depende del incremento de la concentracion de Ca?* y la posterior activacion de la calpaina.
Observamos que ~50% del receptor PAR1 se mantiene en la membrana de las células
estimuladas con 10 nM de trombina en presencia de 10 uM de BAPTA-AM. Del mismo
modo, ~70-80% del receptor PAR1 se mantiene en la membrana de las células tratadas con
10 nM de trombina en presencia de inhibidores de la calpaina (1 mM de calpastatina y 100
mM de PD150606). Los datos indican que la activacion de la calpaina es necesaria para la
internalizacion de PARI1 y que dicha activacion se promueve por el incremento del Ca**

intracelular promovido por la trombina (Fig. 17 y 18).
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Fig. 17. La calpaina se relaciona con la expresion de PAR1 en la membrana. Se midio la expresion
de PAR1 usando microscopia de epifluorescencia. A-C) La trombina 10 nM y el agonista de PARI2.5
UM disminuye la expresion de PARI en la membrana. D) Se estimulo con trombina en presencia de
PPACK 25 uM. calpastatina 1 My PD150606 100 uM. Se analizaron 100-200 células por campo,
de un total de 10 campos para cada condicion experimental. Los valores graficados son el
promedio de 3 experimentos independientes + EE. Se analizaron 100-200 células por campo, de un
total de 4 campos para cada condicion experimental. Los resultados se analizaron con una prueba
de ANOVA de comparacion multiple y una posterior prueba de Turkey’s con un o = 0.001 (****),

= 0.01 (***) o no significativo (ns). Se comparo contra el grupo tratado con trombina (10 nM) con

un a = 0.001 (Q@@@).

54



A)

Complejidad celular

T T T
4aM 6.0M 80M

Area de la superficie celular

e

1504

PAR1 en membrana

PAR1 en membrana
(%of Ctrl-)
° S S

2 6‘
.qrsb ysﬁp b \ Q Qs
& &
P
3 PAR1 25 uM

Z

150+
ns
= 1004 _
o
5
S 504
Fekdek
o_
A\
2 Q& ot ot
v
csp €§Q QQ d@?
)
2 & A
@& &8
Q
Q}
1501

PAR1 en membrana
(%of Ctrl-)
° e g
*
= i
9
2 —

N ©
& L r S eSS
O LK 2 R
S X P LR
& &o& <2 xQ,V' il \
$ \gl Y x
K && o~
«X

Fig. 18. La calpaina se relaciona con la expresion de PARI en la membrana. La expresion de PARI

se midio usando citometria de flujo, los datos se expresan como porcentaje. A) la poblacion para el

analisis se eligio de manera automatica. B-C) La trombina 10 nM y el agonista de PARI 2.5 uM

disminuye la expresion de PARI en la membrana. D) Se estimulo en presencia de PPACK 25 uM,

calpastatina 1 M y PD150606 100 pM. Los valores graficados son el promedio de 3 experimentos

independientes = EE. Los resultados se analizaron con una prueba de ANOVA de comparacion

multiple y una posterior prueba de Turkey’s con un a = 0.001 (****), = 0.01 (***) o no significativo

(ns). Se comparo contra el grupo tratado con trombina (10 nM) con un a = 0.001 (@@@Q).
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6.6. La trombina promueve la degradacion de la RCP

Sabiamos que la trombina promovia la activacion de la calpaina y la degradacion de la o-
espectrina, sabiamos que ambos fenomenos dependian del incremento de Ca?* intracelular.
Sin embrago, decidimos profundizar mas en el mecanismo que regula la internalizacion de
PARI. Se sabe que la proteina Rabl1a regula la internalizacion y posterior degradacion de
PARI. Rabl1a se une a una proteina efectora llamada RCP, la cudl tiene tres dominios PEST
sustrato de la calpaina. Por lo tanto, para continuar con el esclarecimiento de los mecanismos
que regulan la internalizacion de PAR1 decidimos estudiar si la activacion de la calpaina se
relaciona con la degradacion de la RCP 73. Averiguamos si la trombina promueve la
degradacion de la RCP en células del EPR derivadas de humano. Hicimos una curva de
tiempo en la que estimulamos las células con 2 U/ml de trombina, (lo cual es equivalente a
10nM de trombina usado en los experimentos anteriores); y evaluamos la expresion de la
proteina RCP en células ARPE-19. Como se observa en la Fig.19A, la trombina promueve
la degradacion de la RCP de manera dependiente del tiempo. Las células se estimularon con
2 U/ml de trombina desde 1 Hr y hasta 24 H. Como control positivo se uso 10 % de SFB, la
cantidad de RCP se redujo al ~30% comparado con las células no estimuladas. A partir de
las 8 h se observo una disminucion de la cantidad de RCP presente en las células ~45%. El
mayor efecto se observo en células estimuladas con 2 U/ml de trombina durante 12 y 24hen
ambos casos se redujo la cantidad de proteina hasta ~10%. Para averiguar si la degradacion
de la RCP ocurria como una consecuencia del incremento de Ca?" y una posterior activacion
de la calpaina, estimulamos células con 2 U/ml de trombina en presencia de un quelante del
Ca?" intracelular y un inhibidor de la calpaina. Demostramos que el efecto de la degradacion

de la RCP se debe al incremento de Ca?* intracelular y la posterior activacion de la calpaina,
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dado que la estimulacion con 2 U/ml de trombina durante 24hen presencia de un quelante de
Ca?" intracelular (BAPTA-AM) y un inhibidor de la calpaina (Calpain IIT) no promueve el
efecto de degradacion de la RCP, la degradacion de la RCP se revierte y se conserva ~90%
de la proteina (Fig.19B). Una vez que demostramos que la trombina promueve la degradacion
de la RCP, mediante un mecanismo dependiente del incremento de Ca** y la posterior
activacion de la calpaina, nos preguntamos si era posible determinar a través de cudl de los
PARSs ocurria. Para ello, estimulamos a las células con agonistas de los diferentes PARs (PAR
1 —4). Observamos que la degradacion de la RCP ocurre principalmente a través del receptor
PARI, el agonista de PAR1 promueve un efecto similar a lo observado con la trombina (Fig.
19C), la estimulacion con el agonista de PAR1 degrada ~50% de la RCP. Esto co-relaciona
con los datos previos en el que observamos que la activacion de la calpaina ocurria
principalmente a través de PARI. Estos datos en conjunto nos permiten inferir que la
estimulacion con trombina promueve la degradacion de la RCP a través de un mecanismo
dependiente del incremento de Ca?" y la posterior activacion de la calpaina. Del mismo modo

podemos inferir que la degradacion de la RCP ocurre principalmente a través de PART.
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Fig. 19. La trombina promueve la degradacion de la RCP. Las células sin estimular son el control

negativo. Células estimuladas con 10 % de son el control positivo. La cantidad de RCP se expresa

como porcentaje comparado contra el control negativo. A) Se estimulo con trombina 2 U/ml. B-C)

Se estimulo en presencia de calpaina II1 10 yiM y 50 uM o PD150606 100 piM (C). Se estimulo con

los péptidos agonistas de los PARs PARI1 2.5 uM, PAR2 25 uM, PAR3 25 uM 'y PAR425 uM). Los

valores son el promedio de 3 experimentos independientes + EE. Los resultados se analizaron con

una prueba de ANOVA de comparacion multiple y una posterior prueba de Turkey’s con un o =

0.001 (¥**%), a = 0.01 (¥***), = 0.05 (**). Se comparo vs el grupo tratado con 2 U/ml de trombina

a=0.01 (°°), a=0.05 (°).

58



6.7. La trombina promueve el desensamble del complejo Rab11a/RCP

Nos preguntamos si podiamos evaluar la interaccion entre Rabl1la y RCP con la finalidad de
evaluar un posible desensamble del complejo Rab11a/RCP promovido por la trombina. Para
demostrar que el complejo Rab11a/RCP se formaba en las células ARPE19, nuestro primer
experimento fue hacer una inmunoprecipitacion. Usamos esferas de sefarosa G a las que
acoplamos un anticuerpo anti-Rablla o anti-RCP. Demostramos que el complejo
Rab11a/RCP esta presente en las células ARPE-19 y que se desensambla en presencia de 2
U/ml de trombina. Demostramos que el desensamble del complejo Rab11a/RCP depende del
tiempo de estimulacion, dado que a los 5 min de estimulacion con trombina observamos la
minima asociacion entre Rab1l1a/RCP (Fig. 20). Estos datos nos permiten inferir que la
trombina promueve el desensamble del complejo Rab11a/RCP en un mecanismo dependiente

del tiempo (Fig. 20C).

Ya que la similitud entre Rabl1a y Rab11b es del 90%, decidimos analizar la participacion
de Rab11a/RCP de manera més precisa. Analizamos la interaccion de Rab11a/RCP mediante
FRET. Para ello, transfectamos los plasmidos CFP-Rabl1a y RCP-YFP en células ARPE19.
La proteina CFP-Rabl1a se excita a los 433 nm y emite a los 475 nm (donador). La proteina
RCP-YFP se excita a los 513 nm y emite a los 527 nm (aceptor) (Fig. 21). Se demostré que
las proteinas RCP-YFP y Rab11-CFP son capaces de formar un heterodimero®!. En los
experimentos de FRET observamos algo similar a lo observado en los experimentos de
inmunoprecipitacion. La interaccion entre CFP-Rabl1a/RCP-YFP disminuye en presencia
de 10% de SFB hasta en ~50%, control positivo. De manera importante se observa que el
desensamble de CFP-Rab11a/RCP-YFP ocurre también en células estimuladas con 2 U/ml

de trombina a partir de 1 min en este caso observamos que ~60% del complejo permanece
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unido. El mayor efecto en el desensamble de Rab11a/RCP se observo en células estimuladas
con trombina durante 5 minutos, en este caso solo ~40% del complejo permanece unido. En
el caso de los experimentos de FRET también observamos una dependencia del tiempo de
estimulacién con trombina en el desensamble del complejo CFP-Rabl1a/RCP-YFP. El
desensamble del complejo CFP-Rabl1a/RCP-YFP se observa a partir de un minuto de
estimulacion. Sin embargo, a los 5 minutos se observa menor interaccion entre las proteinas
CFP-Rablla y RCP-YFP. Se calcul6 el indice de FRET usando el plugin FRET and
colocalization analyzer para Fiji (Fig. 22A-B). Al comparar los datos de las figuras 19, 20 y
22, notamos que la degradacion de RCP no se relaciona de manera directa con la separacion
del complejo RCP, es decir, el desensamble del complejo Rab11a/RCP ocurre de manera

independiente a la cantidad de RCP disponible en la célula.
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Fig. 20. La trombina promueve el desensamble del complejo Rabl1/RCP. Las células sin estimular
se usaron como control negativo. Se usaron células estimuladas con 10 % de SFB como control
positivo. La cantidad de RCP se expresa como porcentaje comparado contra las células del control

negativo. A) Experimentos con anti-Rablla. B) Experimentos con anti-RCP. Los valores son el
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promedio de 3 experimentos independientes + EE. Los resultados se analizaron con una prueba de

ANOVA de comparacion multiple y una posterior prueba de Turkey'’s.
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Fig. 21. Plasmidos recombinantes para la sobreexpresion de RCP-YFP y Rabl1-CFP. A) La

secuencia de RCP y Rabl1 corresponden a las secuencias WT completas. RCP se ancla a YFP (Ex:

513 —Em: 527) (aceptor) y Rablla se ancla a CFP (Ex: 433 nm — Em: 475) (donador). B) Modelo

de estimulacion de FRET. C) Emision y excitacion de CFP y YFP.
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Fig.22. La trombina promueve el desensamble del complejo CFP-Rabl1/RCP-YFP FRET. Las
células sin estimular se usaron como control negativo. Se usaron células estimuladas con 10 % de
SFB como control positivo. Los valores se expresan como FRET normalizado. A) Imagenes de
microscopia confocal, las imdgenes se adquirieron con un objetivo 63x en un microscopio LSM800.
B) Se calculo el FRET Normalizado. Se analizaron 10 campos de cada experimento. Los valores son
el promedio de 3 experimentos independientes + EE. Los resultados se analizaron con una prueba de

ANOVA de comparacion multiple y una posterior prueba de Turkey’s con un a = 0.001 (****),

Trombina
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6.8. La calpaina regula el desensamble del complejo Rab11a/RCP

Sabiamos que la trombina promueve la activacion de la calpaina en un mecanismo
dependiente del incremento de Ca?" intracelular. En la figura 19 observamos que la calpaina
a su vez promueve la degradacion de la proteina RCP. RCP es sustrato de la calpaina debido
a los tres dominios PEST presentes en la secuencia de RCP. Por lo tanto, nos preguntamos si
la calpaina se relacionaba con el desensamble del complejo Rab11a/RCP. Para ello, hicimos
experimentos de immunoprecipitacion en células estimuladas con 2 U/ml de trombina en
presencia de un inhibidor de la actividad catalitica de la calpaina (Fig. 23 A-B). Observamos
que la inhibicion de la calpaina impide el desensamble del complejo Rab11a/RCP promovido
por la trombina. Tanto en experimentos en los que acoplamos el anticuerpo anti-Rab11a (Fig.
23A) como en los que acoplamos el anticuerpo anti-RCP (Fig. 23B), observamos que el
desensamble del complejo Rabl1a/RCP depende completamente de la activacion de la
calpaina, dado que en presencia del inhibidor de la calpaina el complejo permanece unido.
Del mismo modo, en experimentos de FRET observamos que la interaccion entre CFP-
Rab11a/RCP-YFP no se afecta por la estimulacion con 2 U/ml de trombina durante Smin en
presencia del inhibidor de la calpaina. Estos datos nos permiten suponer que la activacion de

la calpaina dada por la trombina regula el desensamble del complejo Rab11a/RCP (Fig. 24).
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Fig. 23. La calpaina regula el desensamble del complejo Rabl1/RCP. Las células sin estimular se
usaron como control negativo. La cantidad de RCP o Rabl 1a se expresa como porcentaje comparado
contra las celulas del control negativo. A) la inmunoprecipitacion se hizo con anti-Rablla. B) La
inmunoprecipitacion se hizo con anti-RCP. (A-B) Se estimulo con trombina en presencia de 50 yM
de Calpain III. Los valores son el promedio de 3 experimentos independientes + EE. Los resultados
se analizaron con una prueba de ANOVA de comparacion multiple y una posterior prueba de

Turkey’s con un a = 0.01 (***). Se comparo vs el grupo tratado con 2 U/ml de trombina o = 0.01

(OOO)'
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Fig. 24. La calpaina regula el desensamble del complejo CFP-Rabl1/RCP-YFP FRET. Las
células sin estimular se usaron como control negativo. Los valores se expresan como FRET
normalizado. Se estimulo con trombina en presencia de 50 uM de Calpain Ill. A) Imdgenes de
microscopia confocal, las imagenes se adquirieron con un objetivo 63x en un microscopio LSM800
(Zeiss, Jena, Alemania). B) Se calculo el FRET normalizado. Se analizaron 10 campos de cada
experimento. Los valores son el promedio de 3 experimentos independientes + EE. Los resultados
se analizaron con una prueba de ANOVA de comparacion multiple y una posterior prueba de

Turkey’s con o = 0.001 (****). Se comparo vs el grupo tratado con 2 U/ml de trombina o = 0.01

(OOO).
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6.9. El complejo Rab11a/RCP regula la internalizacion de PAR1

Ya que previamente mostramos que la calpaina se relaciona con la internalizaciéon de PARI,
nos preguntamos si el desensamble del complejo Rabl1a/RCP se relacionaban con la
internalizacion de PARI1. Se sabe que el complejo Rabl1a/RCP se relaciona con la
internalizacidén y expresion en membrana de diferentes proteinas. Sabemos que en células
estimuladas con trombina la calpaina regula el desensamble del complejo Rab11a/RCP (Fig.
23 y 24), por esta razon nuestra hipdtesis sugiere que la calpaina regula el desensamble del
complejo Rab11a/RCP y este desensamble es la sefial que se relaciona con la internalizacion
del receptor PARI1 activado por trombina. Para demostrar que el complejo Rab11a/RCP se
relaciona con la internalizaciéon de PAR1 evaluamos la expresion de PAR1 en la membrana.
La expresion de PAR1 en células estimuladas con trombina disminuy6 hasta permanecer solo
un 25% comparado con las células sin estimular. Dicho efecto se abate en presencia de un
inhibidor de la actividad catalitica de la calpaina (Fig. 25C-D). Por otro lado, para evaluar la
participacion del complejo Rab11a/RCP, transfectamos células de EPR durante 24 h con 50
pm de un siRNA dirigido contra RCP (siRNA-RCP) o 50 pm de un siRNA dirigido contra
Rabl1la (siRNA-Rabl1a). Logramos inhibir la expresion de RCP hasta en ~70% comparado
contra células no transfectadas con el siRNA dirigido contra RCP (Fig. 25A). Estimulamos
con trombina las células transfectadas con el siRNA-RCP y con el siRNA-Rabl1a. Como se
esperaba, no se observo la internalizacion de PARI en células estimuladas con 2 U/ml de
trombina durante 5 min en presencia del siRNA-RCP o el siRNA-Rabl1a. Estos datos nos
permiten inferir que el complejo Rabl1a/RCP se relaciona de manera directa con la

internalizacién de PAR1 activado por trombina, en células del EPR.
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Fig. 25. El complejo Rab11a/RCP regula la internalizacion de PARI. Los resultados se compararon
contra el control negativo (células sin estimular). La expresion de PARI se midio usando microscopia
de epifluorescencia, A-B) Las células se transfectaron con 50 pm de siRNA-RCP o 50 pm de siRNA-
Rablla. C-D) Se estimulo en presencia de 50 M de calpain III o siRNA-RCP y siRNA-Rabl1a. Los
valores graficados son el promedio de 3 experimentos independientes + EE. Se analizaron 100-200
células por campo, de un total de 4 campos para cada condicion experimental. Los resultados se
analizaron con una prueba de ANOVA de comparacion multiple y una posterior prueba de Turkey’s

conun = 0.001 (****), o = 0.01 (***), a = 0.05 (**). Se comparo contra el grupo tratado con 2

U/ml de trombina con un a = 0.001 (*°”).

6.10 El complejo Rab11a/RCP se relaciona con la degradacion de PAR1

Analizamos la participacion del complejo Rab11a/RCP en la degradacion de PAR. Hicimos
experimentos de co-localizacion en los que marcamos los lisosomas usando la
sobreexpresion de la proteina asociada a lisosoma LAMPI-mGFP. Del mismo modo
marcamos al receptor PAR1 con un anticuerpo especificio, usamos un anticuerpo secundario
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Alexa 647. Medimos la co-localizacion de PARI (rojo) con LAMP1-GFP (verde). Como
esperabamos, en los andlisis de line-scan observamos que la estimulacién con 2 U/ml de
trombina promueve un incremento en la co-localizaciéon de PAR1-LAMP1 lo cual se traduce
como un incremento en la degradacion del receptor. Este efecto se inhibe completamente en
presencia de un inhibidor de la calpaina. El efecto de degradacion del receptor se inhibe
también en presencia del siRNA-RCP y del siRNA-Rabl1la (Fig. 26 A). Dichos resultados
nos permiten suponer que la degradacion de PARI se relaciona con la activacion de la
calpaina y del mismo modo se relaciona con la presencia de RCP y Rabl1a. En un analisis
posterior se tomaron en cuenta todos los eventos de co-localizacion entre PARI-LAMPI,
observamos que la estimulacion con 2 U/ml de trombina incrementa el nimero total de
eventos de colocalizacion sobre toda la superficie celular. Dicho incremento se inhibe en

presencia del inhibidir de la calpaina y de los siRNA-RCP y siRNA-Rabl1a (Fig. 26B).
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Fig. 26. El complejo Rabl1a/RCP regula la degradacion de PARI. Los resultados se compararon
contra el control negativo (células sin estimular). La co-localizacion de PARI-LAMPI-mGPF se
midio usando microscopia confocal. A) Andalisis de line-scan. Se estimulo con 2 U/ml de trombina en
presencia de CIII 50 uM, 50 pm de siRNA-RCP y 50 pm de siRNA-Rablla B) Se analizo el niimero
total de eventos de co-localizacion el darea celular total de cada imagen. Se analizo una célula por
campo, de un total de 15 campos para cada condicion experimental Los valores graficados son el
promedio de 3 experimentos independientes + EE. Los resultados se analizaron con una prueba de
ANOVA de comparacion multiple y una posterior prueba de Turkey’s con un a = 0.01 (***). Se

comparo contra el grupo tratado con 2 U/ml de trombina con un o = 0.01 (°*).

6.11 La inhibicion de la calpaina y el complejo Rab11a/RCP atenua la proliferacion y
migracion de las células del EPR.

Finalmente, analizamos la migracion y la proliferacion de células del EPR estimuladas con
trombina. Demostramos que tanto la calpaina como el complejo Rab11a/RCP regulan la
proliferacién y migracion de las células del EPR. En primer lugar, demostramos que la
trombina promueve un incremento de la migracion y la proliferacion en células del EPR.
Demostramos que la inhibicion de la calpaina con 50mM de calpastatina produjo una
reduccion en la movilidad de las células del EPR en ensayos de wound healing, lo cual se
traduce como una reduccion en la migracion (Fig. 27 A-C). Los datos se analizaron a las 24h
y 48h después de hacer la herida. De manera similar la inhibicion de la calpaina redujo la
taza de proliferacion en células del EPR (Fig. 27D). Demostrando que la calpaina regula la

migracion y la proliferacion de células del EPR dada por trombina.
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Siguiendo con el modelo propuesto hasta este punto, decidimos analizar la participacion del
complejo Rab11a/RCP sobre la migracion y la proliferacion de células del EPR estimuladas
con trombina. Transfectamos células del EPR con RNAi dirigido contra Rabla y RCP de
manera individual y combinada. Observamos que las células del EPR reducen la migracion
y la proliferacion de células del EPR estimuladas con trombina en presencia de los RNAi
dirigidos contra Rablla y RCP (Fig. 27). Lo cual demuestra que tanto Rabl1la como RCP
son moléculas necesarias para que ocurra la migracion y la proliferacion de células del EPR.
Probablemente debido a que la migracion y la proliferacion de células del EPR requiere de
la internalizacién de PAR1. Al reducir los niveles de internalizaciéon de PAR1, la migracion
y la proliferacion de células del EPR tiene un efecto similar, mitigando los efectos de la

trombina.
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Fig. 27. La inhibicion de la calpaina y el complejo Rabl1a/RCP produce una reduccion en la
migracion y la proliferacion de las células del EPR. Los resultados se compararon contra el control
positivo (células estimuladas con trombina). La migracion de las células del EPR se midio haciendo
ensayos de wound healing. La proliferacion se midio mediante experimentos de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio (MTT), La migracion se expresa como el numero de células
presentes en la herida después de 24h y 48h. La proliferacion se expresa como porcentaje del control
negativo (células privadas de suero durante 24 h, sin estimular). A) Ensayos de wound healing, se
tomaron imagenes de los mismos campos a las 24h y 48h. Se analizo el numero total de células
presentes en la herida a las 24h (B) y a las 48h (C). D) Se midio mediante ensayos de MTT la
proliferacion celular. Los valores graficados son el promedio de 3 experimentos independientes = EE.
Los resultados se analizaron con una prueba de ANOVA de comparacion multiple y una posterior

prueba de Turkey’s.
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7. Discusion

El contacto de las células del EPR con ciertos componentes del plasma sanguineo como la
trombina, desencadena fendmenos de migracion y proliferacion caracteristicos de la VRP. El
esclarecimiento de los mecanismos moleculares a través de los cuales ocurren estos
fendémenos es fundamental para el entendimiento de la VRP. Previamente se demostr6é que
la trombina promueve la migracion y la proliferacion de las células del EPR y que dichos
fenomenos ocurren debido a la activacion del receptor PARI por la trombina 242385, Del
mismo modo de manera reciente se describio que la proliferacion y la migracion de las células

del EPR dependen del incremento en la concentracion de Ca" intracelular *!.

El1 PARI es un receptor perteneciente a la familia de los GPCRs'. La activacion de PAR1 por
trombina es uno de los fendmenos que desencadenan la migracion y proliferacion de células
del EPR y uno de los principales agentes causales de la VRP. Los mecanismos que regulan
a PARI son un importante motivo de estudio, ya que el entendimiento de dichos mecanismos

permitiria comprender de mejor manera los mecanismos que regulan la VRP.

En este trabajo demostramos que el incremento en la concentracion de Ca?* intracelular,
promovido por la estimulacién trombina, ocurre principalmente a través del receptor PARI.
Dicho incremento tiene un origen tanto intracelular como extracelular. Demostramos que las
células estimuladas con trombina y con el péptido agonista de PARI incrementan la
concentracion de Ca** y que aproximadamente 80% de este Ca?* proviene principalmente de
las pozas enddgenas. Sin embargo, observamos que aproximadamente 20% es Ca®"

proveniente del exterior celular. Trabajos recientes demostraron que las células del EPR
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estimuladas con EGF, presentan un incremento en la concentracion de Ca?" intracelular,
dicho incremento tiene origen intracelular y extracelular, tal como lo observamos en este
trabajo. La entrada de Ca?" extracelular en células del EPR ocurre a través de canales
operados por el vaciamiento del reticulo (SOCE) 1%, Por otro lado, también se sabe que las
células del EPR regulan la entrada de Ca?* extracelular a través de canales dependientes de
voltaje, canales Icrac y canales TRPC en la membrana 334738 De manera importante,
observamos que las células estimuladas con el agonista de PAR3 presentaban un incremento
de Ca?" menor, comparado con las células estimuladas con el agonista de PAR1. Los datos
indican que PAR3 sefiala de manera independiente. Nuestros datos coinciden con los datos
de otros grupos de trabajo quienes demostraron que la trombina activa a PAR3 y este sefiala
de manera independiente acoplandose a la via de Gq y promoviendo la liberacion de Ca",

tal como se muestra en este trabajo 5%,

Previamente Tsai, et al. (2014) °!, demostraron que en plaquetas humanas la trombina activa
a la calpaina y que dicha activacion depende del incremento de la concentracion del Ca?*
intracelular °!. En este trabajo demostramos que, en las células del EPR la estimulacion con
trombina promueve la activacion de la calpaina y que esta activacion depende del aumento
en la concentracion intracelular de Ca?*. PARI es el receptor a través del cual se genera una
mayor entrada de Ca?', comparado con PAR3 y PAR4 %, Los datos sugieren que el
incremento de Ca?" generado por PARI1 es suficiente para activar a la p-calpaina, esta
isoforma se activa con concentraciones milimolares de Ca?* 3. Se sabe que las células del

EPR incrementan el Ca?" intracelular a niveles de 2.5 uM en presencia de trombina #°, lo cual

seria suficiente para activar a la p-calpaina.
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La degradacion de la a-espectrina se relaciona con la internalizacion y posterior degradacion
en lisosomas de la LDL en vesiculas recubiertas de clatrina *%. En este trabajo demostramos
que la p-calpaina degrada a la a-espectrina en un mecanismo que depende del incremento de
Ca?" intracelular °>%3. Observamos que la degradacion de la a-espectrina es menor en las
células estimuladas con trombina en presencia de BAPTA-AM (un quelante del Ca®*
intracelular) e inhibidores de la calpaina (calpastatina y PD150606). Se sabe que la activacion
de la calpaina a través del aumento de Ca?" intracelular y la posterior degradacion de la o.-
espectrina son fendmenos necesarios para la internalizacion de vesiculas recubiertas de
clatrina 162, Demostramos que la presencia de PAR1 en la membrana disminuye en células
estimuladas con trombina, esta observacion se traduce como la internalizacion del receptor,
dicha internalizacién disminuye en presencia de inhibidores de la calpaina y en presencia de
quelantes de Ca®* intracelular y extracelular (BAPTA-AM y EGTA). Suponemos que la
calpaina regula la internalizacién de PAR1 en vesiculas recubiertas de clatrina, mediante un

mecanismo que depende del incremento de Ca** y la posterior activacion de la p-calpaina.

En este trabajo cuestionamos si el desensamble del complejo Rabl1a/RCP se relacionaba
con la internalizacion de PARI1. Es sabido que la internalizacion de PAR1 activado requiere
de la presencia de la proteina Rab11 (Grimsey et al. 2016). La proteina Rabl11 tiene distintas
proteinas efectoras. Una de las proteinas efectoras de Rabl1 es la proteina RCP. RCP tiene
sitios de union a Rab11. El ensamble y desensamble del complejo Rab11a/RCP se relaciona

con la internalizacion y la expresion en membrana de diferentes proteinas. Por otro lado, RCP
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tiene 3 dominios PEST que son sustrato de la calpaina (Marie, Lindsay, and McCaffrey

2005).

Demostramos que la trombina promueve la degradaciéon de RCP mediante un mecanismo
que requiere del incremento de Ca®" y la posterior activacion de la calpaina. Dicha
degradacion se observo a las 8 horas del estimulo con trombina. Una vez que demostramos
que la trombina promovia la degradacion de la RCP nos preguntamos si esta degradacion era
suficiente para desensamblar el complejo Rablla/RCP. Debido a que no teniamos
informacion previa de que el complejo Rab11a/RCP estuviera presente en células del EPR.
Lo primero que hicimos fue demostrar que dicho complejo existia en células del EPR.
Mediante experimentos de inmunoprecipitacion demostramos que Rablla y RCP
interaccionan en las células del EPR, ademds demostramos que dicho complejo se
desensambla en presencia de trombina. Algunos estudios sugieren que el ensamble del
complejo Rab11a/RCP es necesario para conducir a los receptores de transferrina ®' (TfR)
desde el aparato de Golgi hacia la membrana. Nuestra hipotesis implica que el desensamble
del complejo Rab11a/RCP se relaciona con la internalizacion de un receptor de membrana,

en este caso PARI.

Una vez que demostramos que el complejo Rab11a/RCP se formaba en células del EPR y
que la trombina promovia su desensamble y sabiendo que la calpaina regulaba la degradacion
de RCP, nos preguntamos si la calpaina regulaba el desensamble del complejo Rab11a/RCP.
Para evaluar dicho fenémeno, estimulamos células de EPR con trombina en presencia de un
inhibidor de la actividad catalitica de la calpaina, evaluamos haciendo experimentos de

inmunoprecipitacion y FRET. Como esperabamos, observamos que el desensamble del
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complejo Rab11a/RCP depende de la calpaina. En células estimuladas con trombina en
presencia de un inhibidor de la calpaina no se observa el desensamble promovido por la
trombina. La siguiente pregunta fue evaluar si el complejo Rab11a/RCP y su desensamble se

relacionaban con la internalizacion de PARI.

Evaluamos la internalizacion de PARI en células del EPR mediante inmunocitoquimicas.
Usamos un anticuerpo anti-PAR1 cuyo epitope se une a un segmento extracelular. Hicimos
estos experimentos en células no permeabilizadas, con la finalidad de que el anticuerpo solo
se uniera al PARI presente en la membrana. Como ya habiamos observado en trabajos
previos, la estimulacion con trombina promueve la internalizacion de PAR1 y dicho efecto
se revierte en presencia de un inhibidor de la calpaina. Lo siguiente fue demostrar si el
complejo Rabl1a/RCP se relacionaba con la internalizacion de PARI. Para ello
transfectamos células de EPR con un siRNA dirigido contra RCP y un siRNA dirigido contra
Rablla y estimulamos con trombina en presencia de ambos siRNA. En estas condiciones
observamos que la internalizaciéon de PARI activado es inhibida por la presencia del siRNA-
RCP y el siRNA-Rabl1la. Como se esperaba, dicho efecto sugiere que la internalizacion de
PARI requiere de la presencia de RCP y Rablla 2. Es posible que, aunque Rablla esté
presente en la célula y sea la encargada de conducir a PARI al lisosoma requiera de una

interaccion con RCP para llevar a cabo dicho fendmeno.

Es sabido que la estimulacion con trombina conduce al receptor PAR1 a lisosomas para la
finalizacion de su sefializacion y posterior degradacion. Nosotros demostramos que Rabl1a
y RCP son proteinas necesarias para que PAR1 sea degradado en lisosomas. La inhibicion

de la sintesis de Rabl1la y RCP impide que PARI1 sea transportado a lisosomas. Evaluamos
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la co-localizacion de PAR1 con LAMP1, como esperabamos, en presencia de trombina PAR1
co-localiza con LAMPI, sin embargo, la internalizacion de PAR1 se impide en presencia de
inhibidores de la calpaina y de manera muy importante, la co-localizacion de PAR1 con

lisosomas se impide en presencia de los siRNA-Rabllay siRNA-RCP.

Finalmente evaluamos las implicaciones fisiologicas de la activacion e internalizacion de
PARI, asi como de los elementos que regulan ambos fendémenos. Demostramos que la
inhibicion de la activacion de la calpaina, tiene como resultado una reduccién en el proceso
de migracion y proliferacion de las células del EPR estimuladas con trombina. Del mismo
modo, el tratamiento de las células del EPR con RNAI dirigido contra Rabl1la y RCP tuvo
como resultado una disminucion de la migracion y la proliferacion de las células del EPR
estimuladas con trombina. Ambos resultados nos permiten suponer que la calpaina, Rabl1a
y RCP son moléculas fundamentales en la migracion y proliferacion dad por trombina en
células epiteliales. Estos resultados nos permiten incluso suponer en la posibilidad de evaluar
el modelo de activacion e internalizacion de PAR1 aqui propuesto, como una posible via de

tratamiento y diagnostico de la VRP.

En resumen, demostramos que la activacion de PAR1 por trombina promueve un incremento
de Ca?" intracelular. Dicho incremento promueve la activacion de la proteasa dependiente de
Ca?" calpaina la cual degrada tanto a la a-espectrina como a la RCP, promoviendo el
desensamble del complejo Rabl1a/RCP. La degradacion tanto de o-espectrina como el
desensamble del complejo Rabl1a/RCP son fundamentales para la internalizacion y

degradacion de PARI1 activado. Del mismo modo demostramos que la migracion y
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proliferacion de las células del EPR se regula a través de la activacion de la calpaina y el
desensamble del complejo Rab11a/RCP. El estudio y esclarecimiento de los mecanismos que
regulan la internalizacion de PAR1 en células del EPR es fundamental para el entendimiento,

diagnostico y prevencion de enfermedades como la VRP.
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8. Conclusiones

1. La estimulacion con trombina promueve un incremento del Ca?" intracelular cuyo
origen es tanto de pozas intracelulares como extracelular

La trombina promueve la activacion de la calpaina

La calpaina regula el desensamble del complejo Rab11a/RCP

El complejo Rab11a/RCP regula la internalizacioén y degradacion de PAR1

La calpaina regula la migracion y proliferacion de las céluas del EPR

AN O

Rab11a/RCP regulan la migracion y prliferacion de células del EPR

Migracién - Proliferacion

Espectrina

3 Calpalna

. B arrestlna
\ Endosoma
Lisosoma
Degradacion
del receptor
B arrestlna

Fig. 27. Modelo de internalizacion de PARI. El modelo de internalizacion de PARI propuesto en
este trabajo implica que la activacion de PARI (1) promueve un incremento del Ca’" intracelular (2),
el cual tiene como consecuencia la activacion de la calpaina (3). Del mismo modo demostramos que
la calpaina regula la el desemsable del complejo Rabl1a-RCP (4) y la degradacion de la a-especrtina
(5), ambos procesos regulan la internalizacion (6) y subsecuente degradacion de PARI (7). El

conjunto de mecanismos descritos en este trabajo regulan la migracion y proliferacion de PARI.
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9. Perspectivas

En este trabajo demostramos que la internalizacion y posterior degradacion de PARI1
activado se relacionan con un incfremento de la concentracion intracelular de Ca** y la
activacion de la calpaina. Queda por explorar lo que sucede con el receptor PARI no
activado. Es necesario evaluar si la internalizacion constitutiva de PAR1 se regula a través

de los mismos mecanismos que PAR1 activado por trombina.

Del mismo modo, se propone evaluar los mecanismos de internalizacion y degradacion de
PAR2, PAR3 y PAR4 activados. Dado que la estimulacion con los agonistas de estos
receptores no incrementa la concentracion intracelular de Ca’* se propone que la

internalizacion de estos receptores se regule de una manera distinta a la propuesta para PAR1.
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The serine protease thrombin activates Protease-Activated Receptors (PARs), a family of G-protein-coupled receptors (GPCRs)
activated by the proteolytic cleavage of their extracellular N-terminal domain. Four members of this family have been identified:
PARI1-4. The activation of Protease-Activated Receptor 1(PAR1), the prototype of this receptor family, leads to an increase in
intracellular Ca"? concentration ([Ca**]i) mediated by G, coupling and phospholipase C (PLC) activation. We have previously
shown that the stimulation of PAR1 by thrombin promotes intracellular signaling leading to RPE cell transformation, proliferation,
and migration which characterize ﬁbroproliferative eye diseases leading to blindness. Within this context, the elucidation of the
mechanisms involved in PARI inactivation is of utmost importance. Due to the irreversible nature of PARI activation, itsinactivation
must be efficiently regulated in order to terminate signaling. Using ARPE-19 human RPE cell line, we characterized thrombin-
induced [Ca*?]i increase and demonstrated the calcium-dependent activation of yi-calpain mediated by PARL. Calpains are a family
of calcium-activated cysteine proteases involved in multiple cellular processes including the internalization of membrane proteins
through clathrin-coated vesicles. We demonstrated that PARI-induced calpain activation results in the degradation of a-spectrin
by calpain, essential for receptor endocytosis, and the consequent decrease in PARI membrane expression. Collectively, the present
results identify a novel yi-calpain-dependent mechanism for PARI inactivation following exposure to thrombin.

1. Introduction surgery, the RPE is exposed to serum-contained growth fac-
tors and proinflammatory agents including thrombin, gen-
erated by the activation of the coagulation cascade. Throm-
bin has been shown to promote the release of cytokines,
chemokines, and growth factors by RPE cells [2]. This results
in the proliferation, dedifferentiation, and migration of RPE
and glia cells to the vitreous and the subsequent assembly
of contractile membranes on both retinal surfaces, thus
promoting retinal detachment and, eventually, the loss of
vision [3]. The identification of molecular targets for the
prevention of this outcome is still lacking.

The retinal pigment epithelium (RPE) is a monolayer of dif-
ferentiated, quiescent cells located between the neural retina
and the choroid. The RPE is the predominant component of
the outer blood-retina barrier (BRB) and plays an essential
role in the maintenance of the functional and structural
integrity of the neural retina required for visual function.
Among its functions, the RPE is involved in the transep-
ithelial transport of nutrients, the storage and metabolism
of vitamin A derivatives, the renewal of photoreceptor outer
segments, and the ionic homeostasis of the subretinal space

(1.

Under pathological conditions involving the alteration of
the BRB due to ocular trauma, diabetic retinopathy, retinal
detachment, retinal hemorrhage, or, importantly, retinal

Thrombin-induced intracellular signaling is triggered by
Protease-Activated Receptors (PARs), a family of G-protein-
coupled receptors (GPCRs) activated by the proteolytic cleav-
age of the extracellular N-terminal domain, which unmasks a
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fresh N-terminal sequence that functions as an intramolecu-
lar ligand. Four members of this family have been identified:
PARI, PAR3, and PAR4 activated by thrombin and PAR2
mainly activated by trypsin, tryptase, and other trypsin-like
proteases, in addition to high concentrations of thrombin
[4]. PARI is the prototype of this receptor family, and its
cleavage by thrombin at the Arg41-Ser42 bond exposes a new
N-terminus (**SFLLRNY) thatacts asa tethered ligand which
binds intramolecularly to the second extracellular loop of
the receptor and triggers signaling. Synthetic ligands corre-
sponding to the cleaved N-terminus can displace the tethered
ligand from the binding site and fully activate PARI in an
intermolecular mode. The coupling of PARs to GPCR Ga
subunits Gy, Gyy130 and Gy has been linked to a wide
array of physiologic responses. Particularly, PARI coupling
to Gy« activates phospholipase C-f (PLC-p), which cat-
alyzes the formation of inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) and
diacylglycerol (DAG), leading to an increase in intracellular
Ca*? concentration ([Ca*?]i) [5].

Due to the irreversible nature of PARI activation by
thrombin, PARI signaling and inactivation must be tightly
regulated [6, 7]. Similar to classic GPCRs, PARI is rapidly
desensitized by G-protein-coupled receptor kinase-mediated
phosphorylation [8, 9] and -arrestin binding, which uncou-
ples the receptor from heterotrimeric G protein signaling
[10]. Activated PARI is then internalized from the cell surface,
sorted directly to lysosomes and degraded, which prevents
continued signaling by previously activated receptors [11,
12]. These findings indicate that internalization and lyso-
somal sorting of PARI are important for regulating the
magnitude and duration of G protein signaling. Studies
by Paing et al. (2006) on this matter have shown that
although B-arrestin binding is mainly responsible for PARI
desensitization, it is not required for receptor internalization.
Moreover, the mechanisms that control constitutive internal-
ization of native, uncleaved receptors appear to differ from
those controlling the internalization of activated receptors.
Nonactivated PARI cycles constitutively between the plasma
membrane and intracellular stores, thereby replenishing the
cell surface following thrombin exposure, leading to rapid
resensitization to thrombin signaling independent of de novo
receptor synthesis [13].

Both the constitutive internalization and the internal-
ization of activated PARI proceed through clathrin-coated
vesicles [13-15]. Previous studies have shown that the clathrin
adaptor protein complex 2 (AP-2) is essential for constitutive
receptor internalization and cellular recovery of thrombin
signaling [13]. The clathrin adaptor AP-2 is a heterotetrameric
complex formed by a, 82, 2, and 02 adaptin subunits and
has critical functions in the assembly and recruitment of
cargo proteins to clathrin-coated pits. The y2-adaptin subunit
of AP-2 binds directly to tyrosine-based motifs within the
cytoplasmic- (C-) tail domain of a number of GPCRs includ-
ing PARI [16] and is required for constitutive internalization
and cellular resensitization to thrombin [13]. AP-2 also
regulates activated PARI internalization via recognition of
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distal C-tail phosphorylation sites rather than the canonical
tyrosine-based motif and has been shown to depend on
epsin-1 interaction with ubiquitinated PARI [13, 17]. The
mechanism by which activated PARI is recruited to clathrin-
coated pits is presently not clear, and whether internalization
of PAR2, PAR3, and PAR4 proceeds through the same path-
way as PARI or is regulated by distinct mechanisms remains
to be established.

Calpains are a family of calcium-activated cysteine pro-
teases that catalyze the limited proteolysis of a number of
cellular proteins in eukaryotes [18, 19]. To date, more than
a dozen calpain isoforms and multiple splice variants have
been identified [20]. The best-characterized members of this
family, y-calpain (calpain 1) and m-calpain (calpain 2), are
activated, respectively, by micro- and millimolar Ca** con-
centrations [21]. Both these calpains include a 78-80 kDa cat-
alytic subunit encoded by the CAPN1 or CAPN2 genes [20]
and share a common 28 kDa regulatory subunit (CAPNSI;
formerly CAPN4) [22]. Calcium binding to EF-hand calcium
binding domains present in both calpain subunits results in
conformational changes which expose the catalytic domain
in the large subunit, thus activating calpain [18]. y-Calpain
is present in an inactive form in the cytoplasm of non-
stimulated cells. Upon stimulation, the increase in [Ca*?i
within the low micromolar range induces y-calpain activa-
tion by autoproteolysis of the N-terminus, which exposes
the catalytic site [23].

Calpains are involved in multiple cellular processes
such as cell migration, actin cytoskeleton remodeling, and
apoptosis [18]. Among these functions, calpains regulate
the internalization of membrane proteins through clathrin-
coated vesicles [24], such as epidermal growth factor receptor
(EGFR) [25], transferrin receptor (RTF) [26], Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) [27], and
Low Density Lipoprotein (LDL) [28] among others. This
process has been shown to require the proteolysis of distinct
structural proteins, including the cytoskeletal protein a-
spectrin by calcium-activated y-calpain [28, 29].

Using human RPE-derived ARPE-19 cell line, we ana-
lyzed thrombin-induced [Ca*?]i increase and demonstrated
that the calcium-dependent activation of y-calpain and the
subsequent degradation of a-spectrin by calpain significantly
decrease PARI expression at the cell membrane. These
findings indicate that PARI inactivation by internalization
is controlled by specific mechanisms, distinct from those
promoting RPE cell transformation, and further support a
role for thrombin in this process.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents. All reagents used were cell culture grade.
Thrombin, PARI agonist (SFLLRNPNDKYEPF), and anti-
a-spectrin antibody (MABI266) were purchased from Cal-
biochem/EMD Millipore (Billerica, MA, USA). PAR 3
(SFNGGP-NH,) and PAR4 (GYPGKF-NH,) agonist pep-
tides were from Bachem (Torrance, CA, USA). PPACK (D-
phenylalanyl-prolyl-arginyl chloromethyl ketone) was from
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Enzo Life Sciences (New York, NY, USA). DMEM/FI12 was
from Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Fetal
bovine serum (FBS), Fluo-4 AM, Thapsigargin, EGTA, and
Lanthanum (III) Chloride were purchased from Invitrogen,
Life Sciences (Carlsbad, CA, USA). Calpain-Glo Protease
Assay was from Promega (Madison WI, USA), and Epox-
omicin and PARI-Alexa 488 antibody (FAB3855G) were
from R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN USA). Anti-
PARI antibody (SC13503) was purchased from Santa Cruz
Biotechnology (CA, USA). CY3 anti-mouse secondary anti-
body (115-165-003) was from Jackson ImmunoResearch (PA,
USA). BAPTA-AM, acetyl-calpastatin, and PD150606 were
from Tocris Bioscience (Minneapolis, MN, USA). All other
reagents were from Sigma Aldrich (St. Louis MO, USA).

2.2. Cell Culture. ARPE-19 cell line derived from human
RPE was used throughout (ATCC® CRL-2302™). Cells
were grown in DMEM/F12 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) supplemented with 15 mM HEPES, 14.2 mM NaHCO;,
0.5mM sodium pyruvate, 0.005% penicillin, streptomycin,
0.01% neomycin, and 10% fetal bovine serum (FBS) pH
7.4. Cells were subcultured as suggested by ATCC. For all
assays, cultures were serum-deprived for 24 hours prior to the
experiment. Unless otherwise specified, experiments were
carried in DMEM/F12 medium without FBS.

2.3. Measurement of Calpain Activity. Calpain-Glo Protease
Assay (Promega, Madison, W1, USA) kit was used to deter-
mine the activity of m- and p-calpain [30]. Cells were
incubated for 30 minutes with 100 nM epoxomicin in order
to inhibit proteasome activity. Cultures were then washed
with phosphate buffered saline (PBS) and incubated for one
hour with Suc-LLVY substrate peptide diluted with Calpain-
Glo Buffer at 37°C. Cells were rinsed with PBS to remove
unincorporated peptide and subsequently stimulated with
10 nM thrombin or 2.5 M PARI-Agonist Peptide (AP) in
DMEM/FI2 medium at room temperature for 1 minute. The
agonists were removed with PBS and cells were permeabilized
using PBS 0.9% Triton X-100. Luciferin detection reagent
(Promega, Madison, WI, USA) was then added for 5min
and luminescence was measured in a plate reader (Synergy
HT, BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, USA). Measure-
ments for each experimental condition were registered at 20 s
intervals for 2 minutes. Results are expressed as percent Rela-
tive Luminescence Units (% RLU). Data are the mean + SEM
of three independent experiments. Values for nonstimulated
cultures maintained in serum-free DMEM/FI2 (negative
control) were set as 100%.

2.4. Anti-a-Spectrin Western Blot. Degradation of a-spectrin
by calpain is one of the first events required for receptor inter-
nalization. Cells were stimulated for 1 minute with thrombin
or PARI-AP in serum-free DMEM/FI2 at room temperature.
Cultures were then rinsed with PBS and incubated for 15 min-
utes at 37°C in serum-free DMEM/F12. Cells were lysed in
50 mM Tris-HCI pH = 7.4, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0.1%
SDS, 1% Triton X-100, 1% CHAPS, 0.5% NP40, 0.1% BSA,
10% protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich P8340),

40 mM p-glycerophosphate, and 10 mM sodium pyrophos-
phate. Protein concentration was determined using bicin-
choninic acid assay (Sigma Aldrich) and 20 ug of the total
protein was used for protein immunodetection analysis. The
lysates were solubilized in Laemmli buffer (0.75mM Tris-
HCl; pH 8.8, 5% SDS, 20% glycerol, 0.01% bromophenol
blue, 10% f mercaptoethanol), boiled for 5min, resolved
by SDS/PAGE (6.5%), and transferred onto nitrocellulose
membranes (Amersham Biosciences). After blocking for 1h
at room temperature with 7.5% nonfat milk in Tween TBS,
the membranes were probed with primary antibodies against
a-spectrin (1:4000 in blocking buffer) overnight at 4°C. Sec-
ondary HRP-conjugated antibody (1:5000) was incubated
for 1h and membranes were developed using the Luminata
Forte Western Chemiluminescent Substrate (Millipore, Bil-
lerica, MA, USA). Kodak® film images were digitized using an
Alpha Digi-Doc system (Alpha Innotech, San Leandro, CA,
USA), and densitometry analysis was performed using the
Image] Software and normalized to control values. GAPDH
immunodetection was used as loading control.

2.5. Intracellular Ca*? Concentration ([Ca”* ]i) Measurement.
[Ca*?]i was determined as previously described [31]. Briefly,
coverslips containing ARPE-19 cells were incubated with
2 uM of the cell-permeable fluorescent Ca®* indicator fluo-
4 AM (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) for 35 min at
room temperature in Krebs-Ringer-Bicarbonate buffer (KRB;
118 mM NaCl; 2mM KH,PO,; 4.7 mM KCI; 2.5 mM CaCl,;
1.4 mM MgSO,; 25 mM NaHCOj;; 5.6 mM Glucose; pH 7.4).
The coverslips were placed in a recording chamber (Mod.
RC-25; Warner Instruments, Hamden, CT, USA) attached
to the stage of an upright microscope (Nikon Eclipse 80i;
Nikon Corp., Tokyo, Japan) and continuously superfused
(3ml/min) with KRB applied to the recording chamber by
gravity-fed superfusion. Fluo-4 was excited at 488 nm with
monochromatic light from an argon laser (Laser Physics,
Reliant 100 5488, West Jordan, UT), coupled to a Yokogawa
spin-disk confocal scan head (CSU10B, Yokogawa Electronic
Co., Tokyo, Japan and Solamere Technology Group, Salt Lake
city, USA). Emission light was captured with a 510 nm filter.
Fluorescence images were acquired with a water-immersion,
Nikon objective (20x, 0.5 NA), and a cooled digital CCD
camera (Andor Technology iXon 897, Oxford Instruments,
High Wycombe, UK) controlled by the iQ software (Andor
iQ version 1.10.2). Fluorescence images were acquired at
10 ms exposure and 500 ms intervals. All intracellular Ca*
imaging experiments were performed at room temperature
(22-24°C). Image sequences were analyzed using Image |
software (National Institutes of Health). The values obtained
are expressed as Arbitrary Fluorescence Units (AFU). The
area under each curve (AUC) was calculated using GraphPad
PRISM 6.0 software (La Jolla, CA, USA). For those experi-
ments performed in the absence of Ca*?, cells were super-
fused with Ca*-free KRB; 0.25 mM EGTA or 100 M LaCly
were included in some experiments as stated in the figure leg-
ends. Cells were stimulated with thrombin or PARI, PAR3, or
PAR4 APs for 1 minute.

94



2.6. Epifluorescence Microscopy. ARPE-19 cells were seeded
onto 22 mm plates. Cells were serum-deprived for 24 hours
and subsequently incubated for 30 min in the presence of
BAPTA-AM (10 uM) or the calpain inhibitors: calpastatin
(1uM) or PD1506060 (100 M), followed by stimulation with
either thrombin or PARI-AP in DMEM/FI2 medium for 5
minutes at room temperature. Subsequently, cells were rinsed
with PBS and incubated for 15 min at 37°C. Blocking was per-
formed with 5% BSA for 30 minutes and incubated for 4 hrs
with Santa Cruz Anti-PARI antibody (1: 500). Following pri-
mary antibody incubation, cells were fixed for 10 min with 4%
paraphormaldehyde at 4°C. CY3 anti-mouse antibody was
incubated for 1hr (1:1000). Cells were washed 2x with PBS
for 5 minutes. Nuclei were stained with Hoechst and further
washed as before. Images were acquired with ACT-1 software
in a Nikon microscope (Eclipse TE 2000-U) with DXM1200F
camera and 40x objective (0.6 NA). Corrected Total Cell Flu-
orescence (CTCF) was calculated with Image] Software and
normalized as percentage of control values.

2.7 Flow Cytometry. ARPE-19 cells were seeded onto 100 mm
plates and serum-deprived for 24 hours. The cells were then
detached using versene (5 mM Tris-HCI, 0.13 M NaCl, 0.5M
KCl, and 1.3mM EDTA), and 5 x 10° cells were used for
each experimental condition. Suspended cells were incubated
for 30 minutes with 10 uM BAPTA-AM or calpain inhibitors
(1M calpastatin or 100 uM PD1506060); the inhibitors were
present throughout the experiment. Cells were stimulated
for 5 minutes at room temperature, either with thrombin or
with PARI-AP in DMEM/FI12 medium, rinsed with PBS, and
blocked with 5% BSA-PBS. Cells were incubated with Anti-
PARI-Alexa 488 antibody for 3 hours at 4°C, and fluorescence
was measured with Attune Acoustic Focusing flow cytometer
(Thermo Fisher Scientific, USA). Data were analyzed using
FlowJo, LLC 10.2 software (FlowJo, USA).

2.8. Statistical Analysis. Raw data for analyses were obtained
from at least three independent experiments, as specified in
the figure legends. Multiple comparison ANOVA and Tukey’s
post hoc test was applied to all results for statistical analysis.
Prism V6.0 from GraphPad (La Jolla, CA, USA) was used.

3. Results

3.1 Thrombin Induces [Ca*?]i Increase. The effect of throm-
bin stimulation on RPE cell [Ca*?Ji was determined using flu-
orescence microscopy, as described in the Methods. Although
thrombin-induced increase in [Ca*2Ji in RPE cells has been
reported [32, 33], the characteristics of this response as
a function of the intensity and duration of the stimulus,
determinant for functional outcome, have not been analyzed.

Results in Figure 1(a) show that stimulation with throm-
bin induces a transient, dose-dependent [Cah]i increase in
RPE cells, sustained for ~3min. [Ca’*]i increase was found
to be dose-dependent from 100 pM thrombin concentration
with maximum stimulation attained at 10 nM thrombin treat-
ment, equivalent to calcium elevation induced by FBS (posi-
tive control). The specificity of the effect was demonstrated
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by inhibition upon the addition of the thrombin catalytic
inhibitor PPACK (25 uM) (Figures 1(a) and 1(b)). Calculation
of the area under the curves (AUC) in (Figure 1(a)) from the
stimulation time-point to the 4th minute is plotted as a func-
tion of fluorescence intensity (Arbitrary Fluorescence Units
(AFU)) over time (Figure 1(b)). The Ecs, for thrombin effect
was calculated from the logarithmic curve in (Figure 1(b))
and found to be Ec50 = 0.55 nM (Figure 1(c)).

3.2. Thrombin-Induced Increase in [Ca’*]i Is Mediated by
PARI. In order to identify the specific receptor mediating
thrombin effect, we tested the effect of PAR-APs on [ Ca2+]i
using fluorescence microscopy as described in Methods.
[Ca*]i was plotted as a function of fluorescence intensity
(AFU) over time (minutes). Results in Figure 2(a) show
that only PARI-AP (2.5 4M) induced an increase in [Caz+]i
comparable to that elicited by 10nM thrombin. Figure 2(b)
shows the calculated area under the curves (AUC) shown in
Figure 2(a). These results demonstrate that PARI is responsi-
ble for [Ca*’]i increase induced by thrombin.

3.3. Calcium Release from Intracellular Pools Is the Main
Source of Thrombin-Induced [Ca®*]i Increase. In order to
determine the contribution of external and internal calcium
pools to thrombin- and PARI-induced [Ca*’]i increase,
thrombin stimulation was carried in Ca*? free medium con-
taining 0.25 mM EGTA. As shown in Figure 3, thrombin and
PARI-AP responses were decreased by ~20% in this condi-
tion, indicating a minor contribution of extracellular calcium
to thrombin-induced [Ca’* Ji rise. In contrast, thrombin- and
PARI1 AP-induced [Ca*’]i increase was inhibited by ~80%
upon the inclusion of 2 uM thapsigargin, known to deplete
ER calcium stores (Figures 3(a) and 3(b)). These results were
confirmed by the complete inhibition of thrombin effect by
the joint inclusion of EGTA and thapsigargin. On this line,
the store-operated calcium entry (SOCE) channels Orai and
TRPC are activated by the depletion of intracellular Ca**
stores. Since thrombin induces Gq/PLC signaling, which is a
physiological stimulus for store depletion, we tested the effect
of the membrane Ca®* channel inhibitor LaCl;, on PARI-
mediated [ Ca*? Ji increase. Figure 3(c) shows that LaCl; had
a similar effect to that of EGTA, suggesting the possible par-
ticipation of SOCE in PARI-induced [Ca®*]iincrease. Collec-
tively, these data indicate that Ca?* release from intracellular
Ca®* stores is the main source of [Ca’*]i increase induced
by thrombin.

3.4. Thrombin Promotes Calpain Activity through PARI Acti-
vation. The effect of thrombin stimulation on calpain activity
was assessed by the degradation of the synthetic calpain sub-
strate peptide Suc-LLVY using Calpain-Glo Protease Assay,
designed for measuring the activation of calpain isoforms
u and m [34]. Our results show that thrombin stimula-
tion increases calpain activity by ~250% over control level.
Activation appeared to be thrombin-specific, since it was
prevented by the catalytic thrombin inhibitor PPACK (Fig-
ure 4(a)). In order to identify PARI as the mediator of
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F1GURE 1: Thrombin induces a specific, dose-dependent increase in [Ca’* Ji. Cells were serum-deprived for 24 hours prior to stimulation with
increasing concentrations of thrombin. [Ca’*Ji was monitored by fluorescence microscopyas described in the Methods. (a) Thrombin induces
a transient, saturable [Ca”* Ji increase, sustained for ~3 min. [Ca*?]iwas plotted as a function of fluorescence intensity (Arbitrary Fluorescence
Units (AFU)) over time (minutes). Specificity of thrombin effect was assessed by inclusion of the thrombin inhibitor PPACK (25 ¢/M). 10%
FBS was included as positive control. (b) The area under the curves (AUC) plotted in (a) was calculated from the stimulation point up to
the 4th minute of stimulation. (c) Thrombin Ec,, = 0.55nM was calculated from the logarithmic transformation of data in (b). Results are
expressed as the mean + SEM of three independent experiments compared to nonstimulated cells (- Control). Multiple comparison ANOVA
and Tukey’s test: o = 0.001 (## + #) referred to negative control or a = 0.001 (@@@@) referred to thrombin stimulation.

thrombin effect, we tested the effect of PARI-AP on calpain
activity. Results showed that PARI-AP stimulated calpain
activity by ~170% (Figure 4(a)).

To establish if calpain activation by thrombin depends
on thrombin-induced [Ca*?]i increase, cells were loaded
with the selective cell-permeant Ca** chelator BAPTA-AM
prior to thrombin stimulation. Results in Figure 4(b) show
that inclusion of BAPTA-AM (10 uM) completely prevented
thrombin-induced calpain activation. Calpain activity was
abolished by the calpain endogenous inhibitor calpastatin
(1uM) and by the synthetic inhibitor PD150606 (100 M),

thus confirming the specificity of the effect (Figure 4(b)).
These data demonstrate that thrombin-induced [Ca*?]i

increase promotes calpain activation through the activation
of PARI.

3.5. Activation of Calpain by Thrombin Stimulation Promotes
a-Spectrin Proteolysis. Spectrin, an extended rod-shaped
tetramer composed of two & and two 3 subunits, forms a
cytoskeletal meshwork with actin and other accessory pro-
teins lining the cytoplasmic surface of most cell membranes,
thus providing a mechanism for restricting the free diffusion
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F1GURE 2: Thrombin-induced [Ca"’]i increase is mimicked by PARI-AP. Cells were serum-deprived for 24 hours prior to stimulation with
thrombin or PAR-APs. [Ca’" ]i was assessed by fluorescence microscopy as described in Methods. (a) PARI-AP (2.5 /M) induced an increase
in [Ca’* Ji, comparable to thrombin. [Ca®* ]i was plotted as a function of fluorescence intensity (Arbitrary Fluorescence Units (AFU)) over
time (minutes). (b) The graph represents the area under the curves in (a). Thrombin (10 nM) stimulation was used as positive control. Results
are expressed as the mean + SEM of three independent experiments, compared to nonstimulated cells (- Control). Multiple comparison
ANOVA and Tukey's test: o = 0.001 (# # # %) referred to negative control.

of transmembrane proteins [35]. Limited proteolysis of a-
spectrin by p-calpain [36] prevents spectrin interaction with
actin [37] and also spectrin association with membrane-
binding sites [38] allowing protein endocytosis [28]. Based
on this evidence, we tested the effect of thrombin stimulation
on a-spectrin proteolysis.

As shown in Figure 5(a), thrombin stimulation induced
the proteolysis of a-spectrin 250 kDa subunit into ~150 kDa
and ~120kDa fragments. This effect appeared to be
thrombin-specific, prevented by PPACK (Figure 5(a)).
Thrombin-induced «a-spectrin proteolysis was mimicked
by PARI-AP (Figure 5(b)). The specificity of a-spectrin
degradation by calpain was confirmed by the blockage of
the effect by the calpain inhibitors calpastatin and PD150606
and by the calcium chelator BAPTA-AM (Figure 5(c)). These
results indicate that thrombin-induced [Ca®*]i increase
activates calpain-mediated proteolysis of a-spectrin through
the activation of PARIL.

3.6. Thrombin Decreases PARI Membrane Expression through
PARI-Induced Calpain Activation. The effect of thrombin-
induced calpain activation on PARI plasma membrane
expression was investigated using epifluorescence micros-
copy (Figure 6) and flow cytometry (Figure 7). Epiflu-
orescence analysis in Figure 6(b) shows that stimulation
with 10 nM thrombin for 5 min significantly decreased PAR1
expression at the plasma membrane; this effect was prevented
by the thrombin inhibitor PPACK. To determine if thrombin

effect on PAR] membrane expression is mediated by the
activation of PARI, we analyzed the effect of PARI-AP on
PARI membrane expression. Time-course analysis of PARI-
AP effect showed that although stimulation by 25 uM PARI-
AP for 5min did not modify PARI membrane expression,
sustained stimulation with the agonist for 60 min decreased
PARI expression at the membrane to the same extent as
5 min application of thrombin (Figure 6(c)). Epifluorescence
analysis showed that thrombin stimulation decreased PARI
membrane expression by 89%. This effect was significantly
prevented by calcium removal (BAPTA-AM plus EGTA) or
by the inhibition of calpain by the inclusion of calpastatin
or PD150606 (Figure 6(d)). In order to discard a nonspecific
effect of fixation in epifluorescence analysis, PAR] membrane
expression was assessed in living cells using flow cytom-
etry. Results from epifluorescence analysis were precisely
confirmed by flow cytometry experiments. Figure 7 shows
that stimulation by thrombin (Figure 7(b)) or by PARI-AP
(Figure 7(c)) decreases PAR] membrane expression by 89%.
This effect was partially prevented by inclusion of EGTA
and BAPTA-AM or the inhibition of calpain by calpastatin
or PD150606 (Figure 7(d)). The specificity of thrombin
effect was confirmed by PPACK inhibition (Figure 7(b)).
These results demonstrate that thrombin induces the Ca’*
and calpain-dependent decrease in PARI membrane expres-
sion and suggest the participation of distinct thrombin-
activated processes in the regulation of PARlI membrane
expression.
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F1Gure 3: Thrombin promotes [Ca’* Ji increase mainly by the release from intracellular pools. Serum-deprived cells were stimulated with
thrombin or PARI-AP. [Ca* Ji was determined by fluorescence microscopy as described in Methods. (a) Thrombin-induced [Ca*?Ji increase
is partially prevented by EGTA (0.25 mM) and abolished by thapsigargin (Tg 2uM) + EGTA. (b) Thrombin-induced calcium release is
mimicked by PARI-AP. (c) Blockage of plasma membrane calcium channels by Lanthanum (La**; 100 M) decreases thrombin-induced and
(d) PARI-AP-induced calcium increase to a similar extent as EGTA. Results are expressed as the area under the curve (AUC) compared to
nonstimulated (NS) cells (negative control). Data are the mean + SEM of three independent experiments. Multiple comparison ANOVA and
Tukey's test: & = 0.001 (### *) or & = 0.01 (* # #) referred to negative control. And & = 0.001 (@@@@) or & = 0.01 (@@@) referred to thrombin

stimulation (10 nM) or PAR1 peptide agonist (2.5 pM).

4. Discussion

The internalization and membrane recycling of native PARs
is required for cell resensitization to thrombin, whereas the
internalization and lysosomal degradation of activated PARs
are important for the termination of G protein signaling [11,
12]. However, the mechanisms that control PARI inactivation

are still not clear. Thrombin has been shown to activate PARI
in RPE cells, which promotes the epithelial-mesenchymal
transformation, proliferation, and migration of RPE cells,
processes involved in the development of proliferative eye
diseases leading to blindness [3]. Using human-derived
ARPE-19 cells as a model for RPE, in the present study we
investigated the mechanism responsible for the termination
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F1GURE 4: Thrombin activation of PARI stimulates the calcium-dependent activation of calpain. ARPE-19 cells were serum-deprived for 24
hours prior to stimulation for 1 min with 10 nM thrombin or 2.5 uM PARI-AP. PPACK, BAPTA-AM, and calpain inhibitors were included
30 minutes prior to stimulation. Calpain activation was measured as a function of luciferase activity as described in Methods. (a) Thrombin
stimulates calpain activity by ~250% in a specific manner, prevented by PPACK. 10% FBS was included as positive control. PARI-AP stimulates
calpain activity by ~170% compared to negative control (- Control). (b) Calpain activation was prevented by the inclusion of BAPTA-AM
(10 M), calpastatin (1 M), and PD150606 (100 ;M). Results in Relative Luminescence Units (RLU) are the mean + SEM of three independent
experiments. Values for nonstimulated cultures maintained in serum-free DMEM/F12 (- Control) were set as 100%. Multiple comparison
ANOVA and Tukey’s test: @ = 0.001 (# # ##) or & = 0.01 (* # #) referred to negative control; & = 0.001 (@@@@) referred to thrombin

stimulation.

of thrombin-induced PARI signaling and demonstrated that
activation of PARI by thrombin decreases PARI membrane
expression through the Ca>* -dependent activation of calpain.
Our results suggest a novel regulatory mechanism by which
activation of PARI controls its own availability at the plasma
membrane.

We demonstrated that thrombin induces calpain acti-
vation through a specific process prevented by PPACK
and identified to PARI as the receptor responsible for this
effect (Figure 4(a)). As expected, thrombin-induced calpain
activation required [Ca*?]i and was prevented by the specific
calpain inhibitors calpastatin and PD150606 (Figure 4(b)).
In order to establish a role for calpain in PAR]1 membrane
decrease, we examined thrombin effect on the cleavage
of the endogenous y-calpain substrate a-spectrin, required
for clathrin-mediated endocytosis [39, 40]. Thrombin and
PARI-AP were shown to increase «-spectrin degradation
(Figures 5(a) and 5(b)), indicating that PARI is responsible
for thrombin-induced activation of y-calpain and the subse-
quent degradation of a-spectrin (Figure 5(c)).

Thrombin-induced [Ca®* Ji mobilization in RPE cells has
been reported [32, 33]. Since calpain is a Ca®* activated
protease, we showed that thrombin induces the specific,
dose-dependent increase in [Ca”* Ji with an Ecs; of 0.55 nM
(Figure 1(c)). In agreement with previous findings [8], [Caz"]i
elevation was mildly decreased in Ca’*-free medium (20%)
and significantly inhibited by thapsigargin (80%; Figure 3),

indicating that the main source of [ Ca’*Jirise is Ca®* release
from internal stores, although Ca?* influx is involved to a
minor extent. Interestingly, La®* inhibition of thrombin- and
PARI-induced [Ca’*]i increase to the same extent as EGTA
(20%) suggests that Ca>* entry through Orai-containing or
voltage-gated Ca®* channels could account for thrombin-
induced extracellular Ca>* entry (Figure 3) [41-43]. We iden-
tified PARI as the main receptor responsible for thrombin-
induced [Ca’*]i increase, since PARI-AP elicited [Ca®*]i
increase equivalent to that induced by thrombin (Figure 2),
whereas stimulation by PAR3-AP or PAR4-AP did not. These
results are in agreement with findings in epithelial cells [44,
45], although in contrast with a previous report showing the
increase in [Ca’* ]i induced by PAR4 stimulation in ARPE-
19 cells [33]. This discrepancy could be ascribed to the use
by Narayan et al. (2010) of a synthetic PAR4-AP 10 times
more potent than the endogenous agonist peptide used in the
present work [46].

The main objective of this work was to investigate the
effect of thrombin on PAR] membrane expression and the
role of calpain in the control of this process. Our results
showed that the activation of PARI by thrombin induces a
significant decrease in PARl membrane expression in RPE
cells, via the Ca®*-dependent activation of yi-calpain and the
subsequent proteolysis of a-spectrin by this enzyme. Since
calpains are involved in the formation of coated vesicles
and a-spectrin degradation is essential for the endocytic
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decreases PAR1 membrane expression through a specific process prevented by PPACK (25uM). (c) Stimulation with PARI-AP (25 M)
for 60 min decreases PARI membrane expression to the same extent as thrombin stimulation for 5min. (d) Thrombin-induced decrease
in PARI membrane expression requires calcium-dependent activation of calpain. Thrombin-induced decrease in PARI membrane expression
is prevented by the joint addition of BAPTA-AM (10 #M) and EGTA (0.25 mM), by calpastatin (1M) and by PD150606 (100 ¢M). Results
are expressed as the Corrected Total Cell Fluorescence (CTCF) compared to nonstimulated cells (- Control). Data are the mean + SEM of
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(@@@@) referred to thrombin stimulation.

process, our data indicate that PARI signals to promote the
internalization of PARI carried by clathrin-coated pits [47].
Nevertheless, epifluorescence and flow cytometry analysis in
Figures 6(d) and 7(d) clearly showed that calcium withdrawal
or calpain inhibition only partially prevents thrombin-
induced reduction in PARI membrane expression, suggesting
that calcium-dependent calpain activation is not the only
mechanism involved in thrombin-induced decrease in PAR1
membrane expression. Among the [Ca’*Ji- and calpain-
independent mechanisms shown to regulate PARl membrane
expression, the N-linked glycosylation of PAR-1second extra-
cellular loop is known to regulate the internalization of this
receptor [48]. Also on this line, Bicaudal D1 (BicD1) has been
identified from a screen of an embryonic cDNA library as
an adapter molecule directly interacting with the C-terminal
cytoplasmic domain of PARI, involved in the transport of
PARI from the plasma membrane to endosomal vesicles.
In fact, silencing of BicD1 expression impairs endocytosis
of PARI [49]. However, the possible effect of thrombin on
the activation/regulation of these processes remains to be
explored.

We here identified a novel mechanism through which
thrombin activation of PARI autoregulates its membrane
expression through the increase in [Ca’*Ji, the activation

of calpain by calcium, and the degradation of a-spectrin by
calpain. Together with the present results, the future defini-
tion of additional thrombin-activated pathways involved in
the regulation of PAR] membrane expression may provide
information aimed at preventing thrombin-mediated RPE
cell transformation involved in proliferative retinopathies.
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F1Gure 7: Stimulation of living cells by thrombin decreases PAR1 membrane expression through a Ca’*- and calpain-dependent process.
Cells were serum-deprived for 24 hours prior to stimulation with thrombin or PARI-AP. The decrease in thrombin-induced PARl membrane
expression measured in fixed preparations (Figure 6) was confirmed in living cells by flow cytometry. (a) Cell population selected for analysis.
(b) Thrombin (10 nM) stimulation decreases PAR1 membrane expression by a specific process prevented by PPACK (25 uM). (c) PARI-AP
(25 uM) induces time-dependent decrease in PARI membrane expression. (d) Thrombin induces the decrease in PARl membrane expression
through the calcium-dependent activation of calpain. This effect was prevented by the joint addition of BAPTA-AM (10 #M) and EGTA
(0.25 mM), calpastatin (1M), or PD150606 (100 «M). Results are expressed as a percent of fluorescence in nonstimulated cells (- Control).
Data are the mean + SEM of three independent experiments. Multiple comparison ANOVA and Tukey’s test: o = 0.001 (# # % #), & = 0.01
( # #),0r = 0.1 (+#) referred to negative control. And & = 0.001 (@@@@) or « = 0.01 (@@@) referred to thrombin stimulation.
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PARI1 activation by thrombin promotes intracellular signaling leading to RPE cell transformation, proliferation,
and migration, characteristic of fibroproliferative eye diseases. Due to the cleavage of PAR1 N-terminal domain,
carried by thrombin, the arrest of PAR1 signaling is achieved by transport into lysosomes and degradation.
Recent findings suggest that the GTPase Rabl1a in conjunction with its effector RCP may direct PARI to ly-
sosomes. Hereby we demonstrate that thrombin-induced PAR1 internalization and lysosomal targeting requires
the disassembly of the Rabl11a/RCP complex, and that this process depends on thrombin-induced intracellular

calcium increase and calpain activation. These findings unveil a novel mechanism that regulates thrombin ac-
tivated PAR1 internalization and degradation.

1. Introduction

The serine protease thrombin is better known by its essential role in
the coagulation cascade. However, it also triggers a variety of responses
not only in blood cells such as platelets, but also in endothelial cells,
and other tissues. It achieves such function through the activation of
Protease-Activated Receptors (PARs), a family of G-protein-coupled-
receptors (GPCRs) composed by PAR1, PAR2, PAR3 and PAR4 [1]. The
four receptors of this family are activated by the cleavage of the ex-
tracellular N-terminal domain, which unmasks a new N-terminal se-
quence that functions as an intra-molecular ligand [2]. PARI, the
prototype of this receptor family is activated by the proteolytic cleavage
at the Arg41-Ser42 by thrombin which exposes a new N-terminal (42-
SFLLRN-47) that acts as a tethered ligand.

PARs play a very important role in hemostasis, thrombosis and in-
flammatory responses to tissue injury by regulating cellular responses
such as cytokine secretion, integrin activation, metabolic regulation,
and changes in cell shape and motility; of particular importance is the
induction of cell proliferation in pathological contexts [2].

The retinal pigment epithelium (RPE), a monolayer of differentiated
quiescent cells located between the neural retina and the choroid is
involved in the trans-epithelial transport of nutrients, the storage and
metabolism of vitamin A derivatives, the renewal of photoreceptor
outer segments, and the ionic homeostasis of the sub-retinal space [3].

As the predominant component of the outer blood-retina barrier (BRB),
the RPE plays an essential role in the maintenance of the functional and
structural integrity of the neural retina, required for visual function.
Under pathological conditions RPE cells may be exposed to serum-
contained growth factors and pro-inflammatory agents, including
thrombin generated by the activation of the coagulation cascade.
Thrombin concentration can exhibit fast variations, reaching around
250 nM within minutes, in rhegmatogenous retinal detachment [4].
Exposure of RPE cells to thrombin results in the proliferation, ded-
ifferentiation, and migration of RPE cells to the vitreous, and the sub-
sequent assembly of contractile membranes on both retinal surfaces,
which promotes retinal detachment. Based on these findings, exposure
of RPE cells to thrombin has been associated with the development of
Proliferative Vitreoretinopathy (PVR) [5]. Our previous work has de-
monstrated that thrombin promotes RPE cell proliferation [6], cytos-
keletal remodeling [7] and cell migration [8]. However, molecular
targets for the prevention of PVR have not been defined.

Given the nature of the catalytic and irreversible activation of PARs,
different from classical GPCRs, their activity is tightly regulated [9].
The inactivation of thrombin-induced PAR1 signaling requires C-term-
inal phosphorylation and B-arrestin binding, which in turn uncouples G
proteins from the receptor, desensitizing the receptor. Additionally, B-
arrestin interaction with components of the endocytic machinery fa-
cilitates the recruitment of PAR1 to clathrin-coated pits and its

Abbreviations: Proliferative vitreoretinopathy, (PVR); Protease Activated Receptors, (PARs); Rab coupling protein, (RCP or RAB11FIP1); G-protein-coupled re-

ceptors, (GPCRs); Retinal pigment epithelium, (RPE)
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internalization from the plasma membrane [10]. However, activated
PAR1 sorting into early endosomes has been shown to be coincident
with p38 phosphorylation, suggesting that p38 signaling may be in-
itiated or sustained by PAR1 at endosomes [11]. Therefore, sorting into
lysosomes for degradation is a critical issue for the termination of
thrombin-induced PAR1 signaling.

Among the proteins known to regulate the internalization and re-
cycling of GPCRs, the family of Rab GTPases controls cellular processes
such as endocytosis, trafficking, endosome fusion and exocytosis.
Among these proteins, Rablla and Rabllb are required for PAR1
trafficking and the recycling of non-activated PAR1, whereas activated
PAR1 is directed to lysosomes for degradation by Rabl1a [11].

GTP-Rab activates different effector molecules [12,13] such as
Rab11-family interacting proteins (Rab11-FIPs) which bind to a con-
served 20 amino acid C-terminal domain called RBD (Rab11-binding
domain). FIPs have been subdivided into two classes: Class I FIPs are
characterized by an N-terminal C2 domain involved in phospholipid
binding; whereas Class II FIPs bare an additional calcium-binding EF-
hand motif [14]. Within class I FIPS, Rab coupling protein (RCP) is
a ~- 85 KDa protein effector for Rabl1a. RCP localizes predominantly to
the Endocytic Recycling Compartment (ERC) and regulates transport
from this compartment to the plasma membrane. The C2 domain of
RCP mediate targeting to the plasma membrane by binding to Phos-
phatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P3) and phospha-
tidic acid [15]. In addition to N-terminal C2 domain and C-terminal
RBD domain, RCPs have 3 functional PEST (Pro-Glu-Ser-Thr) motifs
(182/249/336), which are believed to be a target for calcium-depen-
dent calpain proteolysis [16]. Calpains are a family of calcium-activated
cysteine proteases that catalyze the proteolysis of a number of cellular
proteins in eukaryotes [17], and have been shown to regulate the in-
ternalization of membrane proteins through clathrin-coated vesicles
[18].

The assembly/disassembly of the Rab11a/RCP complex is involved
in the regulation of protein trafficking at the plasma membrane, and
stimulates cell migration [19]. Interestingly, the inhibition of calpain
promotes RCP and Rablla accumulation at the plasma membrane
[15,16,20], suggesting the requirement of calpain-driven proteolysis for
the internalization of Rab/RCP.

We have previously shown that thrombin stimulation of PAR1 in-
duces an increase in intracellular calcium concentration and the sub-
sequent activation of calpain. Moreover, we showed that thrombin-in-
duced calpain activation regulates PAR1 internalization through o-
spectrin degradation, since calpain activation and a-spectrin degrada-
tion are not induced by the activation of PARs 2,3 or 4. These data
suggest that the mechanism that regulates PARI internalization differs
from other PARs [21]. In the present study we further analyzed the
regulation of PAR1 internalization in RPE cells and demonstrated that
this process depends on the disassembly of the Rabl1la/RCP complex
through a novel mechanism not described previously. These findings
contribute to the elucidation of the processes underlying the develop-
ment of proliferative eye pathologies such as PVR.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

All reagents used were cell culture grade. Thrombin (605157) and
Calpain inhibitor III (208722) were purchased from Calbiochem/EMD
Millipore (Billerica, MA, USA). PAR1 (SFLLRNPNDKYEPF-NH2), PAR2
(SLIGRL-NH2), PAR3 (SFNGGP-NH2) and PAR4 (GYPGKF-NH2) ago-
nist peptides were from Bachem (Torrance, CA, USA). DMEM/F12 and
Opti-MEM, Fetal bovine serum (FBS), Lipofectamine RNAi-MAX
Transfection Reagent-Delivery of siRNA (13778-075), Lipofectamine
LTX with Plus Reagent (15338-100), and Hoechst 33258 Pentahydrate
(bis-Benzimide) were from Invitrogen/Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA USA). siRNA-RCP (SC76331), siRNA-Rablla (sc-
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36,340), anti-PAR1 (SC13503) and anti-Rablla (SC166523) mono-
clonal antibodies were purchased from Santa Cruz Biotechnology (CA,
USA). CY5 (715-175-151), and Alexa Fluor 647 (115-605-003) were
from Jackson ImmunoResearch (PA, USA). Anti-RCP (D9D8P) and anti-
GAPDH (D4C6R) monoclonal antibodies were purchased from Cell
Signaling Technology (Danvers, MA, USA). Protein G sepharose 4 Fast
flow was from Amersham Biosciences (GE Healthcare Life Sciences;
Chicago, IL, USA). DAKO Fluorescence Mounting Medium (S3023) was
from Agilent (Santa Clara, CA, USA). LAMP1-mGFP (34831) was from
Addgene (Watertown, MA, USA). All other reagents were from Sigma
Aldrich (St. Louis MO, USA). RCP-YFP and CFP-Rabl1la plasmids for
fluorescence resonance energy transfer (FRET) experiments were a
donation from Rytis Prekeris, Department of Cell and Developmental
Biology, School of Medicine, University of Colorado Anschutz Medical
Campus [13](Denver, CO, USA).

2.2. Cell culture

ARPE19 cell line derived from human RPE was used throughout
(ATCC® CRL-2302™). Cells were grown in DMEM/F12 supplemented
with 15 mM HEPES, 14.2 mM NaHCO3, 0.5 mM sodium pyruvate,
0.005% penicillin-streptomycin, 0.01% neomycin, and 10% fetal bo-
vine serum (FBS) pH 7.4. Cells were cultured as suggested by ATCC. For
all assays, cultures were serum-deprived for 24 h prior to the experi-
ment.

2.3. Cell stimulation

Cells were serum-deprived for 24 h and incubated in the presence of
2 U/mL thrombin or specific PAR agonists (50 pM) for the indicated
period of time. When tested, Calpain inhibitor III was added at 50 uM
30 min prior to thrombin stimulation, and cell viability was examined
in order to discard a toxic effect from this drug.

2.4. Western Blot anti-RCP

Cells were seeded into 6 well plates. Cells were stimulated with
thrombin in serum free DMEM/F12 at room temperature. Cultures were
then rinsed with PBS and lysed in 50 mM Tris-HCl pH = 7.4, 150 mM
NaCl, 10 mM EDTA, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 1% CHAPS, 0.5%
NP40, 0.1% BSA, and 10% P8340 protease inhibitor. Protein con-
centration was determined using bicinchoninic acid assay (Sigma
Aldrich) and 35 pg of the total protein was used for protein immunoblot
analysis. Laemmli buffer (0.75 mM Tris- HCl; pH 8.8, 5% SDS, 20%
glycerol, 0.01% bromophenol blue, 10% f mercaptoethanol) was added
to the lysates and samples were boiled for 5 min, resolved by SDS/PAGE
(7.5%), and transferred onto nitrocellulose membranes (Amersham
Biosciences). After blocking for 1 h at room temperature with 7.5%
non-fat milk in 0.1% Tween TBS, the membranes were probed with
primary antibodies against a-RCP (1:5,000 in blocking buffer) or anti-
Rabl1la (1:2,000 in blocking buffer) overnight at 4 °C. Secondary HRP-
conjugated antibody (1:10,000 in blocking buffer) was incubated for
1 h and membranes were developed using the Luminata TM Forte
Western HRP Substrate (Millipore, Billerica, MA, USA). Anti-GAPDH
(1:40,000 in blocking buffer) immunodetection was used as loading
control. Kodak® film images were digitized using an Alpha DigiDoc
system (Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA), and densitometry
analysis was performed using the open source Fiji software.

2.5. Immunoprecipitation

Following lysis in 20 mM Tris-HCI; pH 8, 137 mM Nacl, 1% NP-40,
2 mM EDTA, 700 ug of protein were precleared with 25ul of mouse
serum and 25ul of rabbit serum for 1 h at 4 °C. 50 L G sepharose beads
were added and further incubated for 30 min. Precleared lysates were
incubated overnight at 4 °C in the presence of 2 L of anti-Rablla or
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Fig. 1. Thrombin-induced calpain activation promotes RCP degradation. RCP
protein expression was determined by western blot and expressed as % of ne-
gative control (unstimulated cells). 10% FBS was included as positive control.
A) Thrombin (2 U/mL) promotes the time-dependent degradation of RCP. B)
Cells were stimulated with thrombin for 24 h in the presence of 10 pM Bapta-
AM, or 10 and 50 pM of the calpain inhibitor Calpain III. C) Cells were sti-
mulated for 24 h with PAR 1-4 agonist peptides (APs): 2.5 uM PAR1-AP
(SFLLRNPNDKYEPF); 25 uM PAR2-AP (FSLLRY); 25 uM of PAR3-AP (SFNGGP),
25 UM of PAR4-AP (AYPGKF). Results are expressed as the mean + SEM of
three independent experiments. Multiple comparison ANOVA and Tukey's test:
a = 0.001 (****); a = 0.01 (***); a = 0.05 (**); a = 0.1 (*) referred to
negative control. Or a = 0.01 (000); a = 0.05 (00) referred to thrombin sti-
mulation.

2 pL of anti-RCP and 50 pL G sepharose beads. Samples were rinsed
with PBS, centrifuged for 5 min at 16500 X g at 4 °C and resuspended in
30 yL Lysis Buffer. Laemmli buffer 2x was added, and samples were
boiled for 3 min, and centrifuged for 5 min at 16500 xg at 4 °C. The
pellet was discarded and half of the remaining supernatant was re-
solved by SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose membranes
(Amersham Biosciences). Membranes were blocked 1 h at room tem-
perature with 7.5% nonfat milk in 0.1% Tween TBS, the membranes
were probed with primary antibodies against a-RCP (1:5,000 in
blocking buffer) and anti-Rab11 (1:2,000 in blocking buffer) overnight
at 4 °C. Secondary HRP-conjugated antibody (1:10,000 in blocking
buffer) was incubated for 1 h.

2.6. FRET

RCP-YFP and CFP-Rablla plasmids were kindly donated by Rytis
Prekeri (University of Colorado, Anschutz Medical Campus). These
probes have been previously characterized by this group regarding
activity, specificity, efficiency and cellular localization [13]. Cells were
seeded in 12 mm coverslips and transfected with RCP-YFP or CFP-
Rablla or co-transfected with both plasmids. Transfection was per-
formed using Lipofectamine LTX and Plus Reagent in an antibiotic and
serum free Opti-MEM for 16 h. Cells were incubated in DMEM-F12 10%
FBS without antibiotics for 48 h, and the expression of fluorescent
protein was verified by comparing total fluorescence in each channel
using ZEN blue edition Carl Zeiss software (Jena, Germany). The
amount of plasmid transfected was adjusted in order to attain equiva-
lent expression. Cells were serum-deprived for 24 h prior to stimulation.
When Calpain inhibitor I (CIIT) was used, it was added 30 min prior to
thrombin stimulation for 5 min at 37 °C. Cells were fixed with 4%
paraformaldehyde at room temperature for 12 min. We used DAKO as a
fluorescence mounting medium. Images were obtained with confocal
microscope LSM800 with 63 x objective, numerical aperture 1.4. In
FRET experiments CFP was excited at 433 nm; acceptable fluorescence
range for emission was set at 475 nm, and we use the + 50% of over-
lapping curve to excite YFP, YFP emission was collected at 527 nm.
Additionally, in control experiments YFP was excited to 513 nm. We
calculated FRET intensity (FRETi) with FRET Analyzer Fiji plugin.
These events are shown in the blue images in the lower panel of Figs. 3,
5 and S2. The intensity of these events is shown in a rainbow intensity
scale, where dark blue corresponds to low intensity and white to high.
FRETI is an average from ten randomly picked cells [22,23]. We con-
sidered all the cells in the field for analysis. Only cells expressing si-
milar amounts of CFP and YFP protein were included in the FRET
analysis. In this analysis FRETi images are converted to 8 bit gray-scale.
Then, those events with an intensity over 10 pixels above background
were taken into account for normalization. FRETi was normalized
(NFRET) using ZEN blue edition Carl Zeiss software (Jena, Germany).
We used FRETi values previously calculated, and CFPi and YFPi fluor-
escence intensity constants corresponding to the average intensity cal-
culated for each channel. In order to take into account not only the
average intensity of the signal, but all the events above background,
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Fig. 2. Thrombin promotes Rablla/RCP complex disassembly. Rablla and

RCP protein interaction was determined by i precipitation. Non-sti
lated cells were negative control. 10% FBS was included as positive control.
Results are expressed as % association of Rablla with RCP. A)
Immunoprecipitation with anti-Rab11a. B) Inmunoprecipitation with anti-RCP.
Results are expressed as the mean =+ SEM of three independent experiments.
Multiple comparison ANOVA and Tukey's test: a = 0.001 (****); a = 0.01
(***); a = 0.05 (**); a = 0.1 (*) referred to negative control.

each event was corrected by the equation NFRET = FRETi/CFPi x YFPi.

2.7. Gene silencing

Cells were seeded onto 12mm cover glass. 50 pmol of siRNA-RCP or
50 pmol of siRNA-Rablla were transfected using Lipofectamine
RNAIMAX Reagent in an antibiotic and serum free Opti-MEM for 24 h
as suggested by the manufacturer. Cells were stimulated with thrombin
in DMEM/F12 serum free medium for 5 min at room temperature.
Subsequently, cells were rinsed with PBS and incubated for 15min at

Cellular Signalling 75 (2020) 109748

37 °C. Cells were fixed for 12min with 4% paraformaldehyde at room
temperature.

2.8. Epifluorescence microscopy

Rablla and RCP were silenced, stimulated and fixed as described
above. When Calpain inhibithor III (CIIT) was used, it was added 30 min
prior thrombin stimulation for 5 min at 37 °C. To evaluate PAR1 pre-
sence at the membrane, cells were not permeabilized. Cells were fixed
with 4% paraformaldehyde at room temperature for 12 min. Then, they
were blocked with 5% BSA for 1 h and incubated for 4h at 4 °C with
Santa Cruz anti-PAR1 antibody (1:500 in blocking buffer) (SC-13503)
[24,25]. A secondary CY5 antibody was incubated for 1h (1:1,000 in
blocking buffer). Nuclei were stained with 0.1 mg/mL Hoechst 33258
Pentahydrate (bis-Benzimide) in PBS. Images were acquired with ACT-1
software in a Nikon microscope (Eclipse TE 2000-U) with DXM1200F
camera and 40 x objective (0.6 NA). Corrected Total Cell Fluorescence
(CTCF) was calculated with ImageJ Software and normalized as per-
centage of control values.

2.9. Confocal microscopy

In order to confirm PAR1 lysosomal localization, cells were trans-
fected with LAMP1-mGFP plasmid (lysosome marker), incubated for
48 h. and subsequently transfected with siRNA-RCP or siRNA-Rabl1la
(50 pmol) for 24 h. When CIII was used, it was included 30 min prior to
thrombin stimulation for 5 min at 37 °C. From this point on, all pro-
cedures were carried at 4 °C. Cells were permeabilized with 0.4% X-100
triton for 1 h, blocked with 5% BSA for 1 h and incubated for 4h with
Santa Cruz anti-PAR1 antibody (1:500 in blocking buffer) (SC-13503).
Anti-mouse-Alexa 647 antibody was incubated for 1h (1:1,000 in
blocking buffer). Images were obtained using an LSM 800 microscope
with 63 x objective, numerical aperture 1.4, with ZEN blue edition Carl
Zeiss software (Jena, Germany). Colocalization analysis was performed
using ZEN blue edition Carl Zeiss software colocalization module (Jena,
Germany). All planes in Z were compilated by the module, and all the
colocalization events were calculated based on this image. A colocali-
zation event is defined as a pixel in which the intensity of both fluor-
escence channels is above the background threshold and is positive for
Pearson's correlation coefficient.

2.10. Cell migration

ARPE19 cells were grown to 90% confluence in six-well plates
(Costar; Corning, Inc., Washington, DC, USA) in DMEM-F12 containing
10% FBS. Cells were serum-deprived for 24 h. To assess cell migration,
the cell monolayers were scratched mechanically with a pipette tip
drawing a line. Scratched monolayers were transfected with siRNA-
Rablla and/or siRNA-RCP in serum-free DMEM-F12. Simultaneously,
cells were incubated at 37 °C in the presence of 2 U/mL thrombin. At
the end of the stimulation period, cells were fixed with 4% paraf-
ormaldehyde and visually examined by phase-contrast microscopy
(Nikon Eclipse TS100 inverted microscope). Images were captured at 0,
24 and 48 h.

2.11. Proliferation assay

Proliferation was determined using a bromide [3-(4,5-di-
methylthiazol-2-y1)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium (MTS) assay kit (Promega, Madison, Wi, USA). The cells
were incubated in 96-well culture plates (Corning, Corning, NY) at a
concentration of 1 x 10%cells/well. Cells were transfected with siRNA-
Rab1lla and/or siRNA-RCP in serum-free DMEM-F12. Simultaneously,
cells were incubated for 24 h at 37 °C in the presence of 2 U/mL
thrombin. 20 pL of 5 mg/mL MTS was added to each well for 1 h. The
absorbance was recorded at 490 nm with a microplate reader (ELx800,
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was determined using FRET. Non-stimulated cells were negative control. 10% FBS was included as positive control. Cells that expressed comparative levels of CFP
and YFP were chosen arbitrarily. For each condition 10 fields with one or two cells were analyzed and each experiment was repeated 3 times so 30 fields per
condition in total. A) Cells were stimulated with 2 U/mL thrombin. CFP, YFP and merge channels are shown. The generation of FRET intensity (FRETi) images is
described in the Materials and methods section and correspond to the blue images in the lower panel. The intensity of FRET events is shown in a rainbow intensity
scale, where dark blue corresponds to low intensity and white is the highest. B) Normalized FRET (NFRET) was calculated as described in materials and methods.

Results are expressed as the mean + SEM of three independent experiments. Multiple comparison ANOVA and Tukey's test: a = 0.001 (****); a = 0.01 (**¥)
referred to negative control. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Biotek, Winooski, VT, USA).

2.12. Statistical analysis

All results are expressed as the mean + SEM. Data for analysis
were obtained from three independent experiments. Multiple compar-
ison ANOVA and Tukey's post hoc test was applied to compare different
conditions. Statistical analysis was performed in GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, San Diego, CA).

3. Results

3.1. Thrombin promotes RCP degradation

RCP and Rabl1a are involved in the trafficking of membrane pro-
teins. RCP includes 3 functional PEST (Pro-Glu-Ser-Thr) motifs (182/
249/336) which are calpain substrates [16]. We have shown that
thrombin induces intracellular Ca®* increase and the activation of
calpain in ARPE19 cells [21]. Using western-blot anti-RCP, we here
show that thrombin promotes the time-dependent degradation of RCP
(Fig. 1 A). Results demonstrate that stimulation of ARPE19 cells by 2 U/
mL thrombin for 12 h. decreases RCP protein level by ~-80%. In order to
determine calpain contribution to RCP degradation we analyzed the
effect of calcium chelator Bapta-AM and calpain inhibitor III on this
process and showed that thrombin-induced RCP degradation is abol-
ished by both, the calcium chelator and the calpain inhibitor (Fig. 1 B),
suggesting that RCP degradation depends on calpain activation by
thrombin-induced calcium increase.

Among the four members of the Protease Activated Receptor family

(PAR1 to PAR4), PARI is the main responsible for Ca?* entry and the
subsequent activation of calpain [21]. In order to identify the specific
receptor mediating RCP degradation, we tested the effect of PAR-Ago-
nist Peptides. Similar to thrombin effect, PAR1 agonist peptide induced
the degradation of RCP by ~-25%. As expected, RCP degradation was
not modified by PAR2, PAR3 or PAR4 agonist peptides (Fig. 1 C). To-
gether, these results suggest that thrombin promotes RCP degradation
by a mechanism involving calpain activation most likely by PAR1-de-
pendent intracellular calcium increase.

3.2. Thrombin induces Rab11a/RCP complex disassembly

The activation of calpain is required for PAR1 internalization [21].
We next examined if cleavage of RCP by calpain is responsible for the
disassembly of the Rablla/RCP complex, necessary for the inter-
nalization of PAR1. To this end, we used immunoprecipitation with
anti-Rab11a and anti-RCP antibodies, and demonstrated that thrombin
promotes Rablla/RCP complex disruption in a time-dependent
manner. As shown in Fig. 2A and B, thrombin stimulation for up to
5 min decreases Rabl1a/RCP interaction to ~-25% of that observed in
non-stimulated cells. These results were confirmed by crossed im-
munoprecipitation vs Rab11a (Fig. 2 A) and vs RCP (Fig. 2 B). Fig. 2B
shows that dissociation of the Rabl11a/RCP complex is attained at 1 min
thrombin stimulation. We conclude from these data that thrombin-in-
duced dissociation of the Rab11a/RCP protein complex is fast and time-
dependent.

We further examined Rab11a/RCP complex dissociation by FRET in
cells co-transfected with CFP-Rablla and RCP-YFP tagged proteins.
Fig. 3 shows FRET assays analyzed as Normalized FRET. Results showed
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Fig. 4. Calpain regulates Rab11/RCP complex disassembly. We evaluated
Rablla and RCP protein interaction by immunoprecipitation. Results are ex-
pressed as percent association of Rabl1a and RCP. Cells were stimulated for
5 min with 2 U/mL of thrombin in the presence of 50 uM calpain III inhibitor.
A) Immunoprecipitation with anti-Rabl1a. B) Inmunoprecipitation with anti-
RCP. Results are expressed as the mean + SEM of three independent experi-
ments. Multiple comparison ANOVA and Tukey's test: a = 0.01 (***) referred
to negative control. Or with a = 0.01 (000) referred to thrombin stimulation.

that thrombin promotes CFP-Rab11a/RCP-YFP complex dissociation in
a time-dependent manner, further confirming results obtained by im-
munoprecipitation. Maximal dissociation (70%) of CFP-Rablla /RCP-
YFP complex was attained at 5 min thrombin stimulation. Together,
these results confirm that thrombin induces the dissociation of the
Rabl1a/RCP complex in a time dependent manner.

Cellular Signalling 75 (2020) 109748

3.3. Calpain regulates Rabl1a/RCP complex disassembly

Our recent work has demonstrated that thrombin induces calcium-
dependent calpain activation [21]. Since RCP contains three PEST
motifs, substrates of calpain [16], we investigated the participation of
calpain in the disassembly of Rab11a/RCP complex in cells stimulated
with thrombin, by immunoprecipitation of Rablla and RCP in the
presence of calpain inhibitor 1T (Fig. 4). Results show that thrombin-
induced dissociation of Rablla/RCP complex is prevented by the in-
hibition of calpain (Fig. 4), as well as by immunoprecipitation vs
Rablla (Fig. 4 A) and vs RCP (Fig. 4 B). These results were further
confirmed by FRET analysis in the presence of calpain inhibitor III
(Fig. 5). As expected, CFP-Rablla/RCP-YFP disassembly was com-
pletely prevented by the calpain inhibitor. In conclusion, these ex-
periments show that Rablla/RCP disassembly is regulated by
thrombin-induced calpain activation.

3.4. PARI internalization requires Rabl1a/RCP complex

In order to determine if the internalization of thrombin activated
PAR1 requires Rabl1a/RCP complex, we measured thrombin effect on
PAR1 expression at the plasma membrane of cells transfected with
siRNA-RCP or siRNA-Rablla. We demonstrate in Fig. S1 that total
protein expression of, RCP and Rablla was silenced by --75%
and ~- 90% respectively, compared to negative controls (Fig. S1). We
next examined the expression of PAR1 at the plasma membrane by
epifluorescence microscopy in non-permeabilized cells (Fig. 6) using an
anti-PAR1 tagged antibody with an epitope corresponding to amino
acids 42-55 at the N-terminal extracellular segment. Thrombin reduced
PAR1 membrane expression by 80% compared to non-stimulated cells
(Fig. 6 A column 1). Calpain inhibition by a specific calpain inhibitor
prevented thrombin-induced decrease in PAR1 at the membrane (Fig. 6
A column 2). This result was comparable to that observed upon the
depletion of RCP (Fig. 6A column 3) and Rabl1a (Fig. 6 A column 4).
Corrected Total Cell Fluorescence (CTCF) is shown in Fig. 6 B further
confirming observations in panel A. Together, these results suggest that
PARI1 expression at the cell surface is regulated by calpain and by the
Rablla/RCP complex.

3.5. Rab11a/RCP complex disassembly promotes PAR1 targeting to
lysosomes

In order to determine if Rablla/RCP complex disassembly is re-
quired for PARI lysosomal targeting for degradation, we examined the
co-localization of PAR1 with the lysosomal-associated membrane pro-
tein 1-GFP (LAMP-mGFP) in the presence of calpain inhibitor and
siRNA-RCP or siRNA-Rablla (Fig. 7). As expected, line-scan analysis
revealed that co-localization of PAR1 and LAMP1 is increased in re-
sponse to thrombin, compared to non-stimulated cells thus confirming
that thrombin induces PAR1 lysosomal targeting [11,26]. Such increase
was prevented by calpain inhibition, as well as by depletion of RCP and
Rablla mRNA (Fig. 7 B). We analyzed the total number of co-locali-
zation events on total confocal images and total cellular areas (Fig. 7 C).
Results from these analyses confirm that thrombin promotes PAR1
degradation which requires the activation of calpain in the presence of
Rabl1la/RCP complex.

3.6. Rab11a/RCP complex inhibition induces an increase in migration and
proliferation of thrombin-stimulated RPE cells

Our previous work has shown that thrombin stimulates the migra-
tion and proliferation of RPE cells, characteristic of PVR [6,8]. We here
demonstrated that Rabl1a/RCP complex inhibition prevents PAR1 in-
ternalization and could thus promote sustained PAR1 signaling. In
order to determine if the inhibition of Rabl1a/RCP complex dissocia-
tion induced by thrombin leads to increased cell migration or
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Fig. 5. FRET analysis shows that calpain regulates CFP-Rab11a/RCP-YFP complex disassembly. Cells were stimulated with thrombin for 5 min. The participation of
calpain in CFP-Rab11a/RCP-YFP complex dissociation was analyzed. Cells that expressed comparative levels of CFP and YFP were chosen arbitrarily. For each
condition 10 fields with one or two cells were analyzed and each experiment was repeated 3 times so 30 fields per condition in total. A) Cells were stimulated with
2 U/mL of thrombin in the presence of 50 uM calpain inhibitor IIl. CFP, YFP and merge channels are shown. The generation of FRET intensity (FRET) images is
described in the Materials and methods section and correspond to the blue images in the lower panel. The intensity of FRET events is shown in a rainbow intensity
scale, where dark blue corresponds to low intensity and white is the highest. B) Normalized FRET (NFRET) was calculated as described in materials and methods.
Results are expressed as the mean + SEM of three independent experiments. Multiple comparison ANOVA and Tukey's test: c« = 0.001 (****) referred to negative
control. Or with a = 0.001 (0000) referred to thrombin stimulation. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the

web version of this article.)

proliferation, RPE cells were stimulated with 2 U/mL thrombin for 48 h
in the presence of siRNA-Rabl1a and/or siRNA-RCP and 50 uM of CIIL
As expected, analysis of ARPE19 migration and proliferation in Fig. 8
shows that, migration and proliferation of ARPE19 were both increased
by treatment with 2 U/mL thrombin. Importantly, inhibition of
Rab11a/RCP complex with siRNA or a calpain inhibitor (CIII 50 uM) in
stimulated RPE cells migration and proliferation to a higher extent it-
self, in agreement with the hypothesis that Rabl1a/RCP complex in-
hibition promotes sustained PAR1 signaling.

4. Discussion

Thrombin effects are mediated by the activation of Protease-
Activated Receptors (PARs), a family of G-protein-coupled receptors
(GPCRs) activated by the proteolytic cleavage of the N-terminal se-
quence by thrombin. Given the catalytic nature of this process, the
activation of PARs is irreversible, and differs from that of ligand-in-
duced classical GPCR activation [9]. Consequently, the elucidation of
the mechanisms involved in the termination of thrombin-induced PAR1
signaling and recycling is essential for developing strategies aimed at
the prevention of proliferative diseases. We here report a novel me-
chanism involved in the regulation of thrombin-induced PAR1 inter-
nalization, through calpain-dependent Rablla/RCP complex dis-
assembly, required for PAR1 delivery to lysosomes for degradation.

Most GPCRs, including PAR1, are inactivated by phosphorylation
and B-arrestin binding [27,28]. However, unlike most GPCRs, which

are internalized and then recycled back to the membrane, thrombin
activated PAR1 is internalized, sorted directly to lysosomes and rapidly
degraded, independently of B-arrestins [29,30]. This internalization
process occurs through clathrin-coated pits and is dynamin-dependent
[31]. 1t also depends on clathrin adaptor protein complex 2 (AP-2)
through phosphorylation and ubiquitination-dependent mechanisms
[32]. It has been proposed that AP-2 functions as an autophagic
adaptor, that recognize and recruit's cargo from the endocytic pathway
to the LCIII-mediated degradation pathway. This is achieved through
the recruitment of a subset of the R4 family of “regulator of G protein
signaling” (RGS) proteins [33]. However, little is known regarding the
mechanisms that follow the activation of PAR1 and trigger receptor
internalization. On this line, we have demonstrated that thrombin in-
duces intracellular Ca®>* increase and the activation of calpain. Fur-
thermore, thrombin-induced PAR1 internalization depends on calpain
degradation of a-spectrin, a cytoskeletal protein whose degradation is
essential for the formation of the endocytic vesicles [21]. The aim of the
present work was to further define the signaling pathways involved in
PAR1 internalization.

The Rab11 family of small GTPases, comprised by Rabl1a, Rab11b,
and Rab25, interact with adaptor- and distinct motor proteins to guide
vesicles containing GPCRs along microtubule tracks or actin-filaments
to distinct subcellular compartments [34]. Recently, Rablla and
Rab11b have been identified as critical regulators of PAR1 trafficking
[11]. In this work, we identified RCP as a key player in PAR1 inter-
nalization process. RCP belongs to the class I Rab11-FIP subfamily. This
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Fig. 6. Rabl11a/RCP complex is involved in PAR1 internalization. We show in immunostaining assays that PAR1 is localized at the cell membrane in non-per-
meabilized cells. Non stimulated cells were negative control. Results are expressed as % PAR1 located at the plasma membrane. A) Cells were stained with anti-PAR1
and either left untreated (above) or stimulated for 5 min with 2 U/mL of thrombin (below). Column 1 represent control conditions; in column 2 cells were treated
with 50 pM calpain inhibitor III. In column 3, cells were treated with 50 pmol of siRNA-RCP or 50 pmol of siRNA-Rab11a (column 4). B) Cell clusters were chosen

arbitrarily. Corrected Total Cell Fluorescence (CTCF) was calculated. Results are expressed as the mean + SEM of three independent experiments in which 5 fields

per condition were analyzed for a total of 15 fields per condition. Multiple comparison ANOVA and Tukey's test: a = 0.001 (***

with a = 0.001 (0000) referred to thrombin stimulation.

protein has been shown to undergo calcium-dependent degradation
which can be prevented by specific calpain inhibitors [16]. RCP protein
dynamics at the plasma membrane are closely related to those of cal-
pain [16], since RCP includes 3 calpain-interacting PEST sequences and
binds Rablla through a Rab-Binding domain (RBD) [15].

As a first approach to determine the possible role of RCP in PAR1
internalization, we examined RCP degradation by thrombin. Marie,
etal. have shown that RCP is degraded in response to Ca* 2 increase and
calpain activation [16]. Our results demonstrate that thrombin induces
time-dependent degradation of RCP (Fig. 1A). However, we were un-
able to identify degradation prior to 8 h post-stimulation. Since Marie,
et al. induced calpain activation with milli molar concentration of
CaCl,, and PAR1 induces a much smaller Ca*? increase [21], it is
possible that it could take longer for thrombin to attain an equivalent
level of degradation. However, thrombin-induced RCP degradation is
also dependent on intracellular Ca®* increase and calpain activation,
since RCP degradation was prevented by the chelation of calcium or by
the inclusion of the specific calpain inhibitor III (Fig. 1B). Using specific
PAR agonist peptides, we identified PAR1 as the receptor responsible
for promoting RCP degradation. PAR1 agonist peptide decreased RCP
protein expression to a minor level as thrombin. Differences in stimu-
lation between thrombin and PAR1 agonist peptide can be due to al-
losteric modulation of PARs signaling [35]. Peptide agonists for PARs
24 did not alter RCP degradation induced by thrombin (Fig. 1C) in
agreement with our previous work showing that thrombin induces in-
tracellular calcium increase mainly through PAR1 activation [21].

At the plasma membrane, RCP associates with Rabl1a, through a
specific RBD domain [36]. Since we were not able to detect thrombin-
induced RCP degradation, we hypothesized that RCP might dissociate
from Rab11a upon receptor activation. A novel finding of this work is
the demonstration that Rabl1a and RCP interact forming a complex in
ARPE19 retinal cells. To define if thrombin-induced PAR1 internaliza-
tion is triggered by Rabl1la dissociation from RCP, we demonstrated
that within minutes thrombin induces the disassembly of the Rabl1a/
RCP complex. This was demonstrated by immunoprecipitation assays
and confirmed by FRET analysis using a Rabl1a/RCP over-expression
system (Figs. 2-3).

*) referred to negative control. Or

Immunoprecipitation and FRET analysis showed that disassembly of
Rab1la/RCP complex depends on calpain activation. Calpain inhibitor
II prevents thrombin-induced decrease in Rablla/RCP complex in-
teraction (Figs. 4 and 5). The inhibition of calpain is known to stimulate
Rablla and RCP membrane accumulation, thus supporting the re-
quirement of calpain for the internalization of Rabl1a and the arrest of
PARI1 signaling [16,37]. Calpain is involved in cellular processes in-
cluding membrane receptor internalization, endocytosis/exocytosis,
Ca?" - mediated processes, and intracellular membrane fusion, among
others. On this line, some proteins of coated vesicles including clathrin
light chain, tubulin, and adaptin are known calpain substrates [37].

Members of the Rabll subfamily localize to the endosomal-re-
cycling compartment and regulate trafficking through these compart-
ments. Rab11 is predominantly involved in constitutive internalization
of receptors such as TGF-b type I receptor [38], cannabinoid receptor 2
(CB2) [39], angiotensin II type 1 receptor (AT;R) [40], MAS1 receptor
(GPCR) [41] and GPRC6A receptor [42]. In the present work we ana-
lyzed Rabl1la participation in the degradation pathway, which is un-
related to constitutive internalization. Recently, Grimsey et al. have
proposed that Rabl1a and Rab11b serve distinct functions in the reg-
ulation of PARI intracellular trafficking; Rab11b being a key regulator
of constitutively internalized PAR1 recycling, whereas Rabl1a controls
basal lysosomal degradation of the receptor [11].

Hereby we demonstrate that silencing of Rab11a or RCP prevented
PAR1 internalization and targeting to lysosomes for degradation
(Figs. 6 and 7). On this line, previous work from Grimsey et al. under
basal conditions, showed that regardless of the cell type analyzed, de-
pletion of Rab11b caused a significant decrease in basal PAR1 surface
expression [11]. Even though it is technically possible that the Rabl1a
siRNA pool that we used mistargets Rab11b, we would expect a re-
duction on PAR1 surface expression. We show in Fig. 6 that thrombin-
induced reduction in surface expression is prevented by the silencing of
both RCP and Rabl1a. Particularly, in basal conditions, neither siRNA-
RCP nor siRNA-Rab11a, induce a significant reduction in PAR1 surface
expression, therefore, even though is possible that Rab11b plays a role,
it is unlikely.

RCP requirement for PAR1 lysosomal targeting and degradation
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Fig. 7. Rabl1a/RCP complex is involved in PAR1 lysosomal degradation. A) Cells were transfected with the lysosome marker LAMP-1-mGFP and stained with anti-
PART1 antibody (red). Co-localization was assessed in cells permeabilizated with 0.4% triton X-100. Non-stimulated cells were negative control. Cells were stimulated
with thrombin for 5 min. Cells that expressed both markers were chosen arbitrarily, 10 fields with one or two cells were analyzed and each experiment was repeated 3
times so 30 fields per condition in total. B) Line-scan analysis of the white dotted line region is plotted. C) We analyzed all colocalization events in all captured
images. Results are expressed as the mean + SEM of three independent experiments. Multiple comparison ANOVA and Tukey's test: « = 0.01 (***) referred to
negative control. Or with « = 0.01 (0oo) referred to thrombin stimulation. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred

to the web version of this article.)

represents an important link in the mechanism involving receptor
processing. In Fig. 7 we demonstrate that silencing of RCP, as well of
Rablla inhibits PAR1 targeting to lysosomes. Moreover, since RCP
dissociation is dependent on calpain activation, our present results
suggest that this protease is a primary regulator of the internalization
process.

We demonstrated that Rablla/RCP complex inhibition induces
sustained PAR1 signaling. As expected, migration and proliferation of
ARPE19 cells were increased by thrombin stimulation. Notably, the
inhibition of Rabl1a/RCP complex with siRNA or a calpain inhibitor
(CIII 50 pM) induced an increase in migration and proliferation, in-
dicating that Rablla/RCP complex inhibition promotes a sustained
PARI signaling. Like classic GPCRs, thrombin-activated PAR1 is rapidly
phosphorylated and internalized, but unlike classic GPCRs, which re-
cycle, internalized thrombin-activated PAR1 is sorted to lysosomes. Due
to constitutive activation of PAR1, different of other GPCRs, degrada-
tion is needed to stop PAR1 signaling. Trejo, J. et al. showed that not
degraded PAR1 has a signaling persisted even after thrombin was re-
moved. This persistent signaling is apparently due to “resignaling” by
previously activated receptors that had internalized and recycled back
to the cell surface [26]. This result confirms that Rabl1a/RCP complex
is required for thrombin-activated PAR1 internalization and subsequent
degradation.

In summary, we demonstrate for the first time, a novel mechanism
involved in the regulation of GPCR internalization. The regulation of
thrombin-activated PAR1 internalization is essential for the termination
of PARI1 signaling. PAR1 internalization through Rab11a/RCP complex
regulation is possibly a general phenomenon in most of PAR1 expres-
sing cells, as well as in other GPCR-containing cells. The regulation of
PARI1 internalization is particularly important in RPE due to its direct
exposure to thrombin and the inflammation cascade.

Collectively, our work has demonstrated that thrombin promotes an
increase in calcium concentration in RPE cells, and the consequent
activation of calpain and the dissociation of the Rabl1a/RCP complex
which in turn regulates PAR1 internalization. The malfunction of PAR1
internalization and/or degradation pathway may lead to the abnormal
increase in migration and proliferation of RPE cells, characteristic of
proliferative eye diseases such as PVR.

The present analysis showed that PAR1 activation triggers its in-
ternalization and identified Rabl1a/RCP complex disassembly as an
essential process for thrombin activated PAR1 internalization since si-
lencing of either Rabl1a or RCP inhibits PAR1 internalization and de-
livery to lysosomes for degradation. Importantly, Rabl1a/RCP complex
inhibition promotes an increase in migration and proliferation of RPE
cells, characteristic of proliferative eye diseases and the development of
blindness.
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