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Evaluacién de inhibidores farmacolégicos de GPR15 mediante ensayos in vitro
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Castafieda-Delgado JE?
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RESUMEN

Las quimiocinas estimulan la quimiotaxis al unirse a sus receptores. GPR15/BOB es
un receptor de quimiocinas implicado en enfermedades inflamatorias. Su ligando
endbégeno, GPR15L, es una quimiocina. Nuestro grupo identificé antagonistas de
GPR15 por docking molecular y evaluamos su efecto sobre el bloqueo de este
receptor. Evaluamos la via de sefalizacion de GPR15 analizando beta-arrestina-2 e
influjos de calcio, y la migracién celular. ZINC537931 y ZINC1542146 muestran una
tendencia a inhibir la migracion y ZINC1530788 a aumentarla como lo hace el ligando
endbégeno de GPR15. No hubo diferencia en la abundancia de beta-arrestina-2 tras la
estimulacion con GPR15L. ZINC537931 y ZINC1542146 estimulan la entrada de calcio
a altas concentraciones. ZINC537931 y ZINC1542146 podrian ser potenciales
inhibidores del blanco terapéutico GPR15.

Palabras clave: Inflamacion, quimiocinas, quimiotaxis, GPR15, GPR15L.
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Evaluation of pharmacological inhibitors of GPR15 by in vitro

assays

Rangel YA'"2, Macias-Pérez ME?, ZarazGa-Guzman S', Portales-Pérez DP' y
Castarieda-Delgado JE?

' Posgrado en Ciencias Farmacobioldgicas, Universidad Autonoma de San Luis Potosi
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ABSTRACT

Chemokines stimulate chemotaxis by binding to their receptors. GPR15/BOB is a
chemokine receptor involved in inflammatory diseases. Its endogenous ligand,
GPR15L, is a chemokine. Our group identified GPR15 antagonists by molecular
docking and evaluated their effect on the blockade of this receptor. We evaluated the
GPR15 signaling pathway by analyzing beta-arrestin-2 and calcium influxes, and cell
migration. ZINC537931 and ZINC1542146 show a tendency to inhibit migration and
ZINC1530788 to increase it, as does the endogenous ligand of GPR15. There was no
difference in the abundance of beta-arrestin-2 after stimulation with GPR15L.
ZINC537931 and ZINC1542146 stimulate calcium entry at high concentrations.
ZINC537931 and ZINC1542146 could be potential inhibitors of the GPR15 therapeutic
target.

Keywords: Inflammation, chemokines, chemotaxis, GPR15, GPR15L.
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La inflamacion es un proceso complejo que se desencadena por patrones especificos
que inducen el proceso inflamatorio, como los patrones moleculares asociados a
patdogenos (PAMPs) o asociados a dafio (DAMPs) reconocidos por los receptores de
reconocimiento de patron (PRR) en las células inmunes, asi como por enfermedades
autoinmunes, trastornos metabdlicos y estrés oxidativo. El reclutamiento de leucocitos
desde la sangre a los lugares de infeccidon es una parte importante del proceso
inflamatorio, pero una respuesta desregulada subyace al desarrollo de enfermedades

inflamatorias cronicas.

GPR15 es un receptor de quimiocinas no convencional que esta involucrado en
enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide y esclerosis multiple, ademas de
otras patologias como colitis ulcerativa, dermatitis y es un factor de riesgo para el
infarto agudo al miocardio. Se expresa principalmente en leucocitos como linfocitos T
CD4* y CD8", linfocitos T reguladores FOXP3*, en macrofagos CD68* y CD14* de
tejido sinovial, entre otros. Su ligando enddégeno se denomina GPR15L y es una
quimiocina del tipo CC que se expresa en diversos epitelios como colon, cérvix y piel.
GPR15 esta acoplado a la proteina Gai para la transduccion de sefiales. Cuando es
activado por GPR15L dirige la sefializacién de Ca?*, el reclutamiento de beta-arrestina

y la migracion in vitro de células transfectadas que expresan GPR15.

En este estudio se busco caracterizar la via de sefializacion de GPR15 en un modelo
fisiolégico y evaluar el efecto de ZINC537931, ZINC1542146 y ZINC1530788
previamente identificados mediante docking molecular, como posibles inhibidores de
GPR15 en la migracion celular, el reclutamiento de beta-arrestina-2 y la sefalizacion
de Ca?*. ZINC537931 y ZINC1542146 podrian ser los nuevos antagonistas del blanco
terapéutico GPR15 al inhibir la migracién, y esto lo hacen de manera dependiente de

calcio e independiente de beta-arrestina-2.



2.1 Respuesta inflamatoria

La inflamacién es una respuesta compleja e inespecifica de un tejido frente a una
sustancia extrafia o un dano. La respuesta inflamatoria comparte un mecanismo que
se puede resumir de la siguiente manera: 1) reconocimiento a través de los PRR de
los PAMPs o DAMPs; 2) activacion de las vias de sefializacion de la inflamacion; 3)
liberacion de mediadores inflamatorios; y 4) reclutamiento de células de la circulacién
(L. Chen et al., 2018).

La respuesta inflamatoria se desencadena por patdégenos, células dafadas,
compuestos téxicos o irradiacion. Tanto los agentes infecciosos como los no
infecciosos y el dafio tisular activan a las células residentes del tejido y desencadenan
vias de sefalizacion inflamatorias, mas comunmente las vias NF-kB, MAPK y JAK-
STAT que involucran la liberacion de mediadores proinflamatorios como las citocinas
0 quimiocinas, las cuales culminan en la acumulacién de leucocitos en las areas de
tejido afectadas (L. Chen et al., 2018; Medzhitov, 2010; Sugimoto, Vago, Perretti, &
Teixeira, 2019).

En las enfermedades autoinmunes, donde no hay una infeccidén o un dafio al tejido, se
dan por una pérdida de la autotolerancia inmunoldgica a los antigenos propios. Para
mantener la homeostasis inmune en equilibrio, el individuo debe ser tolerante a sus
propias sustancias potencialmente antigénicas; una vez que se interrumpe la
autotolerancia, surgird la autoinmunidad (Rodriguez-Castro et al., 2018). No se
comprende del todo por qué se rompe esta autotolerancia, pero se ha descrito que el
componente ambiental y elementos gendmicos polimorficos, entre otros factores,

desencadenan este desequilibrio (Eggenhuizen, Ng, & Ooi, 2020).

2.2 Quimiocinas como mediadores proinflamatorios

Durante los procesos inflamatorios agudos y cronicos, varios factores estan

involucrados en el reclutamiento de leucocitos. Dentro de estos mediadores



inflamatorios se encuentra un grupo de polipéptidos secretados conocidos como
quimiocinas (citocinas quimiotacticas). Las quimiocinas son proteinas solubles con un
tamano molecular, de 8 a 10 kDa, que forman parte de la familia de citocinas y
consisten en mas de 50 moléculas. Son mejor conocidos por su capacidad para
estimular la migracion de las células, sobre todo de leucocitos (Jin, Xu, & Hereld, 2008).
Las quimiocinas pueden ser inflamatorias u homeostaticas. Las primeras son
producidas cuando un tejido libera citocinas inflamatorias y funcionan reclutando
leucocitos. Las homeostaticas son expresadas constitutivamente y juegan un papel
crucial en la migracioén de linfocitos y en el desarrollo de érganos linfoides (Hughes &

Nibbs; Bonavita, Mollica Poeta, Massara, Mantovani, & Bonecchi, 2018).

2.3 Receptores acoplados a proteinas G (GPCR)

Para que las células respondan a una quimiocina, deben expresar el receptor de
quimiocina complementario. Los receptores de quimiocinas pertenecen a la familia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR): receptores de 7 dominios transmembrana
que se unen a ligandos extracelulares e inician por consiguiente la sefalizacion
intracelular (Jin et al., 2008).

Los GPCR regulan multiples funciones biolégicas acoplandose a una proteina G
heterotrimérica asociada en la superficie interna de la membrana plasmatica. El
heterotrimero esta compuesto por las subunidades Ga, GB y Gy. Tras la activacion por
la union de su ligando, la proteina G se une al nucleétido de guanina GDP en su estado
basal; se intercambia GDP por GTP, lo que conduce a la disociacion de la proteina G

en un dimero By y el monédmero a activo unido a GTP (Lappano & Maggiolini, 2012).

Las proteinas Ga se dividen en cuatro subfamilias principales: Gas, Gai, Gag y Ga12/13
(Pfleger, Gresham, & Koch, 2019). Los GPCR de quimiocinas emiten sefiales a través
de proteinas Gaiy las subunidades Gy (Jin et al., 2008). Cuando una quimiocina se
une a su receptor se crea una cascada de sefal de calcio, que resulta en la activacion
de GTPasas. Esto provoca una senal intracelular con efectos tales como activacion de

integrinas (moléculas implicadas en la adhesion celular) y polimerizacion de actina,



resultando la formacion de pseuddépodos (proyeccion celular), polarizacion de la
morfologia celular y finalmente movimiento de la célula (Mackay, 2001). Los receptores
de quimiocinas se encuentran en una variedad de leucocitos como neutrofilos,
linfocitos y células dendriticas. Sin embargo, muchos tipos de células no leucociticas,
incluidas las neuronas, los astrocitos, las células epiteliales, las células
mesenquimales y las células endoteliales, pueden expresar receptores de quimiocinas
(Hughes & Nibbs, 2018).

2.4 Regulacion de la senalizacion de los GPCR

Los GPCR interactuan con al menos tres familias de proteinas de manera agonista-
dependiente. Estas tres familias incluyen (1) las proteinas G heterotriméricas, (2) las
cinasas de GPCR o GRK y (3) las arrestinas (Jean-Charles, Kaur, & Shenoy, 2017).

La unidén del agonista conduce a un cambio en la conformacion del receptor y facilita
la activacion de la proteina G y la activacion posterior de las cascadas de senalizacion.
Dependiendo de la subfamilia Ga (Gas, Gai, Gaq y Gai2/13), se estimulan diferentes
efectores corriente abajo. En términos generales, las familias Gs y Gi afectan la
concentracion de cAMP intracelular, aumentandolo y disminuyéndolo,
respectivamente, al regular la actividad de la adenilato ciclasa (AC), mientras que Gq
actua a través de la fosfolipasa C (PLC) y G12/13 activa la sefializacion de GTPasas

(Neves, Ram, & lyengar, 2002).

Para evitar la sobre activacion dafiina y mantener la homeostasis, las cinasas de
GPCR (GRK) fosforilan el receptor, lo que conduce al reclutamiento de las arrestinas
que obstaculizan estéricamente la union de la proteina G vy, posteriormente, terminar
la sefalizacién de la proteina Gy, por lo tanto, desensibilizar el receptor (Deng, Moo,
Inoue, & Brauner-Osborne, 2023). Sin embargo, algunos GPCR se internalizan de
forma independiente a la arrestina, como el receptor del péptido 1 similar al glucagén,

el receptor de dopamina D3 y el receptor de angiotensina Il tipo 1 (Deng et al., 2023).



2.5 El nuevo receptor de quimiocinas GPR15/BOB

GPR15 es un miembro de la familia de GPCR de la clase A. Los GPCR de clase A son
el objetivo farmacolégico de GPCR mas investigado (Basith et al., 2018). GPR15 es
un objetivo terapéutico potencial para enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias
como la artritis reumatoide, esclerosis multiple, la enteropatia por VIH, la colitis y la
dermatitis (Adamczyk et al., 2021; Ammitzboll et al., 2019; Cartwright, Schmutz, Askari,
Kuiper, & Middleton, 2014; Fernandez-Ruiz et al., 2022; Hayn et al., 2021; Kim et al.,
2013; Nguyen et al., 2015). El receptor GPR15 se acopla preferentemente a proteinas
de la clase Gio, activando a todos los subtipos dentro de la familia (Gi1, Gi2, Giz, Goa,
Gos y Gz). Ademas, GPR15 emite sefales a través de Gio para inhibir la acumulacién
de AMPc, que puede bloquearse mediante la aplicacion de la toxina pertussis
inhibidora de Gio (Deng et al., 2022).

Se ha descrito que GPR15 comparte identidad de secuencia con los receptores de
angiotensina Il AT1 y AT2, receptor de interleucina 8b y los receptores huérfanos GPR1
y AGTL1 (Heiber et al., 1996). Ademas, comparte un 25-30% de identidad de
secuencia de aminoacidos con el receptor de quimiocinas CCRS5, y, ademas, con
CXCR4 y CXCR2 (Deng, Unutmaz, KewalRamani, & Littman, 1997; Cartwright,
Schmutz, Askari, Kuiper, & Middleton, 2014).

El receptor de quimiocinas CCRS5, por ejemplo, regula el trafico y las funciones
efectoras de los linfocitos T efectores/memoria, macréfagos y células dendriticas
inmaduras. También sirve como el principal correceptor para la entrada de cepas R5
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1, VIH-2). La unién de quimiocinas a
CCRS5 conduce a la activacion de las proteinas Gai. Al igual que otros GPCR, CCR5
esta regulado por procesos dependientes de agonistas que implican la fosforilacion
dependiente de la cinasa GRK, la desensibilizaciéon mediada por beta-arrestina y la

internalizacién (Oppermann, 2004).



2.6 Elligando endégeno de GPR15: GPR15L/ C100rf99

GPR15L es un polipéptido de 9 kDa similar a la familia de quimiocinas CC, codificado
por el gen humano C100rf99 (2610528A11Rik en raton). Previamente se describié que
GPR15L tiene una actividad quimioatrayente como ligando de GPR15 (Suply et al.,
2017; Ocon et al., 2017). Recientemente se identific6 a GPR15L como un agente
inductor del prurito que activa a los receptores acoplados a proteinas G relacionados
a Mas (MRGPR) causando la degranulacién de mastocitos, ademas, la expresion de
GPR15L esta fuertemente regulada al alza en la dermatitis atopica (Tseng & Hoon,
2022).

C100rf99 (GPR15L) se expresa de manera ubicua en tejidos epiteliales como tracto
gastrointestinal, cuello uterino y piel (Suply et al., 2017; Hayn et al., 2021; Dainichi et
al., 2022). La expresién en el colon es constitutiva y moderadamente afectada por la
inflamacion o la presencia de microbiota (Ocon et al.,, 2017). En la piel GPR15L
contribuye al desarrollo de la psoriasis al promover la proliferacién de queratinocitos
(C. Chen et al., 2018), de manera independiente de GPR15 (Sezin et al., 2019).

Muchos receptores de quimiocinas son promiscuos, aun no se sabe si esta propiedad
también se observa para GPR15-GPR15L. EI GPR15L comprende un dominio C-
terminal conservado involucrado en la activacidon y sefalizacion del receptor, mientras
que en otras quimiocinas es el extremo N-terminal el que es critico para la activacion
del receptor (Suply et al., 2017; Ocon et al., 2017).

2.7 Via de senalizacion de GPR15-GPR15L

GPR15L ejerce actividades similares a las de las quimiocinas, incluida la inhibicion de
la produccion de cAMP dependiente de Gai;, la sefializacion de Ca?*, el reclutamiento
de beta-arrestina y la migracion in vitro de células transfectadas que expresan GPR15
(Okamoto & Shikano, 2021; Suply et al., 2017; Ocon et al., 2017; Foster et al., 2019).

Sin embargo, sabe poco acerca de las interacciones entre GPR15 y GPR15L;

Okamoto Y y Shikano S describen que la sulfatacion de la tirosina en el dominio N-



terminal de GPR15 promueve la unién con el ligando, mientras que la O-glicosilacion
la disminuye (Okamoto & Shikano, 2021), por lo cual es sumamente relevante
caracterizar la via de sefializacion de GPR15 en un modelo fisiologico y describir la
regulacion de esta interaccion para modular su efecto en las enfermedades

inflamatorias donde esta involucrado este receptor.

2.8 Trabajo previo in silico

Al no existir reportada una estructura tridimensional cristalizada del receptor GPR15
sobre la cual se pudiera medir la afinidad de los farmacos a reposicionar, se realizé un
modelado 3D por homologia a partir de la secuencia FASTA del receptor de
quimiocinas CCR5. En bases de datos publicas (GPCRdb, DrugBank) de farmacos ya
conocidos para receptores de GPR15 se seleccionaron farmacos que inhiben a los
receptores GPCR que tienen mayor homologia con GPR15. Se realiz6 acoplamiento
molecular de los farmacos sobre la estructura modelada y optimizada de GPR15
inactiva. Se seleccionaron los mejores candidatos para estudios in vitro considerando
que es mejor opcion utilizar los que tuvieron mejores afinidades (menor AG) en la

proteina modelada por nuestro equipo de trabajo (datos no publicados).

La respuesta inflamatoria se desencadena por factores como infecciones, dafio tisular
o enfermedades autoinmunes. Los mecanismos de inflamacién culminan en el
reclutamiento de leucocitos a los sitios de inflamacion. La migracion celular es un
mecanismo fundamental para la defensa inmunitaria y la reparacion de células y
tejidos. Las quimiocinas son mediadores proinflamatorios que dirigen la migracion
leucocitaria mediante la activacion de sus receptores, los GPCRs. Dentro de estos se
encuentra el receptor quimiotactico GPR15, que es un objetivo terapéutico potencial
para enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias como la artritis reumatoide,
esclerosis multiple, la enteropatia por VIH, la colitis, la dermatitis y esta relacionado
con infarto al miocardio. Nuestro grupo ha trabajado en identificar farmacos por

reposicionamiento mediante docking molecular para optimizar procesos y costos, por



lo que en el presente trabajo se realizaron ensayos in vitro de aquellos farmacos que
sean mejores candidatos para nuevo uso terapéutico. La evaluacion de estos farmacos
podria tener una aplicacion a futuro para tratar enfermedades inflamatorias asociadas

a la expresion de GPR15 y las vias de sefializacidn que este receptor activa.

Los posibles antagonistas de GPR15: ZINC537931, ZINC1542146 and ZINC1530788
compiten con el agonista GPR15L y afectan la movilizacién de beta-arrestina, la

sefializacion por Ca?* y la migracion celular mediada por GPR15.

Evaluar in vitro posibles inhibidores de GPR15: ZINC537931, ZINC1542146 and

ZINC1530788 identificados mediante ensayos in silico.

¢ Identificar un modelo celular de expresion de GPR15.

e Evaluar la citotoxicidad de los posibles inhibidores de GPR15: ZINC537931,
ZINC1542146 and ZINC1530788, por citometria de flujo.

e Evaluar el efecto en la migracion mediada por GPR15 en respuesta a su ligando
GPR15L, mediante ensayos de migracién de Transwell y su efecto en presencia
de los posibles inhibidores: ZINC537931, ZINC1542146 and ZINC1530788.

e Evaluar la activacion de GPR15 en el modelo de expresién mediante la
inmunodeteccion de beta-arrestinas 1/2 por western blot y citometria de flujo.

e Medir la actividad de GPR15 estimulado con su ligando GPR15L, mediante
ensayos de flujos de Ca?* y su efecto en presencia de los posibles inhibidores
de GPR15: ZINC537931, ZINC1542146 and ZINC1530788.



7.1 Comité de bioética y recoleccion de material biolégico

Este proyecto conté con un dictamen de aprobacion a consideracion del Comité
Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS para el protocolo titulado: “Papel de
GPR15/GPR15L en la fisiopatologia de la artritis reumatoide”, con numero de registro
R-2018-785-032. Para la recoleccion de las muestras humanas, se extrajeron
muestras frescas de sangre periférica de sujetos sanos por venopuncion en tubos
morados con EDTA (4-5 mL) y estas muestras fueron procesadas con Lymphoprep ™
para la separacion por densidad de las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) y células polimorfonucleares (PMN). El conteo celular se realizé en una
camara de Neubauer y se determiné el porcentaje de viabilidad considerando >90%

como 6ptimo para la realizacion de los ensayos.

7.2 Western blot

Para la obtencion del extracto proteico, una vez aisladas las células, se agregé buffer
RIPA adicionado con inhibidores de proteasas 1x (Calbiochem® Protease Inhibitor
Cocktail). La muestra obtenida fue centrifugada a 13,000 rpm por 15 minutos a 4°C y
se recupero el sobrenadante. Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el método
de Bradford (Bradford, 1976); mediante la curva estandar de albumina de suero bovino
(BSA) se obtuvo la concentracion de proteina total por medio de la ecuacion de la

recta.

Se realizé western blot por fluorescencia para identificar a GPR15 y a beta-arrestinas
1y 2 en extracto proteico de células PMN. Se hizo la electroforesis SDS-PAGE 10%
en condiciones desnaturalizantes a 150 volts por 1 h 30 min. La transferencia humeda
se hizo en una membrana de nitrocelulosa de 0.2 ym de poro (BIO-RAD, USA) a 300
mA por 2 h. El bloqueo se realizé con leche baja en grasa al 5%. Se utilizé el anticuerpo
monoclonal de ratéon anti-GPR15 1:500 (R&D Systems, USA) y el anticuerpo
fluorescente IgG de cabra anti-raton IRDye 800 CW 1:30,000 (LI-COR, USA). Para las



beta-arrestinas 1y 2 se utilizé el anticuerpo monoclonal de raton anti-beta-arrestina 1,
1:500 (MyBioSource, USA) y el anticuerpo policlonal de conejo anti-beta-arrestina 2,
1:500 (Novus Biologicals, USA). Los anticuerpos secundarios fluorescentes fueron IgG
de cabra anti-ratén IRDye® 800 CW 1:15,000 y el IgG de cabra anti-conejo 680LT
IRDye® 800 CW 1:15,000 (LI-COR, USA). Las membranas se revelaron en un sistema
de imagen infrarrojo Oddysey CLx (LI-COR Biosciences, USA) en el canal de

excitacion de 700 y 800 nm. Para cada ensayo se realizaron 3 replicados.

7.3 Citometria de flujo

Se realizé inmunomarcaje para detectar a GPR15 por citometria de flujo en la linea
celular de cancer de colon SW620, en PBMC y en PMN. Se sembraron 5x10° células
en tubos de 12x75 mm y se marcaron con el anticuerpo monoclonal de ratén anti-
GPR15-PE (BioLegend, USA). Se incubaron por 60 minutos a temperatura ambiente
y se adquirieron 10,000 eventos en el canal de PE (575 nm) en un citdometro de flujo
FACS Canto Il (Beckton Dickinson, USA). Los datos obtenidos fueron procesados en
FlowJo V10.

7.4 Ensayos de citotoxicidad

Se aislaron PBMC de sujetos sanos con el método de separacion con Lymphoprep ™
y se sembraron 5x10° células en medio RPMI 1640 (Gibco) en placas de 48 pozos y
luego se cultivaron con concentraciones logaritmicas base 10 (1 nM-100 uM) de
ZINC537931, ZINC1542146 y ZINC1530788. Se incubaron por 24 h a 37 °C con 5%
de CO2. En seguida se paso el contenido de cada pozo en tubos de 12x75 mm para
después agregar yoduro de propidio (Pl) a una concentracion final de 7.5 pyg/mL y se
dejaron incubar por 10 minutos. Se adquirieron 10,000 eventos en el canal de PE (575
nm) en un citometro de fluo FACS Canto Il (Beckton Dickinson, USA). Los
experimentos se hicieron de manera independiente en tres ocasiones. Los datos

obtenidos fueron procesados en FlowJo V10.
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7.5 Tincion intracelular

Para observar el efecto de GPR15L en la activacion de las beta-arrestinas en PBMC
se llevd a cabo una tincion intracelular utilizando un buffer de permeabilizacion de
saponina. Se sembraron 5x10° células en medio RPMI sin suplementar y se agrego el
estimulo GPR15L 450 nM y el vehiculo DMSO, se incubaron por 24 h a 37 °C con 5%
de COa2. Transcurrido este tiempo las células se pasaron a tubos de 12x75 mm y se
fijaron con 100 yL de PFA al 4% por 10 minutos a temperatura ambiente y luego se
lavaron con PBS a 1200 rpm por 10 minutos. Las células se permeabilizaron con buffer
de saponinas al 0.1% por 15 minutos a 4 °C y después se incubaron con 1 ug del
anticuerpo de conejo anti-beta-arrestina-2 por 30 minutos a 4 °C y se lavaron con buffer
de saponinas para eliminar el exceso de anticuerpo primario. En seguida se agrego el
anticuerpo secundario de cabra anti-conejo Dylight (680) a una dilucién de 1:500 y se
incubo por 30 minutos a 4 °C en oscuridad. Se adquirieron 10,000 eventos en el canal
de APC-A (660 nm) en un citdmetro de flujo FACS Canto Il (Beckton Dickinson, USA).
Se realizaron tres ensayos independientes por triplicado. Los datos obtenidos fueron

procesados en FlowJo V10.

7.6 Ensayos de migracion en camara de Transwell

Se aislaron PBMC de sujetos sanos y se sembraron 5x10° células en medio RPMI sin
suplementar (Gibco) sobre el inserto Transwell que tiene una membrana de
policarbonato de 5 pym de tamafio de poro (Costar® Transwell® , 6.5mm, TC treated,
5.0 mm pore size, in a 24-well cluster plate with lid, USA, #3421). Estas células se
incubaron 24 h a 37 °C con 5% de CO:2 para acondicionarlas a las condiciones de
cultivo celular. Para los experimentos de migracion se agregaron en los pozos
inferiores los estimulos quimiotacticos; como control positivo se usé la quimiocina
humana CXCL16 a 20 nM (PeproTech), se agregé el péptido GPR15L a 450 nM
(Biomatik) y como control negativo se usé DMSO (vehiculo de GPR15L). Ademas, se
probaron 2 condiciones inhibitorias; en la primera condicién se bloqued al receptor
GPR15 con 1.25 uL de anticuerpo monoclonal de raton anti-GPR15-PE (BioLegend,

USA) sobre el inserto Transwell, y en la segunda condicién se bloqueé al ligando
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GPR15L con 0.1 ug el anticuerpo policlonal de conejo anti-GPR15L (Sigma, USA) en
el pozo inferior, durante 30 minutos. Luego a ambas condiciones se les agregd
GPR15L 450 nM en el pozo inferior. ZINC537931, ZINC1542146 y ZINC1530788 se
incubaron sobre el inserto Transwell durante 1 h y luego se les agreg6 GPR15L 450
nM en el pozo inferior. Una vez afiadidos todos los estimulos, las PBMC se incubaron
24 h a 37 °C con 5% de CO2. Se tomaron microfotografias del pozo inferior con el
microscopio invertido Leica DMI (Leica Microsystems) utilizando el programa Leica
EC4 Basic MicroscopeCamera. Se tomaron cinco fotografias para cada muestra en
forma de zig-zag al azar comenzando por la esquina superior izquierda y terminando
en la esquina inferior derecha y se realiz6 el conteo celular en el software ImageJ. El

experimento se repitié de forma independiente en tres ocasiones.

7.7 Ensayos de flujos de calcio

Se aislaron PBMC de sujetos sanos con el método de separacion con Lymphoprep ™
y se sembraron 5x10° células en tubos de 12x75 mm. Como medio celular y fuente de
calcio se utilizo DPBS (PBS con Ca?*/Mg?* y piruvato de sodio 1 mM). Las células se
incubaron 1 h con concentraciones logaritmicas (1 nM-10 uM) de ZINC537931,
ZINC1542146 y ZINC1530788 y luego se anadié a cada tubo GPR15L 450 nM
(Biomatik) y se incubo por 30 minutos. En la condicion de bloqueo de GPR15L se utilizd
el anticuerpo policlonal conejo anti-humano C100RF99 (Sigma, USA) y se incubd por
30 minutos. Como control negativo se utilizdé EDTA 5 mM y como control positivo
A23187 2 uM (Sigma-Aldrich). Las células se incubaron con 1 yM de Fluo-4, AM por
30 minutos a 37 °C. Se adquirioé la condicion basal por 30 segundos y la condicion
estimulada por 60 segundos en el canal de Alexa-Fluor (488 nm) en un citdmetro de
flujo FACS Canto Il (Beckton Dickinson, USA). Los ensayos se realizaron de manera
independiente por 3 ocasiones. Los datos obtenidos fueron procesados en FlowJo
V10.
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7.8 Analisis estadistico

Para determinar la normalidad y homocedasticidad de los datos se ultilizé la prueba de
D’agostino & Pearson. Para evaluar las diferencias entre los grupos, se realizé ANOVA
de una via, seguido de un post test de Tukey y para los datos no paramétricos se
realizd un analisis de Kruskal-Wallis seguido del post test de Dunn. Se consideraron
diferencias estadisticamente significativas una p <0.05. El analisis estadistico se

realizd en GraphPad Prism 8.0.2.

8.1 GPR15 se expresa en PBMCs y en mayor abundancia en PMNs de sujetos
sanos.

Con la finalidad de encontrar un modelo de expresion en donde pudiésemos analizar

de manera fisiolégica la respuesta a estimulos de la via GPR15/GPR15L, estudiamos

la expresion en células que previamente han reportado la expresion de GPR15 como

es el caso de Fernandez-Ruiz et. al., que demuestra la expresion de GPR15 en

leucocitos de sangre periférica de pacientes con AR, especificamente en linfocitos T

CD4*y T CD8*, y en menor frecuencia en sujetos sanos.

Nosotros nos enfocamos en la abundancia del receptor en sujetos sanos y lo
evaluamos por citometria de flujo tanto en PBMCs como en PMNs aislados de sangre
periférica. La frecuencia de expresion de GPR15 en sujetos sanos varia entre el 3%-
6% de PBMCs GPR15" (Figura 1A) y, en neutréfilos se encontré una abundancia de
mas del doble respecto a los linfocitos, con una frecuencia del 13.6% como se muestra
en la Figura 1B. También analizamos a GPR15 por western blot en extracto proteico

de PMN para evaluar la cantidad de proteina en nuestro modelo celular (Figura 2).

Figura 1. Deteccion de GPR15-PE en PBMC y PMN por citometria de flujo. Estrategia de gating
para la seleccion de la poblaciéon GPR15* de A) linfocitos y B) polimorfonucleares de varios sujetos
sanos. Se adquirieron 10,000 eventos para cada muestra en el canal de PE (575 nm) en un citdmetro

de flujo FACS Canto Il. Los datos obtenidos fueron procesados en FlowJo V10.
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Figura 2. Inmunodeteccion de GPR15 en células PMN por western blot. A) Después de la
electroforesis SDS-PAGE al 10 % en condiciones desnaturalizantes, el gel de poliacrilamida se tif6
con Coomassie Brilliant Blue R-250 para ver la integridad del extracto proteico. B) Inmunodeteccién de
GPR15 por fluorescencia. Se utilizé el anticuerpo monoclonal de ratén anti-GPR15 1:500 (R&D
Systems, USA) y el anticuerpo fluorescente IgG de cabra anti-raton IRDye 800 CW 1:30,000 (LI-COR,
USA). Las membranas se revelaron en un sistema de imagen infrarrojo Oddysey CLx (LI-COR

Biosciences, USA) en el canal de excitacion de 800 nm.

8.2 ZINC537931, ZINC1542146 y ZINC1530788 no muestran efecto citotéxico
en PBMCs de sujetos sanos.

Una vez definido el modelo celular de estudio y dado que nuestro grupo habia
identificado mediante ensayos in silico un conjunto de potenciales inhibidores de
GPR15, procedimos a evaluar en nuestros modelos celulares que no observasemos
efectos tdxicos de estos compuestos a las concentraciones que habriamos de utilizar
en los ensayos de inhibicién. Para esto, se evalud la citotoxicidad de ZINC537931,
ZINC1542146 y ZINC1530788 en PBMC de sujetos sanos y se tomaron en cuenta las
concentraciones comunmente usadas en ensayos in vitro. Se probd un rango de
concentraciones logaritmicas base 10 de 1 nM a 100 uM y se midieron por citometria
de flujo (Figura 3A-C). Como control de muerte celular se utilizé BB-CI-Amidina 100
MM, ya que en nuestro grupo de investigacion este compuesto se utiliza como inhibidor
de las peptidil arginina deiminasas (PAD) y se observo que tiene efecto citotdxico en
esa concentracion. ZINC537931 mostro efecto citotoxico significativo (p<0.05) en la
concentracion mas alta de 100 uM respecto al vehiculo, donde maté al 97% de las
PBMC (Figura 3D). En el caso de ZINC1542146 el control de muerte celular tuvo
diferencias significativas respecto al vehiculo (p<0.05), y no hubo diferencias en las

demas concentraciones evaluadas (Figura 3E) al igual que ZINC1530788 (Figura 3F).

Figura 3. Efecto de ZINC537931, ZINC1542146 y ZINC1530788 en la viabilidad de las PBMC. Se
sembraron 500,000 células en placas de 48 pocillos y se incubaron durante 24 h con cada farmaco.
Se incubaron con yoduro de propidio (PI) a una concentracion final de 7.5 ug/mL y se incubaron
durante 10 minutos. Se utilizé BB-Cl-amidina como control positivo. Se adquirieron 10,000 eventos
para cada muestra en el canal PE (575 nm) en un citdmetro de flujo FACS Canto Il (Beckton

Dickinson, EE. UU.). Los datos obtenidos fueron procesados en FlowJo V10. A) Histograma que
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muestra las poblaciones negativas y positivas a Pl expuestas a varias concentraciones de
ZINC537931, B) ZINC1542146, y C) ZINC1530788. D-F) Porcentaje de células viables tras el
tratamiento con cada farmaco. En la grafica se muestra la mediana y el rango intercuartilico y
corresponden a tres ensayos independientes. El andlisis estadistico se realizé con un ANOVA de

Kruskall-Wallis y un post-test de Dunn (p<0.05).

8.3 ZINC537931 y ZINC1542146 inhiben la migraciéon mediada por GPR15

La interaccion de GPR15L con su receptor GPR15 promueve la quimiotaxis de PBMCs
(Fernandez-Ruiz et al., 2022). Para evaluar el efecto de los farmacos en la migracion
se realizaron ensayos de migracion en camara de Transwell, se utilizé6 como estimulo
principal el péptido sintético de 57 aminoacidos GPR15L 450 nM (Biomatik),
comparandolo con su vehiculo (DMSO) y CXCL16 como control positivo. Ademas, para
determinar si la quimiotaxis depende de la interaccion GPR15/GPR15L, en una
condicion se bloqued a GPR15 usando un anticuerpo especifico contra GPR15 y en
otra condicién se bloque6é a GPR15L usando un anticuerpo especifico contra GPR15L.
Para los estimulos con ZINC537931, ZINC1542146 y ZINC1530788 se utilizdé una
concentracion cercana a GPR15L que fue de 1 yM y en la misma condicion se agrego
GPR15L 450 nM para observar si habia una competencia entre el ligando y los

farmacos.

En la Figura 4A se muestran microfotografias representativas de PBMCs de sujetos
sanos que migraron a través de la camara de Transwell, en la que se muestra una
reduccion de la migracién en presencia de ZINC537931 y ZINC1542146; este efecto
no lo observamos con ZINC1530788. En la Figura 4B se muestra la cuantificacion de
este fendmeno al contar el numero de células migrantes; la migracion de PBMCs
aumenta al agregar la quimiocina CXCL16 y al agregar GPR15L. Al bloquear con
anticuerpos especificos, contra el receptor o el ligando (GPR15 o GPR15L) se observa
una reduccién en la migracion que es consistente con ensayos previamente reportados
por nuestro grupo de trabajo (Fernandez-Ruiz et al., 2022). Se observa un fenémeno
similar en una reduccion de la capacidad de migracion con ZINC537931 vy
ZINC1542146. En el caso de ZINC1530788 muestra una tendencia al aumento de la
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migracion al igual que GRP15L. ZINC537931, ZINC1542146 podrian ser inhibidores
de la migracion causada por GPR15 y sugerimos que ZINC1530788 pudiese estar

actuando como un agonista del receptor.

Figura 4. Ensayo de migraciéon en camara Transwell en PBMC. A) Fotografias representativas de
PBMC migrantes de sujetos sanos a las 24 h de recibir los estimulos correspondientes. B) Grafico que
representa el numero de PBMC migrantes para cada condicion después de la estimulacién. Las
fotografias se tomaron con el microscopio invertido Leica DMI usando el objetivo de alta potencia 20x
y el software Leica LAS EZ, el panel se construyé usando el software Imaged v1.0. En la grafica se
muestra la mediana y el rango intercuartilico y corresponden a tres ensayos independientes. El

analisis estadistico se realizé con un ANOVA de Kruskall-Wallis y un post-test de Dunn (p<0.05).

8.4 La senalizacion de GPR15 por activaciéon de GPR15L es independiente de
B-arrestina 2.

Cuando los GPCR son activados por su ligando especifico se fosforilan por la parte
intracelular del receptor por las cinasas de proteinas G (GRK) que reclutan a las
proteinas beta-arrestinas para regular la senalizacién de los GPCR (Wong, Abrams, &
Micevych, 2015). Por ello se analizaron a las beta-arrestinas 1 y 2 en neutréfilos por
western blot ya que se habia identificado a GPR15 en estas células. Sin embargo, es
apenas visible la sefal de estas proteinas en PMN y en PBMCs no es posible detectar
esta proteina mediante western blot 0 no se observan las proteinas en los tamafnos
moleculares reportados, observandose otros fragmentos y una baja sefal de las

proteinas beta-arrestinas 1y 2 (Figura 5).

Figura 5. Inmunodeteccién de B-arrestinas 1 y 2 en extracto de proteina de células
polimorfonucleares. La electroforesis se realizé en condiciones desnaturalizantes en geles de
acrilamida al 10%. Se utilizé como control positivo PBMC y BSA como control negativo. A) Deteccién
de beta-arrestina-1 con el anticuerpo secundario de cabra anti-ratén IRDye 800 CW 1:15,000 (LI-COR,
USA). B) Deteccion de beta-arrestina-2 con el anticuerpo secundario de cabra anti-conejo IRDye 680
CW 1:15,000 (LI-COR, USA). Las membranas se revelaron en un sistema de imagen infrarrojo

Oddysey CLx (LI-COR Biosciences, USA) en los canales de excitacion de 700 y 800 nm.

Adicionalmente, se busco evaluar el efecto de GPR15L sobre la activacion de beta-

arrestina-2 ya que anteriormente se describié que tras la activacion de GPR15, beta-
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arrestina-2 se recluta en la membrana de células HEK293A (Deng et al., 2023). Se
realizé una tincion intracelular para detectar a beta-arrestina-2 en PBMC por citometria
de flujo y no hubo diferencias estadisticamente significativas entre la estimulacion con
GPR15L y su vehiculo (p<0.05), por lo que esto sugiere que la activacion
GPR15/GPR15L ocurre de manera independiente de la sefalizacién de beta-arrestina-
2 (Figura 6A-B).

Figura 6. Tincion intracelular de beta-arrestina-2 en PBMC por citometria de flujo. Se cultivaron
500,000 PBMC y se estimularon con GPR15L 450 nM por 24 h. Se incubaron con el anticuerpo
primario de conejo anti-beta-arrestina-2 por 30 minutos a 4 °C y con el anticuerpo secundario de cabra
anti-conejo Dylight (680) a las mismas condiciones. Se adquirieron 10,000 eventos para cada muestra
en el canal APC en un citometro de flujo FACS Canto Il. A) Estrategia de gating para la seleccion de la
poblacién de PBMCs beta-arrestina-2*. B) En la grafica se observa la media y la desviacién estandar y
corresponden a tres ensayos independientes por triplicado. El analisis estadistico se realizé con un
ANOVA de una via y un post-test de Tukey (p<0.05).

8.5 ZINC537931 y ZINC1542146 estimulan la entrada de calcio en PBMC.

Se ha reportado que GPR15 y su interaccion con GPR15L produce un incremento
intracelular de calcio en mastocitos (Tseng & Hoon, 2022) y desencadena la
sefalizacion de calcio en células transfectadas con GPR15 como las CHO-K1 (Hayn
et al., 2021; Ocon et al., 2017; Suply et al., 2017), sin embargo, las respuestas

funcionales en linfocitos no han sido evaluadas.

Para medir la actividad de GPR15, las PBMCs de sujetos sanos se estimularon con
GPR15L para evaluar el aumento del calcio intracelular. Se midi6 la sefial de calcio
con el indicador de calcio Fluo-4, AM por citometria de flujo. Se utiliz6 como control
positivo A23187 (Figura 7A) y como control negativo el quelante de calcio EDTA
(Figura 7B). Adicionalmente se midi6 el calcio en respuesta a GPR15L por un intervalo
de 0 a 20 minutos para ver en qué momento se induce una sefial de calcio, pero no se
observé en este modelo fisioldgico (Figura 7C). Ademas, cuando se puso a competir
al ligando con cada uno de los farmacos, parece que al igual que GPR15L,

ZINC537931 no induce sefial de calcio, solamente una tendencia al incremento
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(Figura 7D). Unicamente la concentracién mas alta de ZINC1542146 muestra
diferencias significativas respecto a la condicion basal (Figura 7E, p<0.05). En el caso
de ZINC1530788, no hubo aumento de la sefial de calcio ni en la concentracién mas
alta de 10 uM (Figura 7F).

Figura 7. Ensayos de flujos de calcio con Fluo-4, AM en PBMCs. Se sembraron 500,000 células
en tubos de citometria de 12x75 mm y se incubaron con Fluo-4, AM 1 uM por 30 minutos a 37° C. A)
Se midié la basal por 30 segundos y se agrego el ion6foro de calcio A23187 2 uM que se adquirid
inmediatamente por 60 segundos. B) Las PBMC se incubaron con EDTA 5 mM por 30 minutos y la
muestra se adquirié por 90 segundos. C) A los tubos se les agregé GPR15L 450 nMy 1 uM y se
adquirieron en un intervalo de tiempo de 0 a 20 minutos. Las PBMCs se incubaron con varias
concentraciones de D) ZINC537931, E) ZINC1542146, F) ZINC1530788 por 30 minutos a 37° C. Para
cada tubo se adquirié una condicion basal y con estimulo. La lectura se llevé a cabo en un citdmetro
de flujo FACS CANTO II (BD, Beckton Dickinson, USA). El analisis de los datos de citometria de flujo
se llevé a cabo en los archivos FCS 3.0 después de la exportacion en Flow Jo Software v. 10.4 (Flow
Jo LLc, EE. UU.). Los datos corresponden a 3 ensayos independientes. Las graficas XY representan
la mediana y el error, y cada punto el IC 95%; las graficas de barras representan la media y la
desviacion estandar. El analisis estadistico se realizé con un ANOVA de dos vias y un post test de
Tukey (p<0.05).

La sefalizacion de la mayoria de los GPCR a través de proteinas G termina con la
fosforilacién del receptor por las cinasas GRK y la union posterior de proteinas
arrestinas, que reconocen selectivamente los receptores fosforilados activos (Gurevich
& Gurevich, 2019). Las beta-arrestinas forman parte de la maquinaria endocitica de
los GPCRs por su capacidad para obstaculizar estéricamente el acoplamiento de la
proteina G de los GPCRs activados por su agonista, lo que en ultima instancia da como

resultado la desensibilizacion del receptor (DeWire, Ahn, Lefkowitz, & Shenoy, 2007).

En las células humanas, las sefiales de Ca?* estan reguladas por la enzima fosfolipasa
CB (PLCB) que coordina la movilizacion de [Ca?']i de los GPCR. La PLCPB actta
convirtiendo el lipido de membrana fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) en los

segundos mensajeros inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), y esto es
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seguido finalmente por un aumento brusco y transitorio de [Ca?*]i (Pfeil et al., 2020).
Los GPCR de quimiocinas emiten sefiales a través de las subunidades de proteinas
G: Gai y GBy, que a su vez regulan una diversidad de vias de transduccion de sefales
involucradas en la quimiotaxis (Jin et al., 2008). GPR15 se acopla preferentemente a
Gio (Deng et al., 2022). Los receptores acoplados a proteinas Gai como tal no activan
la PLCB para inducir la sefalizacion de Ca?*, sino que, son las subunidades Gy, que
se liberan en grandes cantidades, las que activan a la PLC[, especificamente las
isozimas PLCB2 y B3 (Dhyani et al., 2020; Nowycky & Thomas, 2002; Pfeil et al., 2020).

La migracion celular esta involucrada en diversos procesos fisioldgicos que incluyen la
embriogénesis, la inmunidad y enfermedades como el cancer y las enfermedades
inflamatorias cronicas. Las quimiocinas se unen a sus receptores, los GPCR, y guian
el movimiento celular in vivo (Jin et al., 2008). GPR15 es un receptor de quimiocinas
no convencional que esta involucrado en trastornos inmunitarios como la enteropatia
inducida por el virus de la inmunodeficiencia humana, artritis reumatoide, esclerosis
multiple, colitis ulcerativa, cancer colorrectal, y es un factor de riesgo para el infarto
agudo al miocardio (Adamczyk et al., 2021; Ammitzboll et al., 2019; Cartwright et al.,
2014; Fernandez-Ruiz et al., 2022; Hayn et al., 2021; Kim et al., 2013; Nguyen et al.,
2015). GPR15 se encuentra predominantemente en leucocitos como linfocitos T CD4+
y CD8+, linfocitos T reguladores FOXP3+, en macrofagos CD68+ y CD14+ de tejido
sinovial, entre otros. Nosotros evaluamos la abundancia de GPR15 en leucocitos de
sujetos sanos. En condiciones normales GPR15 se expresa en PBMC y en células
PMN de sujetos sanos, con una frecuencia del ~5% y ~13% en PBMC y PMN,

respectivamente.

Se ha descrito que GPR15 tiene un papel potencial en la quimiotaxis de PBMC
dependiente de su ligando endogeno GPR15L, y esto aumenta en enfermedades
mediadas inmunolégicamente como la artritis reumatoide (Fernandez-Ruiz et al.,
2022). Aunado a esto, en el presente estudio también se encontré que GPR15L induce

la quimiotaxis mediada por GPR15 en PBMC de sujetos sanos. Adicionalmente, se
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afadieron como condiciones los posibles inhibidores obtenidos de la prediccion de los

ensayos in silico.

Con base en los resultados obtenidos, sugerimos que ZINC537931 y ZINC1542146
tienden a disminuir la migracion mediada por GPR15/GPR15L de manera dependiente
de calcio e independiente de beta-arrestina-2. En nuestro modelo fisiolégico no fue
posible detectar sefial de calcio por la activacién de GPR15 con su ligando GPR15L,
por lo que se requieren estudios adicionales para poder detectar esta sefial en el

mismo modelo de estudio.

Se caracterizo la via de sefializacion de GPR15 en un modelo fisiolégico y se evalud
su funcionalidad en la migracién como receptor de quimiocinas. ZINC537931 y
ZINC1542146 pueden ser los nuevos inhibidores del blanco terapéutico GPR15, y esto
lo hacen de manera dependiente de calcio e independiente de beta-arrestina-2.
ZINC1530788 no mostré efectos sobre la migracion y la sefalizacion de calcio, lo que

indica que no se esta uniendo a GPR15 para inducir estos efectos.

o Detectar la traslocacion de beta-arrestinas 1 y 2 del citoplasma al nucleo
mediante microscopia confocal.

e Ultilizar un modelo animal con una enfermedad inflamatoria crénica y probar el
efecto de los farmacos, extraer PBMC vy silenciar a GPR15, para ver que el
efecto sea especifico del receptor.

e Probar un modelo celular de transfeccién con GPR15 para medir la senal de
calcio mediada por GPR15L y el efecto en presencia de ZINC537931,
ZINC1542146 y ZINC1530788.
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