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RESUMEN

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

Selene Gpe. Nuriez Cruz

PAPEL DE CD43 EN LA REORGANIZACION DEL CITOESQUELETO DE ACTINA
No. de Cuenta 9885206-4, No. Expediente 66981006.

El co-receptor CD43 es una mucina linfocitaria que al unirse con su(s) ligando(s)
genera sefiales intracelulares que, junto con otras moléculas co-receptoras, definen la
respuesta de un linfocito ante distintas situaciones durante los procesos de
maduracién, diferenciacién y reconocimiento.

Los experimentos realizados a lo largo de este trabajo se enfocaron en el estudio de la
participacién de CD43 en la remodelacién del citoesqueleto de actina. Demostramos
que la expresién ectépica del cDNA de CD43 humano en una linea de fibroblastos
murinos induce profundos cambios morfolégicos y que estos dependen de la
presencia de una secuencia rica en prolinas localizada en el carboxilo terminal de la
regién intracitopldsmica de CD43. Asi mismo, encontramos que la expresién de CD43
en estas células es suficiente para inducir la fosforilacién en tirosinas de la cinasa de
adhesiones focales (FAK) de manera constitutiva.

Para simular las sefiales que se generan como consecuencia de la interaccién de CD43
con alguno de sus ligandos, estimulamos linfocitos T, aislados de sangre periférica de
donadores sanos, con un anticuerpo anti-CD43 inmovilizado sobre una superficie de
plastico. Después de 30 min de activacién, las sefiales CD43 especificas inducen
cambios notorios en la morfologfa celular. Un porcentaje importante de las células
presentan urépodos, estructuras alargadas de citoesqueleto de actina que se
encuentran en el extremo apical de la célula linfoide y funcionan durante los
fenémenos de polarizacién celular y extravasacién. Observamos que paralelamente
a la formacién de urépodos habia una relocalizacién de CD43 hacia el urépodo.
Durante este fenémeno, claramente dependiente de la reorganizacién de actina,
reclutamos a dos cinasas que participan en la remodelacién del citoesqueleto: FAK y
PYK-2, siendo la méxima fosforilacién de ambas 30 min, tiempo que coincide con la
méxima formacién de urépodos. Ademds de estas dos cinasas, la polarizacién celular
dependiente de CD43 requiere necesariamente de la participacién de la cinasa Lck, la
cual pertenece a la familia Src.

En conjunto, los resultados obtenidos muestran que la molécula CD43 participa de
manera importante en las sefiales intracelulares que conducen a la remodelacién del
citoesqueleto de actina, y a la formacién de estructuras que dan lugar a movimiento

celular. \{ w
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RESUMEN

Selene Gpe. Nufiez Cruz
PAPEL DE CD43 EN LA REORGANIZACION DEL CITOESQUELETO DE ACTINA

El co-receptor CD43 es una mucina linfocitaria que al unirse con su(s) ligando(s)
genera sefiales intracelulares que, junto con otras moléculas co-receptoras, definen la
respuesta de un linfocito ante distintas situaciones durante los procesos de
maduracién, diferenciacién y reconocimiento.

Los experimentos realizados a lo largo de este trabajo se enfocaron en el estudio de la
participacién de CD43 en la remodelacién del citoesqueleto de actina. Demostramos
que la expresién ectépica del cDNA de CD43 humano en una linea de fibroblastos
murinos induce profundos cambios morfolégicos y que estos dependen de la
presencia de una secuencia rica en prolinas localizada en el carboxilo terminal de la
regién intracitopldsmica de CD43. Asf mismo, encontramos que la expresién de CD43
en estas células es suficiente para inducir la fosforilacién en tirosinas de la cinasa de
adhesiones focales (FAK) de manera constitutiva.

Para simular las sefiales que se generan como consecuencia de la interaccién de CD43
con alguno de sus ligandos, estimulamos linfocitos T, aislados de sangre periférica de
donadores sanos, con un anticuerpo anti-CD43 inmovilizado sobre una superficie de
plastico. Después de 30 min de activacién, las sefiales CD43 especificas inducen
cambios notorios en la morfologfa celular. Un porcentaje importante de las células
presentan urépodos, estructuras alargadas de citoesqueleto de actina que se
encuentran en el extremo apical de la célula linfoide y funcionan durante los
fenémenos de polarizacién celular y extravasacién. Observamos que paralelamente
a la formacién de urépodos habia una relocalizacién de CD43 hacia el urépodo.
Durante este fenémeno, claramente dependiente de la reorganizacién de actina,
reclutamos a dos cinasas que participan en la remodelacién del citoesqueleto: FAK y
PYK-2, siendo la méaxima fosforilacién de ambas 30 min, tiempo que coincide con la
méxima formacién de urépodos. Ademas de estas dos cinasas, la polarizacién celular
dependiente de CD43 requiere necesariamente de la participacién de la cinasa Lck, la
cual pertenece a la familia Src.

En conjunto, los resultados obtenidos muestran que la molécula CD43 participa de
manera importante en las sefiales intracelulares que conducen a la remodelacién del
citoesqueleto de actina, y a la formacién de estructuras que dan lugar a movimiento

celular.



INTRODUCCION

EL CITOESQUELETO DE ACTINA

Las células linfocitarias forman parte de sistemas complejos que han
adquirido funciones especializadas como reconocimiento especifico,
transporte intracelular y movimiento celular. Muchas de las funciones
linfocitarias requieren de un “armazén celular ~ 6 citoesqueleto. Esta malla
intracelular funciona como un soporte estructural que le da forma a la
célula e interviene en la distribucién adecuada de los componentes celulares
en el citoplasma. En este trabajo nos enfocamos en estudiar la participacion
de los filamentos de actina en la activacién de linfocitos T mediada a través
del co-receptor CD43.

El citoesqueleto estd constituido por tres tipos diferentes de fibras:
filamentos de actina, filamentos intermedios y microtibulos. Los
filamentos de actina son estructuras que juegan un papel muy importante
en funciones generales de la célula como transporte intracitopldsmico,
motilidad y migracién celulares (Carlier, 1991; Kabsch and Vanderkerckhove,
1992). Los filamentos intermedios forman estructuras a manera de rodillos
que proveen a las células de fuerza mecanica (Steinert and Roop, 1988; Cary
and Klymkowsky, 1992). Los microtibulos son los organizadores primarios de
la célula, juegan un papel muy importante durante la divisién celular y en
la distribucién de organelos celulares (Kreis et al., 1990; Gelfand and Berhadsky,
1991).

La actina es el componente principal de los filamentos de actina; junto con
distintas protefnas de unién a actina, participa en la induccién de los
rearreglos del citoesqueleto y, dependiendo de las proteinas que se unan a
ella, se generan diferentes estructuras celulares con funciones bien
definidas. Las fibras de estos microfilamentos se forman a partir de la
polimerizacién de subunidades de actina, dando como resultado cambios en
la forma de la célula. Para estos eventos, las proteinas de citoesqueleto
requieren de proteinas motoras, como miosina, en el caso de actina, cuya
energia de movimiento se obtiene de la hidrélisis de ATP y liberacién de
ADP y fosfato (Korn et al, 1987). La actina juega un papel importante en
diferentes tipos de movimientos celulares, en migraciéon celular y en

transporte citosélico.
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Las células mantienen una polaridad durante el movimiento, formandose
un frente (leading edge) y una parte posterior, la cual se caracteriza por
formar estructuras de tipo urdpodo (prolongacién apical que resulta de
reacomodos de las fibras de actina, y cuya funcién es iniciar el contacto con
otras células para promover el movimiento celular). En el caso de
movimiento répido como quimiotaxis, algunas celulas como la amiba 6 los
linfocitos generan estructuras a manera de protuberancias en el frente de la
célula que permiten que la célula realice movimientos hacia adelante. Este
tipo de estructuras son conocidas como pseuddpodos ya que son
estructuras semejantes a un dedo (del griego podium). Otros tipos de
estructuras son caracteristicas de células de movimiento lento como es el
caso de los fibroblastos. Cuando una célula fibroblastica comienza a
moverse, el cuerpo célular se extiende generando “lamelopodios” 6
delgadas ldminas que se desarrollan hacia las orillas de la célula. Los
fibroblastos también forman proyecciones celulares alargadas llamadas
"filopodios”. Una vez alcanzado el sustrato, la membrana celular establece
contacto con él y se forman las llamadas “placas de adhesién”. La porcién
celular no unida al sustrato, que generalmente corresponde a la parte
posterior de la célula, se encuentra despegada formando ondulaciones 6
ruffles que generan un movimiento ondulatorio de atrds hacia delante de
la célula {Alberts et al., 1994).

LAS CINASAS DE LA FAMILIA FAK.

Muchas de las modificaciones de la morfologia celular se establecen en
funcién del contacto de receptores membranales con sus ligandos, mismos
que inician vias especificas de transduccién en las que participan cinasas,
fosfatasas, proteinas adaptadoras y proteinas de unién a citoesqueleto.
Numerosas protefnas participan en la induccién de remodelaciones del
citoesqueleto de actina. Una de ellas es la tirosina cinasa FAK. La cinasa de
adhesiones focales FAK es una proteina que ha sido implicada en diferentes
respuestas celulares, como migracién supervivencia y proliferacion, las
cuales son mediadas por distintos receptores de la superficie celular, como
las integrinas. Nuestro interés en el estudio de FAK se debe a resultados
previos de nuestro laboratorio en los que se observamos importantes
cambios morfolGgicos en linfocitos T en respuesta a las sefiales generadas a
través del co-receptor CD43.



Asi mismo, basdndonos en reportes recientes (Sanchez-Madrid and del Pozo,
1999), en los que se encontré que la cinasa PYK-2 (proline-rich tyrosne
kinase 2) se localiza junto con FAK en el frente celular en respuesta a las
sefiales generadas por integrinas linfocitarias, evaluamos la participacion
de PYK-2 en respuesta a las sefiales dependientes de CD43.

1) ESTRUCTURA DE LAPROTEINA FAK

La cinasa FAK es una protefna de 125 KDa, contiene un dominio central que
es el sitio catalftico de la enzima; dos secuencias ricas en prolinas (PR1 y
PR2) y hacia el carboxilo terminal de la molécula, se encuentra el dominio
de unién a adhesiones focales (focal adhesion targetting: FAT), importante
para la interaccién de FAK con protefnas de uni6n a citoesqueleto.

FAK contiene seis residuos de tirosinas fosforilables, dos de ellos en su
dominio de cinasa (Tyr 576 y 577), otros dos en el amino terminal de la
protefna (Tyr 397 y 407), que al estar fosforilados se unen al dominio SH2
de protefnas de la familia de Src; los dos Gltimos residuos se encuentran
hacia el carboxilo terminal de la proteina (Tyr 861 y 925, Hanks and Polte,
1997; Fig.1).

Y-925 Y-861 Y-577,576 Y-407-397
COOH NHy

FIG .1 LOS DOMINIOS DE LA CINASA FAK

Al fosforilarse en tirosinas, FAK interacciona con diferentes protefnas que tambien participan
en la via de sefializacién de CD43: la cinasa Lck, la subunidad p85 de PI3K y la protefna
adaptadora Grb2, entre otras.

2) EXPRESION DE FAK

La cinasa FAK se expresa en una gran variedad de tefidos, lo que indica su
importancia en las funciones primordiales del organismo. Por ejemplo,
durante la etapa embrionaria (ver funciones FAK), FAK se expresa en
distintas dreas del cerebro: en el cortex cerebral, el hipocampo, el striatum,
el cerebelo, el tdlamo, el hipotdlamo y el bulbo olfatorio; asi mismo se
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observa su expresién en el higado, testiculos, corazén, rifion, misculo y
pulmones (Burgaya et al., 1997). Fak tambien se encuentra en células
eritroides, en plaquetas, en células endoteliales, en linfocitos B, en
linfocitos T y en células NK (Schaller et al., 1994; Gismondi et al., 1997).

3) INTERACCION DE FAK CON OTRAS PROTEINAS

Muchas de las interacciones entre proteinas intracelulares se regulan a
través del reconocimiento de dominios especificos encontrados en ellas.
FAK es una proteina cinasa que puede unirse con muchas proteinas a pesar
de no contener dominios SH2 6 SH3.

a) UNION A PROTEINAS CON DOMINIOS SH2

Los dominios tipo 2 con homologia a proteinas Src (SH2) establecen
contactos con proteinas que tienen secuencias especificas que contienen
residuos fosforilados en tirosinas (pTyr-Glu-Glu-Ile, Songyang et al, 1993).
La capacidad de sefializacién de las cinasas de tirosinas es regulada por su
propia fosforilacién, FAK no es la excepcién. Como se menciond
anteriormente, FAK es una proteina cinasa que tiene seis sitios
fosforilables en tirosinas. El residuo Tyr-397 es el sitio principal de
autofosforilacién de la cinasa FAK (Hanks and Polte, 1997); al estar
fosforilado, este residuo media la interaccién directa de FAK con el
dominio SH2 de Src (Schaller et al., 1994). Este sitio tambien es indispensable
para la interaccién de FAK con el dominio SH2 de la cinasa Fyn (Polte and
Hanks, 1995). En células transformadas con Src, se demostré que la
fosforilacién de los otros cinco residuos de tirosinas de FAK es tambien
mediada por las cinasas de la familia Src. La fosforilacién de los residuos
Tyr-576/Tyr-577 induce cambios conformacionales que permiten la
exposicién del domino catalitico de FAK y su uni6n con proteinas sustrato
y fosforilacién de las mismas (Calalb et al., 1995). La fosforilacién del residuo
Tyr-925 permite la interaccién de FAK con el dominio SH2 de la proteina
adaptadora Grb-2, que a su vez, por medio de su dominio SH3 se une al
intercambiador de guanina Sos, el cual activa a la GTPasa Ras. De esta
forma se induce la activacién de la cascada de proteinas cinasas activadas
por mitégenos (MAPK's cinasas; Schlaepfer et al.,1994; Calalb et al., 1995). Al
fosforilarse el residuo Tyr-407 de FAK, adquiere la capacidad de unirse a
proteinas como la cinasas c-Abl, y las adaptadoras c-Crk y Nck (Cantley and
Songyang, 1994).




El residuo Tyr-861 de FAK puede ser otro sustrato para proteinas de la
familia Src, ya que cuando este se encuentra fosforilado, semeja el sitio
aceptor (pTyr-GIn-Pro-Gly) para los dominios SH2 de las cinasas de la
familia Src Fyn y Lck (Cantley and Songyang, 1994; Berg and Ostergaard, 1997,
Fig. 1).

b) UNION A PROTEINAS CON DOMINIOS SH3

Las secuencias PR1 y PR2 localizadas hacia el carboxilo terminal de FAK
median las interacciones entre FAK y proteinas intracelulares que
contienen dominios SH3. Los dominios SH3 son moédulos de unién a
secuencias ricas en prolinas como las encontradas en las secuencias PR1y
PR2 de FAK (Yuetal,, 1994). En experimentos de co-inmunoprecipitacién se
demostré que el dominio SH3 de Cas (Crk-associated substrate; p130Cas
recluta proteinas sefializadoras como v-Src y v-Crk) interacciona con las
secuencias PR1 y PR2 de FAK (Nojima et al.,, 1995; Harte et al., 1996; Fig. 1). La
proteina Graf, una proteina intercambiadora de nucle6tidos de guanina 6
GEF, cuyo nombre deriva de su funcién como activadora de las
guanosinas trifosfatasas 6 GTPasas pequefias de la familia Rho: RhoA y
Cdc42 (proteinas de bajo peso molecular que tienen la capacidad de unirse
e hidrolizar GTP), se asocia por medio de su dominio SH3 a la secuencia
PR2 de FAK (Hildebrand et al., 1996).

La participacién de las pequefias GTPasas permite la regulacién de una
serie de eventos intracelulares entre los cuales, destaca la polimerizacién
de actina (Hall, 1998). Rho es una protefna que al activarse induce una via
de sefializacién que conduce al ensamble de filamentos de actina 6 fibras
de estrés y la formacién de complejos asociados a adhesiones focales
(Ridley and Hall, 1992; Hall, 1998). La estimulaciéon celular a través de la
GTPasa pequefia Rho induce la fosforilacién de FAK y la participacién del
citoesqueleto de actina. El tratamiento con citocalasina D, una droga que
inhibe la formacién de filamentos de actina, bloquea la fosforilacién de
tirosinas de FAK, lo que confirma la participacién del citoesqueleto de
actina en las funciones de FAK mediadas por Rho (Schwartz et al., 1995,
Rozengurt, 1995). La activacién de Cdc42 induce la formacién de filopodios
ricos en actina polimerizada (Nobes and Hall, 1995; Kozma et al., 1995).



c) EL DOMINIO DE UNION A ADHESIONES FOCALES Y SU INTERACCION CON PROTEINAS
DE UNION A CITOESQUELETO.

Paxilina es una proteina de unién a citoesqueleto que funciona como
molécula adaptadora; se une al dominio de unién a paxilina de FAK, el
cual se encuentra en el dominio FAT (aa 919-1042) de FAK. Al unirse
paxilina a FAK, se induce la fosforilacién en tirosinas de ésta tltima y la
capacidad de asociarse al dominio SH2 de Src y Crk (Tachibana et al., 1995;
Chen et al, 1995). El dominio de wunién a paxilina de FAK contiene
aminodcidos con cadenas hidrofébicas que estan involucrados en la
formacién de estructuras terciarias y de bolsas hidrofébicas, aunque otros
aminodcidos de FAK, como Glu 1039 y Arg 1042, son esenciales para
establecer el contacto con paxilina (Wood et al., 1994; Turner and Miller, 1994).

En fibroblastos, la estimulacién con el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (platelet-derived growth factor, PDGF) induce la asociacién de
FAK con la cinasa de inositol tipo 3 (PI3K; Chen and Guan, 1994) con la
proteina adaptadora Grb2 y la activaciéon de la via de Ras-MAPKs. La
formacion de este complejo macromolecular genera respuestas celulares
de adhesién que incluyen cambios en el citoesqueleto de actina (Hanks and
Polte, 1997).

4) FUNCIONES DE FAK

La interaccién de integrinas con proteinas de la matriz extracelular
(ECM), tales como fribronectina, induce la activacién de la cinasa FAK y
media efectos celulares como migracién, sobrevivencia y proliferacién
dependientes de anclaje y de cambios en la expresién de genes (Parsons,
1996; Yamada and Geiger, 1997). Durante el desarrollo, FAK participa
activamente en procesos morfogenéticos como migracién celular (Gilmore
and Romer, 1996; Ilic et al., 1996). Los ratones FAK” no sobreviven mas alla de
la etapa embrionaria, debido a anormalidades en la migracién celular
desde la gastrulacién (Ilic et al., 1995, 1996). FAK participa en la reparacién
de heridas cuando se sobreexpresa en keratinocitos migratorios (Gates et
al., 1994). La sobreexpresién de FAK tambien se ha reportado en lineas
celulares de melanomas y en tumores metastdsicos de colon y mama
(Owens et al, 1995). El hecho que FAK pueda ser estimulada por
oncoproteinas como Src y que en células transformadas con Src se eleve la
actividad y fosforilacién de FAK sugiere su participacién en la induccién de
enfermedades malignas.



LA CINASA PYK-2

1) ESTRUCTURA DE LA PROTEINA PYK-2

PYK-2, tambien conocida como CAKPB, RAFTK, es una cinasa con una
organizacién estructural similar a FAK (FIG. 1). PYK-2 comparte con FAK
60% de identidad en el dominio central catalitico, 42% de identidad con el
dominio amino terminal y 36% con el dominio carboxilo terminal, donde se
encuentran las secuencias FAT, de unién a adhesiones focales (Li et al.,
1996).

2) EXPRESION DE PYK-2

PYK-2 es la PTK (asociada al citoesqueleto) predominante en células del
linaje linfocitario, se ha detectado su expresién en monocitos, linfocitos T,
linfocitos B y células NK (Avraham et al., 1995; Li et al., 1996).

La cinasa PYK-2 se expresa también en células cerebrales y fibroblastos
(Gismondi et al., 1997).

3) INTERACCION DE PYK-2 CON OTRAS PROTEINAS

a) INTERACCION CON PROTEINAS CON DOMINIOS SH2

PYK-2 conserva la secuencia que corresponde al sitio de autofosforilacién
de FAK (Tyr-Ala-Glu-lle), la cual se identificé como un sitio de unién de
alta afinidad con el SH2 de Csk:Tyr 404 (Illic et al., 1997), lo que suguiere que
puede regular la activacién de las protefnas de la familia de FAK, tal como
sucede con las cinasas de la familia Src (Sabe et al., 1994).

b) INTERACCION CON PROTEINAS CON DOMINIOS SH3

Al igual que FAK, PYK-2 contiene secuencias ricas en prolinas hacia el
carboxilo terminal de la molécula (residuos 699-720, 747-777 y 788-799), las
cuales son sustrato para la interaccién con los sitios SH3 de moléculas
tales como pl30ca5, p105cas'L 6 Graf (Polte and Hanks, 1995; Parsons, 1996; Illic et
al., 1997).

¢) INTERACCION CON PROTEINAS DE UNION A CITOESQUELETO

PYK-2 interacciona con la proteina leucocitaria leupaxilina, la cual guarda
identidad con paxilina. Leupaxilina, al igual que paxilina, contiene
dominios LIM' y LD?, que en paxilina son importantes para su localizacién
y anclaje hacia las adhesiones focales (Brown et al., 1996), lo que sugiere que
la unién de PYK-2 con leupaxilina sea un mecanismo regulatorio para su
localizacién en los sitios de adhesién (Lipsky et al., 1998).
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En células NK, PYK-2 se fosforila en tirosinas y se asocia
constitutivamente con paxilina en respuesta a la estimulacién a través de
integrina B1 (Li et al., 1996).

4) FUNCIONES DE PYK-2

PYK-2 est4 involucrada en la regulacién de canales iénicos inducidos por
calcio, en la activacién de cinasas de tipo MAPKs (Lev et al.,, 1995), en la
activacién de la cinasa inducida por estrés JNK y, en células PC12, en la
activacién de la via de proteinas cinasas MAPK mediada por Src (Hanks
and Polte, 1997). Asi mismo, PYK-2 se activa por un receptor acoplado a
bradykinina y por ésteres de forbol, cuya via de sefializacién involucra
MAPK cinasas (Dikic et al., 1996).

En cuanto a la participacién de PYK-2 en la polarizacién celular y cambios
en citoesqueleto, se demostré que la activacién de la integrina
CD11/CD18 induce la activacién y redistribucién de PYK-2 y FAK hacia el
centro de organizacion de microtiibulos (MTOC, Rodriguez-Fernandez et al.,
1999).

RECEPTORES LINFOCITARIOS Y LA REMODELACION DEL
CITOESQUELETO.

Las células linfocitarias son las encargadas de iniciar una serie de eventos
que dan lugar a la respuesta inmune. Para ello, es necesaria la
participacién de moléculas de superficie que regulan las sefiales
intracelulares que, entre otras cosas, inducen modificaciones en la
morfologia celular de los linfocitos. = Cambios morfoldgicos como
deformacién celular y aparicién de proyecciones membranales estan
involucrados en la generacién de respuestas celulares como adhesion,
locomocién, fagocitosis, produccién de interleucinas, etc (Keller et al., 1991).
Un ejemplo claro del papel de proteinas membranales en la remodelacién
del citoesqueleto se observa en el fenémeno de migracién hacia sitios de
infeccién 6 ganglios linfaticos, a través del cual las células linfocitarias que
circulan por el torrente sanguineo atraviesan las paredes endoteliales
(extravasacion) para llegar al sitio indicado.

1 Los dominios LIM son secuencias de aprox. 50 residuos de aas, de los cuales destacan residuos de cistefna, histidina

y aspartato que forman médulos de unién a zinc. Las protefnas paxilina, Hic-5, zyxina y la proteina rica en cisteinas
presentan estos dominios en tandem hacia la regién carboxilo terminal. Son necesarios para la redistribucién de
Eaxilina hacia las adhesiones focales.

Los dominios LD son secuencias de aprox. 13 residuos de aas que contienen un par invariable leucina-aspartato en

el amino terminal de la proteina. Estas secuencias son necesarias para la localizacién de FAK a las adhesiones
focales, cuando se une con paxilina.
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Para iniciar el proceso de extravasacion es necesario que el linfocito
circulante disminuya su velocidad y frene para "estacionarse” en la pared
venular y, de esta forma, que pueda pasar a través de las células
endoteliales (Springer, 1994). Las moléculas de la familia de las selectinas (E-
selectina y L-selectina) median interacciones débiles mediante las cuales se
disminuye la velocidad del linfocito circulante, de manera que éste,
practicamente, comienza a “rodar” sobre las células endoteliales de las
vénulas altas (Lawrence and Springer, 1991). A continuacién se establecen
interacciones de mayor afinidad que permiten que el linfocito se “adhiera”
firmemente al endotelio. Estas interacciones son mediadas esencialmente
por las integrinas linfocitarias (CD11a/CD18) que interaccionan con
ICAM-1 (CD54), una proteina de la superfamilia de las inmunoglobulinas
presente en las células endoteliales de las vénulas altas, y cuya expresién
es regulada por citocinas inflamatorias (Dustin and Springer, 1989). Una vez
que el linfocito se encuentra unido firmemente al endotelio, las
quimiocinas (ej: IL-8/NAP-1) contribuyen a inducir la polarizacién del
linfocito, es decir, a la formacién de un "leading edge" y de un urépodo
(Springer, 1994). Este fenémeno implica entre otras cosas, la polimerizacion
de actina y como consecuencia, cambios en la morfologia de la célula
linfoide, lo que permite su migracién transendotelial (Miller and Krangel,
1992; Rot 1992; Tanaka et al., 1993).

En la superficie de las células linfoides existen numerosas moléculas que
inducen sefiales intracelulares que dan lugar a cambios morfolégicos en la
célula. Al estimular linfocitos T a través de la oligomerizacién del receptor
para el antigeno del linfocito T (TcR) mediante la adicién de anticuerpos
dirigidos en contra del TcR, se generan sefiales que inducen la
polimerizacién de los filamentos de actina y/o la formacién de redes de
filamentos o husos de actina que generan movimiento celular (Parcey and
Lewis, 1993). Ademads de las moléculas que confieren el reconocimiento
especifico para el antigeno, existen moléculas accesorias en la superficie
celular de los linfocitos que juegan también un papel importante en los
fenémenos de activacién celular, reconocimiento de células presentadoras
de antigeno (APCs) y remodelacién de citoesqueleto, tal es el caso de CD2,
CD4, CD8, CD34, CD40, CD43 y CD44 (Bierer et al., 1989; Gepper and Lipsky,
1991; Offringa and Bierer, 1993; Tada et al., 1999; Rosenstein et al., 1999).

EL CO-RECEPTOR CD43

En este trabajo nos enfocamos a analizar la participacién de la molécula
CD43, tambien conocida como sialoforina 6 leucosialina, en la induccién

de rearreglos del citoesqueleto.
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El co-receptor CD43 es una proteina de la superficie membranal
altamente glicosilada y que se expresa en todos los tipos de células
linfocitarias, excepto eritrocitos (Remold-O'Donnell et al, 1986). Su
estructura alargada (45 nm) y abundancia (500,000 moléculas por célula)
sugieren que es una de las primeras moléculas que interaccionan con la
célula presentadora de antigeno, y que esta interaccién genera sefiales
intracelulares en la célula linfoide (Shelley et al.,, 1989; Park et al., 1991; Cyster
and Williams, 1992).

1) ESTRUCTURA DE CD43.

CDA43 estd constituida por tres dominios bien definidos. El dominio
extracitopldsmico contiene 235 aminoécidos (aa), de los cuales uno de cada
cuatro son prolinas, serinas 6 treoninas. Estos dos Gltimos aminoécidos
mantienen uniones O-glicosidicas con los carbohidratos galactosa vy
galactosamina, que a su vez se unen a residuos de acido sidlico (Pallant et
al., 1989; Shelley et al., 1989; Cyster et al., 1990); por su composicién y estructura
alargada, CD43 se considera una sialomucina. Consta de una regién
transmembranal de 23 aa y de una regién intracitopldsmica (IC) de 123 aa
que mantiene 72% de identidad entre humano, ratén y rata (Cyster et al.,
1990). Esta regién tiene una secuencia rica en prolinas hacia el carboxilo
terminal de la molécula que puede ser un sitio de unién a proteinas que
contienen dominios SH3 (Pedraza-Alva et al., 1996). Debido a la conservacién
del dominio intracitopldsmico de CD43 entre varias especies y su papel en
la interaccién con proteinas intracelulares, se sugiere que éste es necesario
para desempefiar funciones de sefializacién mediadas por CD43 (Remold-
O’'Donnell et al., 1987; Piller et al., 1989; Park et al., 1991; Pedraza-Alva et al., 1996;
1998).

2) EXPRESION E ISOFORMAS DE CDA43.

Se han reportado dos isoformas de CD43 que se originan por procesos
postraduccionales y que resultan de patrones diferenciales de glicosilacién.
Existe una isoforma de 115 KDa en la que los residuos de 4cido sidlico se
encuentran unidos a tetrasacdridos, y que se expresa preferencialmente en
timocitos, linfocitos T CD4" en reposo, y monocitos; mientras que en
plaquetas, linfocitos B, linfocitos T CD4" activados, linfocitos CD8" y
neutréfilos se expresa una isoforma de 130 KDa en la que los residuos de
acido sidlico se unen a hexasacdridos (Carlsson and Fukuda, 1986; Remold-

O'Donnell, 1987).
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Hexasacarides:
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IC (123 aas)

FIG. 2. ESTRUCTURA E ISOFORMAS DE (D43

CD43 es una protefna que atraviesa una sola vez la membrana celular. Esta compuesta
por tres dominios: Un dominio extracelular (EC), un dominio trasmembranal (TM) y un
dominio intracitoplgsmico (IC). Existen dos isoformas de CD43 que se diferencian en su
grado de glicosilacién (ver detalles en el texto).

3) LIGANDOS

Se han identificado por lo menos cinco ligandos para CD43: la proteina de
adhesién intercelular ICAM-1 (CD54), la albumina de suero humana
(HSA), la galectina-1, el virus de la influenza (IAV), el complejo proteico
MHC clase I (Rosenstein et al, 1991; Nathan et al, 1993; Baum et al., 1995;
Abramson and Hudnor, 1995; Stickl et al., 1996).

ICAM-1 es una protefna que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Es tambien un ligando de la integrina linfocitaria
CD11a/CD18 (LFA-1). La interaccién de estas dos moléculas establece una
de las vfas mas importantes de adhesién linfocitaria (Dustin and Springer,
1989). La interaccién de CD43 con ICAM-1 se descubri6é mediante ensayos
de adhesién utilizando CD43 purificado e inmobilizado en placas y células
Daudi, que expresan ICAM-1. Esta interaccién es especffica, ya que al
utilizar anticuerpos anti-CD43 6 anti-ICAM-1 se inhibe la unién
(Rosenstein et al., 1991).

La albimina de suero humano a través de su interaccién especifica con
CD43 inhibe, en neutréfilos, la respuesta respiratoria (produccién de
radicales de oxfgeno) mediada por TNF (factor de necrosis tumoral).
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HSA bloquea el corte de CD43 inducido por TNF en neutréfilos. Se ha
sugerido que la interaccién especifica entre la molécula CD43 y HSA puede
regular la proliferacién celular de neutréfilos y de esta forma, controlar
los flujos de neutréfilos hacia zonas de infeccién (Nathan et al,. 1993).

Se ha descrito que galectina-1, una lectina tipo S, participa en fenémenos
de reconocimiento y adhesién de células normales y neopldsticas (Perillo et
al.,, 1995). Anticuerpos anti-CD43 y anti-CD45 inhiben significativamente la
unién de galectina-1 a una linea de células linfoblastoides T (MOLT-4), lo
cual sugiere que CD43 y CD45 son ligandos de galectina-1. Durante el
desarrollo y maduracién de linfocitos T, la expresién de galectina-1 en
células estromales de nédulos linfoides induce apoptosis de los timocitos
autoreactivos durante el proceso de seleccion negativa. CD43 se expresa
en linfocitos T durante estos estadios y es probable que la unién de CD43
y/o CD45 con galectina-1 tambien juege algtin papel en la seleccién de
timocitos durante el desarrollo (Perillo et al., 1995; Baum et al., 1995).

CD43 es también un ligando para el virus de la influenza A en leucocitos
polimorfonucleares (PMN). Esta interaccién induce la produccién de
radicales libres como per6xido de hidrégeno a la vez que una disminucién
significativa en las funciones de éstas células. La interaccion que se
establece entre CD43 e IAV es especifica ya que la reaccién producida por
IAV en PMN puede ser inhibida por anticuerpos anti-CD43 (Abramson and
Hudnor, 1995).

CD43 interactiia tambien con las moléculas MHC-I; esta unién induce la
formacién de conjugados de células linfoides con células dendriticas. La
formacién de conjugados celulares resultantes de la unién de MHC-I con
CD43 se demostrd utilizando anticuerpos anti-CD43 y anti-MHC-I. En
ese mismo reporte se encontré que la estimulacién con el anticuerpo
monoclonal anti-CD43 6F5 incrementa la adhesién célula-célula al
aumentar la afinidad de la interaccién entre el co-receptor CD2 y su
ligando CD58 por un fenémeno de transactivacion. Estos datos sugieren
que la interaccién entre CD43 y MHC-I en células dendriticas y una linea
linfoblastoide, favorece la formacién de conjugados celulares que inician
la comunicacién celular (Stockl et al., 1996).
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4) SENALIZACION A TRAVES DE CD43

Es probable que la interaccién especifica de las distintas isoformas de
CD43 con su(s) ligando(s) determine alguna de las muiltiples funciones que
se han descrito para esta molécula, como son regulacién de la adhesién,
activacién celular y apoptosis (Rosenstein et al., 1991; Nathan et al., 1993; Baum
et al., 1995; Abramson and Hudnor, 1995; Stockl et al., 1996).

Para semejar el proceso normal de estimulacién por los ligandos, se han
utilizado anticuerpos monoclonales para entrecruzar a distintas moléculas
co-receptoras en la superficie celular y estudiar las sefales intracelulares
que se generan. En el caso de CD43 se han empleado distintos anticuerpos
monoclonales para oligomerizar a CD43 en la superficie celular. CD43 es
capaz de activar linfocitos T, independientemente del TcR (Mentzer et al.,
1987; Axelsson et al., 1988). Al igual que otros co-receptores linfocitarios,
como CDS, CD7, CD8 y CD28, CD43 se fosforila en respuesta a
activadores de PKC (ésteres de forbol) en células mononucleares (Chatila
and Raif, 1988). En monocitos, la estimulacién con anticuerpos monoclonales
en contra de CD43 induce movilizacién de Ca++ intracelular, la activacién
de PKC e hidrélisis de fosfoinositidos (Wong et al., 1990). La activacién de
PKC por PMA induce la hiperfosforilacion de CD43 e inhibe la
sefializacién mediada por CD43. Se piensa que una vez activada PKC,
hiperfosforila a CD43, ya que la fosforilaciéon de CD43 puede ser
bloqueada por estaurosporina, un inhibidor de PKC (Silverman et al., 1989;
Wong et al., 1990). Los residuos blanco de fosforilacién por PKC en CD43
son serinas que se encuentran en los primeros 73 aminoécidos de la regién
intracitopldsmica de CD43. (Piller et al, 1989). Recientemente, se ha
demostrado que, en linfocitos T, la activacién con anticuerpos anti-CD43
induce la fosforilacién en tirosinas de la cinasa Fyn. Esta asociacién es
mediada por la interaccién del dominio tipo 3 de homologia a Src (SH3) de
Fyn y, probablemente, la secuencia rica en prolinas de la regién
intracitopldsmica de CD43 (Pedraza-Alva et al., 1996).

Para que la transduccién de sefiales intracelulares sea eficiente, es
necesaria la interaccién coordinada de diferentes proteinas, donde la
fosforilacién de las mismas juega un papel primordial en la formacién de
complejos proteicos. Al estimular linfocitos T con anticuerpos anti-CD43
se induce ademads la fosforilacién en tirosinas de la proteina adaptadora
Shc y del factor de intercambio de guaninas, Vav, promoviendo la
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formacién del complejo proteico Shc/Grb2 y Vav, que finalmente incide
sobre la via de las MAPK cinasas, activando a ERK2 e induciendo su
traslocacién al nuicleo (Pedraza-Alva et al., 1998). Asi mismo, la expresién de
CD43 en lineas celulares linfocitarias (CEM) y no linfocitarias, células
HeLa y fibroblastos, induce la fosforilacién de una proteina de 93 KDa,
aun no identificada (Manjunanth and Ardam, 1995; Nufiez-Cruz 1997).

Los eventos intracelulares mediados por CD43, como fosforilacién y
activaciéon de tirosinas cinasas (PTKs), reclutamiento de proteinas
adaptadoras, y formacién de macrocomplejos proteicos son sefiales que
participan en respuestas celulares como proliferaciéon y adhesién, entre
otras. Durante estas respuestas, son parte fundamental los cambios en
morfologia, caracterizados por remodelaciones del citoesqueleto de actina
que involucran la polimerizacién de actina monomérica para formar
filamentos de actina, la subsecuente induccién de pseudépodos, ricos en F -
actina, asi como la polarizacién de F-actina hacia sitios de contacto celular
en los que participan numerosas protefnas intracelulares que interactian
con el citoesqueleto (Ryser et al., 1982; Phatak et al., 1988; Piller et al, 1991).

El primer indicio de la interaccién de CD43 con proteinas de asociacion a
citoesqueleto de actina fue la co-localizacién de CD43 con proteinas de la
familia Ezrina-Radixina-Moesina (ERMs), las cuales juegan un papel
primordial en la asociacién de actina a la membrana plasmatica. La
porcién amino terminal de estas proteinas contiene un dominio globular
de unién a membrana; esta region es seguida de un dominio o~helicoidal y
de un dominio de unién a actina que contiene aminodcidos cargados
positivamente y que se encuentra en el carboxilo terminal de la molécula
(Tsukita et al., 1997). Las proteinas de la familia ERM se concentran en las
membranas plasmaticas y participan en la formacién de estructuras como
microvellosidades, “ruffles” y sitios de contacto célula-célula (Bretscher,
1989; Thuillier et al, 1994; Hirao et al, 1996). Ademés de regular los rearreglos
del citoesqueleto, las proteinas ERM generan sefiales intracelulares
(Thuillier et al., 1994; Hirao et al., 1996). En timocitos, durante la divisién
celular, a través de la interaccién con las proteinas ERMs y filamentos de
actina, CD43 se concentra en el surco mitético. Esta interaccién es
aparentemente mediada por una regién de 98 aminodcidos, rica en
residuos cargados positivamente, que se encuentran en la regién IC de
CD43 (Yonemura et al., 1993). Asi mismo, la estimulacién de timocitos 6
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neutréfilos con anticuerpos anti-CD43, colchicina o péptidos
quimiotacticos induce, por medio de un motor de miosina, la polarizacion
de CD43 hacia el urépodo. Estos datos sugieren que CD43 participa en
polarizacion celular (Sanchez-Mateos et al., 1995; Seveau et al., 1997).

Datos experimentales de nuestro laboratorio también sugieren que CD43
interacciona directa 6 indirectamente con proteinas del citoesqueleto. Al
realizar inmunoblots anti-actina en inmunoprecipitados de CD43 de
lisados de linfocitos T observamos actina; asi mismo al realizar
inmunoblots anti-CD43 en inmunoprecipitados de actina observamos a
CD43. Ademas, la activacién de linfocitos T humanos de sangre periférica
a través de CD43 induce la polimerizacién de actina (Pedraza-Alva G.y
Mérida L.B., datos no publicados). En conjunto, estos resultados sugieren que
las sefiales dependientes de CD43 podrian estar directamente asociadas
con los mecanismos de remodelacién de actina.

En éste trabajo, nos enfocamos a estudiar la participacién de la molécula
CD43 en rearreglos de citoesqueleto y en la activacién de las cinasa de
adhesiones focales FAK y PYK-2.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
El objetivo general de este trabajo es estudiar las sefiales de activacién
generadas a través de la molécula CD43.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar si las vias de sefializacién inducidas por CD43 participan en
la remodelacién del citoesqueleto.

2) Identificar la regién del dominio IC de CD43 que interactia con
protefnas que regulan la arquitectura del citoesqueleto.

HIPOTESIS

En base a resultados preliminares de nuestro grupo y otros sobre la
participacién de CD43 en polarizacién celular y formacién de estructuras
celulares como urépodos, proponemos que la expresién del cDNA que
codifica para CD43 humano en fibroblastos de ratén nos permitird
analizar el papel de esta molécula en remodelacién de citoesqueleto, sin la
intervencién de otras moléculas linfocitarias que pudieran regular 6
enmascarar éste efecto. Esperamos que la expresién estable de CD43 en
células no linfoides induzca cambios morfolégicos mediados por proteinas
de citoesqueleto, cambios en el estado de fosforilacién y en la localizacion
de proteinas que participan en la regulacién de las funciones del
citoesqueleto.
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MATERIALES Y METODOS.

1) TRANSFECCION POR PRECIPITACION CON CALCIO Y
FOSFATO.

Las construcciones que se emplearon para las transfecciones se crearon a
partir del cDNA de CD43 humano insertado en el plasmido pFneo (Park et
al, 1991). La expresién de los genes insertados en pFneo depende de la
actividad del promotor SFFV-LTR (Spleen Focus Forming Virus),
derivado de un promotor de vectores retrovirales que contienen LTRs
(Proviral Long Terminal Repeats; Hanh et al., 1993). Ademas del SFFV-LTR,
pFneo estd provisto de un gen controlado por el promotor de SV40 (early
promotor) que confiere resistencia a neomicina (G418) y un gen con
resistencia a ampicilina, derivado del plasmido pBR322.
Las construcciones utilizadas en este estudio fueron:
pFneo (el plasmido solo), CD43 wt (contiene el cDNA completo de CD43),
A PRO, que carece de los aminoacidos 356 al 380 que se encuentran hacia el
COOH terminal de CD43 y, A IC que carece de toda la regién IC de CDA43.
(Nudiez-Cruz, 1997, Apendice 2).
Para analizar la funcién de CD43 en un sistema libre de moléculas
linfocitarias que pudieran intervenir en la actividad de CD43 se
transfectaron las diferentes construcciones de CD43 por el método de
precipitacion con calcio y fosfato en fibroblastos de raton NIH-3T3. La
técnica que se utilizé se describe a continuacién:
Se utilizaron 15 ug del DNA (pFNeo, pCD43, A PRO 6 A IC) resuspendido
en 25 ul de agua estéril al que se adicionaron 450 pl de solucién HEBS
(NaCl 137 mM, Na,HPQO, 0.7 mM, HEPES 21 mM pH 7.1, KCl 5 mM ,
glucosa 6 mM) y 25 ul de CaCl, 2M. Se incubé a temperatura ambiente
por 20 min para inducir la precipitacién del DNA unido a las sales de calcio
y fosfato. La solucién HEBS/DNA (pFNeo, pCD43, A PRO 6 A IC) se
agreg6 gota a gota a las células 3T3 y se dejé en reposo por 4 h a 37° C, con
5% de CO2. Después, para favorecer la entrada del DNA a las células, se
realizé un “shock de glicerol” donde se adicionan 2 ml de HEBS con 15% de
glicerol (previamente calentado a 37° C). Al cabo de 2 min exactos, las
células se lavaron con PBS para eliminar los residuos de glicerol vy,
posteriormente las células se cultivaron en placas a 37° C con 5% de CO2
en medio DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (Biosciences)
complementado con: glutamina 2 mM (Sigma), estreptomicina 50 ug/ml,
20




penicilina 100U (Gibco), fungizona 50 pg/ml (Gibco), gentamicina 10
mg/ml (Gibco) y suero fetal bovino (FCS) al 10% (Hyclone). Después de 24
h se agreg6 el antibidtico neomicina (G418) a una concentracién de 600
ug/ml (antibiético al que pFNeo confiere resistencia) para seleccionar las
células que contienen las diferentes construcciones. Las colonias de células
que sobrevivieron a la seleccién con G418 se cultivaron en DMEM
completo y G418 y, se seleccionaron nuevamente en funcién de su
expresién de CD43 en la superficie celular por medio de inmunoblots con
anti-CD43.

2) AISLAMIENTO DE LINFOCITOS T DE SANGRE PERIFERICA

Se aislaron linfocitos T apartir de concentrados leucocitarios obtenidos de
donadores voluntarios sanos del banco de sangre. Después de diluir el
concentrado leucocitario 1:3 en PBS, las células se centrifugaron sobre un
colchén de Ficoll-Hypaque en una centrifuga clinica (Sorvall RT 6000D)
por 30 min a 1,200 rpm a temperatura ambiente (TA). Las células
mononucleares que se encuentran en la interfase del medio acuoso y del
Ficoll-Hypaque se aislaron con ayuda de una pipeta estéril.
Posteriormente, las células se lavaron 2 veces con PBS: una vez
centrifugédndose por 15 min a 1,200 rpm a TA y la segunda vez 7 min a 1,200
rpma TA. Finalmente, las células se resuspendieron en medio RPMI 1640
complementado con 5% de FCS, 5% de suero de bovino recién nacido
complementado con hierro (BCS, Hyclone) y antibidticos (ver seccién
anterior). Para separar linfocitos de células adherentes (esenc1a1mente
macréfagos y monocitos), las células mononucleares se incubaron a 8 x 10’

cels/placa toda la noche en cajas de petri de 10 cm de didmetro (Costar) a
37° C con 5% de CO2. Al dia siguiente, las células no adherentes se
colectaron y, después de centrifugar 5 min a 1,200 rpm a TA, se cargaron
en columnas de lana de nylon (previamente equilibradas con RPMI
complementado) y se incubaron, por 2 h, a 37° C con 5% de CO2. A
continuacién, los linfocitos T se eluyeron de las columnas con RPMI
complementado y calentado a 37° C. La pureza de la poblacién celular se
analizé por citofluorometria. El porcentaje de linfocitos T CD3" fue
alrededor del 80% y el porcentaje de células que expresaron CD43 en su
superficie fue alrededor de 95%.
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Antes de la estimulacién con diferentes anticuerpos (ver seccién c), las
células se arrestaron por 24 h en medio RPMI complementado con 2% de
FCS en presencia de antibiéticos con la finalidad de iniciar los
experimentos de activacién a partir de linfocitos T con maquinaria basal.

3) ACTIVACION DE LINFOCITOS T.

a) PEGADO DE ANTICUERPOS A PLACAS

Se agregé 1 ml de inmunoglobulinas de conejo anti-inmunoglobulinas de
ratén (ramig), a una concentracién de 5 pug por ml de PBS a cajas de petri
de 6 cm de didametro (Costar) y se dej6 adherir durante 24 h a 37° C con 5%
de CO2. Posteriormente se bloque6 con una solucién estéril de BSA al 1%
en PBS durante por lo menos 2 h. Las placas se lavaron con PBS a 37° Cy
se adicioné el primer anticuerpo (anti-CD43, L10, anti-CD3e, OKT3 6 un
anticuerpo irrelevante del mismo isotipo que L10; 3D6) a una
concentracién de 10 pg por ml, se incub6 durante 24 h. Al dia siguiente, se
volvié a lavar con PBS a 37° C y se adicionaron 1x10” linfocitos T de
sangre periférica. En el caso de activacién con TPA, se utilizaron placas
con ramig adherido en ellas y se agregé TPA en solucién a una
concentraciéon de 50 ng por ml, por placa.

b) ACTIVACION

Los linfocitos T (1x10") sembrados en las placas preparadas, como se
describe en la seccién anterior, se siguieron durante una cinética de
activacién de 3 a 60 min. Para asegurarse que todas las células se
depositaran en el fondo de la placa al mismo tiempo, las placas se
centrifugaron a 400 rpm por 10 segundos. Las placas se mantuvieron a 37°
C con 5% de CO?2 por los tiempos indicados. Después del periodo de
activacién, las células no adheridas a las placas se aspiraron con pipeta y
se adicionaron 200 pl de buffer de lisis {(ver seccién bioquimica) a las placas.
Para desprender las células adheridas, se utilizé una espatula; los lisados
celulares se trataron como se describe en la seccion de
inmunoprecipitados.
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4) BIOQUIMICA DE PROTEINAS

a) INMUNOPRECIPITADOS.

Se hicieron lisados celulares de las clonas de células NIH-3T3
transfectadas con las distintas construcciones (pFneo, CD43wt, APRO 6
AIC) 6 de 1 x 10 linfocitos T con buffer de lisis (Hepes 25mM pH?7.7, NaCl
150 mM, MgCl,, EDTA 0.2mM, Tritén X-100 al 0.5%, DTIT 0.5 mM, 8-
glicerolfosfato 20 mM, Na,VO, 1mM, NaF 5mM, PMSF 4mM, leupeptina
1 ug/ml, aprotinina 1ug/ml) incubando por 30 min a 4 °C. Los lisados se
centrifugaron 10 min a 14,000 rpm a 4 °C vy, se pre-clarificaron por
incubacién por 40 min con esferas sefarosa 4B-proteina A. Se
centrifugaron por 10 segundos a 14,000 rpm a 4 °C y con el sobrenadante,
se hicieron inmunoprecipitados para FAK con un anticuerpo policlonal
anti-FAK obtenido de conejo(c-20, Santa Cruz Biotechnologies) 6 para
PYK-2, con un anticuerpo policlonal anti-PYK-2 obtenido de conejo
(Upstate Biotechnology). Después de 60 min a 4° C se adicionaron 20 ul de
esferas de sefarosa 4B-proteina A a los lisados y se incubaron por 2 h a 4°
C. Para eliminar las proteinas que estuvieran interaccionando
inespecificamente, los inmunoprecipitados se lavaron una vez con TNE-T
(Tris/HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 140 mM, EDTA 5 mM, Triton X100 1%),
dos veces con TNE (Tris/HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 140 mM, EDTA 5 mM)
y una vez con agua bidestilada. Los complejos inmunes asociados a la
sefarosa 4B-proteina A se desnaturalizaron en presencia de buffer de
muestra 2x (Tris/HCl 625 mM pH 6.8, 15% de glicerol, 2% de SDS, 0.001 %
de azul de bromofenol, 5% de B-mercaptoetanol), para luego ser
separados en geles desnaturalizantes por SDS-PAGE.

b) INMUNOBLOTS

Las proteinas se resolvieron en geles desnaturalizantes por SDS-PAGE
10% (Laemmli, 1979). Para fibroblastos, se utilizaron 20 pug de protefna
celular de cada lisado celular (pFneo, CD43, 4 PRO y A IC), determinadas
por el método de Bradford (1976), y para linfocitos se utilizaron los lisados
correspondientes a 2x10° células por punto. Las proteinas se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa de 0.22 um previamente humedecidas en
buffer de transferencia (Tris/HCl 48 mM vy glicina 39 mM, pH 7.4). La
transferencia a la membrana se realiz6 a 100 mAmp por 1 h, utilizando una
cdmara de transferencia semi-seca (BioRad). Para blots anti-
fosfotirosinas se bloqueé con BSA al 5% disuelta en TBS-T durante toda la
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noche a 4 °C. Se lavé con TBS-T y se agregé el anticuerpo anti-
fosfotirosinas 4G10, 1ug/ml diluido en TBS-T. Se incubé toda la noche a 4
°C. Para los blots anti-FAK, se utiliz6 el anticuerpo policlonal c-20 a una
dilucién 1:700 en leche al 5% disuelta en TBS-T, se realiz6 el mismo
procedimiento como ya se describié. Después de lavar la membrana tres
veces con TBS-T, se agregé el segundo anticuerpo (inmunoglobulinas de
conejo anti-inmunoglobulinas de ratén acopladas a peroxidasa), a una
dilucién 1:5000 y se incubé por 1 h. Las membranas se lavaron 3 veces con
TBS-T y se revelé por el método ECL (Enhanced chemiluminescence,
Amersham), el cual es un método no radiactivo que se utiliza para la
deteccién de antigenos especificos conjugados directa o indirectamente
con anticuerpos acoplados a peroxidasa de rdbano (HRP/perdxido de
hidrégeno). La HRP cataliza la oxidacién de luminol permitiendo la
emisién de luz en presencia de fenoles. Estos tdltimos aumentan la
intensidad de emisién luminosa de las muestras hasta 1000 veces por 5-20
min hasta decaer después de 1 h (Withehead, 1979).

C) ENSAYOS DE CINASA.

Para realizar los ensayos de cinasa, se utiliz6 una placa confluente de
células 3T3 pFneo, CD43, A PRO 6 A IC, para cada punto experimental.
Cada placa se lisé con 200 pl de buffer de lisis, los lisados celulares se
incubaron por 30 min a 4 °C, y posteriormente se centrifugaron 10 min. a
14000 rpm a 4 °C. Se determinaron las cantidades de proteina de cada
lisado celular y se hicieron inmunoprecipitados de FAK 6 PYK-2 con los
anticuerpos ya mencionados (2 ug para cada punto, ver seccion a) a partir
de cantidades equivalentes de proteina (200 pug por punto). Después de al
menos 2 h a 4 °C, los complejos inmunes se aislaron agregando 20 ul de
sepharosa 4B-proteina A y se incubaron por lo menos 1 hr més a 4 °C. Los
complejos inmunes se lavaron dos veces con buffer TNE-T, una vez con
TNE (sin detergente) y una vez con buffer de cinasa (Hepes 20 mM, NaCl
160 mM, MgCl2, MnCl2 5SmM). Después, las esferas se incubaron con 100
ul de buffer cinasa por 15 min a 30 °C con 6 sin 20 uM de ATP y se lavaron
con buffer TNE-T (dos veces) y con buffer TNE (una vez). Las muestras se
corrieron en geles de acrilamida al 10% y se transferieron a nitrocelulosa,
El estado de fosforilacién de FAK se detecté utilizando el anticuerpo anti-
fosfotirosinas 4G10, comprobandose la presencia de cantidades
equivalentes de FAK con inmunoblots anti-FAK.
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5 INMUNOCITOQUIMICA

a) EVALUACION DEL GRADO DE PUREZA DE LOS LINFOCITOS T AISLADOS DE
CONCENTRADOS LEUCOCITARIOS.

Como se mencioné anteriormente, la pureza de la poblacién de linfocitos T
aislados, fue evaluada por métodos convencionales de citometria.
Brevemente, las células se incubaron con anti-CD43 (L10, ascitis 1:100) en
solucién de FACS (NaN, al 0.02 % en PBS, 2% FCS) por 30 min a 4 °C.
Después de lavar con 4 ml de solucién de FACS se agregaron 50 ul de
Ramig-FITC al pellet celular, se incub6 por 30 min a 4 °C en la obscuridad.
El exceso de anticuerpo marcado se eliminé lavando las células una vez
maés a 1,200 rpm por 5 min a 4 °C. Finalmente, las células fueron fijadas
con paraformaldehido al 1% en PBS y almacenadas a 4 °C y en la
obscuridad hasta ser analizadas en el citémetro, usando el programa
CellQuest (Becton & Dickinson).

b) SELECCION

A partir de una caja de petri de 10 cm de didmetro, con un cultivo
confluente de fibroblastos de ratén transfectados con cada una de las
diferentes construcciones de CD43 (pFneo, CD43, A PRO 6 A IC) se realizé
una seleccién por FACS/SORT (Becton & Dickinson) para aislar células
que expresaran cantidades equivalentes de CD43 en su superficie. Se
procedié como sigue: después de remover el medio de cultivo, las células
adherentes se lavaron con PBS y se desprendieron de la superficie del
pladstico con una solucién de tripsina (tripsina 0.05% y EDTA-4Na 0.53
mM, Gibco). Posteriormente, las células se depositaron en tubos de
poliestireno de 12 x 5 mm (Falcon) y se centrifugaron por 5 min a 1,200 rpm
a4 °C. El pellet celular se resuspendi6 en una solucién de PBS y 0.01% de
suero de bovino recién nacido (BCS) para remover el exceso de tripsina.
Se volvié a centrifugar por 5 min a 1,200 rpm. A continuacién se
adicionaron 50 pl del anticuerpo anti-CD43 L10 (ascitis, en una dilucién
1:100) incubandose en frio durante 1 h a 4 °C. Después de lavar con 1 ml de
solucién PBS/BCS, se adicioné el segundo anticuerpo, ramig-FITC vy se
incubé 30 min a 4 °C en la obscuridad. Se volvié a lavar con 1 ml de
PBS/BCS. Las células 3T3 (CD43, A PRO 6 A IC) se pasaron por el
citémetro y se seleccionaron las poblaciones de células positivas para
CD43; posteriormente, se cosecharon en tubos cénicos de 50 ml, los cuales
contenian medio DMEM complementado con 20% de suero fetal y
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antibiéticos. Las células seleccionadas se concentraron por centrifugacion
y posteriormente se cultivaron sobre cubreobjetos de vidrio, previamente
limpiados con etanol, con medio DMEM completo a 37° C con 5% de CO2

por 24 h.

¢) INMUNOTINCION PARA MICROSCOPIA

Al dia siguiente, las células aisladas por citometria se lavaron dos veces
con PBS a 37° C y se tifieron para CD43 (con L10 ascitis en una dilucién
1:100) por 1 h a 4 °C; pasado ese tiempo, las células se fijaron con 1 ml de
paraformaldehido al 2% y 1 mi de solucién de FACS por 10 min. El exceso
de solucién se aspir6é con ayuda de una pipeta pasteur. A continuacioén se
adicion6 el segundo anticuerpo, anti-ratén unido a ficoeritrina (dilucién
1:250), y se dej6 en obscuridad por 1 h a 4 °C. Pasado ese tiempo, se lavé
con solucién de FACS fria dos veces y las células se permeabilizaron
incubando por 10 min a temperatura ambiente con 0.01 % de Triton X-100
diluido en solucién de FACS. Después de lavar con solucién de FACS fria,
las células se tifieron por 1 h a 4 °C con un conjugado de faloidina
fluoresceinada (proteina que se une a F-actina). Las células se lavaron
para eliminar el exceso del conjugado y se fijaron otra vez con 1 ml de
paraformaldehido al 2% y 1 ml de solucién de FACS.

Las células tefiidas adheridas a los cubreobjetos se montaron en
portaobjetos con una solucién de glicerol al 50% en PBS. Se sellaron las
preparaciones con barniz transparente y se guardaron a 4 °C en la
obscuridad hasta su analisis en microscopio confocal y de fluorescencia.

El mismo procedimiento de tincién se realizé para linfocitos T. Salvo que,
para éstos, se tifié para CD43 con el anticuerpo MEM-59 (Ig G1 como L10)
y se utilizaron cubreobjetos de pléstico, debido a que se activaron las
células con anticuerpos (L10, 3D6 6 TcR) unidos a plastico (como en seccién
3).
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RESULTADOS

1) LA EXPRESION ECTOPICA DE CD43 EN FIBROBLASTOS INDUCE CAMBIOS
EN LA MORFOLOGIA Y TAMANO CELULAR, ASI COMO EN €EL
CITOESQUELETO.

a) ANALISIS DE LA MORFOLOGIA Y DEL TAMANO CELULAR

En este trabajo nos enfocamos a analizar la participacién de CD43 en la
polarizacién celular y rearreglos del citoesqueleto. Se hicieron dos
construcciones apartir de la regién intracitopldsmica del gen que codifica
para CD43 humano: A PRO, que carece de 75 pb que corresponden al
COOH terminal de la proteina ( aminoacidos 356 al 380) y A IC que carece
de toda la regién IC de CD43 (Nufiez-Cruz, 1997). Para analizar la
participacién de esta molécula en la remodelacién del citoesqueleto sin la
intervencién de moléculas linfocitarias que pudieran enmascarar su
actividad, las construcciones CD43 wt, A PRO y A IC se transfectaron en
fibroblastos 3T3 de ratén. La expresién de cualquiera de las formas de
CD43 genera notables cambios en la morfologia celular de las células
NIH-3T3. Es interesante notar que los fibroblastos transfectados con
CD43wt son, en promedio, 5 veces mds grandes que los fibroblastos sin
transfectar 6 transfectadas con el pldésmido pFneo (Tabla 2). Debido a su
gran tamafio, en las células CD43wt se observa con mejor detalle las
estructuras secundarias de citoesquelto de un fibroblasto normal
(lamelopodios, fibras de estrés y filopodios). Las células 3T3 A PRO en
cambio, tienen una longitud semejante a las transfectadas con CD43wt
pero son muchisimo més angostas que éstas tultimas y presentan un
aspecto alargado, con prolongaciones de tipo filopodios que asemejan
dendritas.

TABLA 2- LA EXPRESION DE CD43 INDUCE CAMBIOS EN EL TAMANO CELULAR.

Largot SD(um) Anchot SD(um)
NIH-3T3 pFneo 12.90+4.80 3.37H0.55
NIH-3T3 CD43 wt 29.0016.55' 13.29+6.30"
NIH-3T3 APro 25.3745.09 1.0340.53°
NIH-3T3 AIC 14.3242.10 471+1.25

Células NIH /3T3 transfectadas con pFneo, CD43 wt, CD43 APRO 6 CD43 A IC se midieron con un ocular
graduado. Se muestran resultados del promedio de la medicién de 100 células + SD en cada caso. Estos
valores fueron significativamente diferentes (p<0.001)' y (p<0.05)* de los de las células pFneo {(prueba t
student).
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Las células 3T3 A IC mantienen un tamafio similar a las células sin
transfectar o las transfectadas con el pldsmido sélo, pero no se observa un
arreglo del citoesqueleto como en los fibroblastos normales, transfectados
con el plasmido sélo, 6 con CD43wt 6 A PRO (Tabla 2 y Fig. 3).

b) ORGANIZACION DEL CITOESQUELETO DE FIBROBLASTOS 3T3 QUE
EXPRESAN LAS DIFERENTES CONSTRUCCIONES PARA CD43.

La organizacién de los filamentos de actina en fibroblastos es muy
dindmica. Generalmente se distinguen tres tipos de arreglos de
citoesqueleto: fibras de estrés en las zonas de contraccién celular y
adhesiones focales; filopodios en las zonas del frente celular vy
lamelopodios que son extensiones celulares a través de la cuales se
establece contacto con el sustrato.

Por microscopia confocal se analizé la localizacién de CD43 en la
superficie celular, enfocindose en la parte externa del fibroblasto (1.08
um) y, la colocalizacién de actina en el citoplasma (a aprox. 4.32 um, Fig.
3). En lo que se refiere a la organizacién del citoesqueleto y a la formacién
de estructuras secundarias dependientes de la remodelacién del
citoesqueleto, se observa que si bien las células 3T3 transfectadas con la
construccion CD43 wt son mds grandes que sus contrapartes
transfectadas con el plésmido control, la arquitectura general del
citoesqueleto es la misma en ambos casos. Se ven claramente fibras de
actina orientadas en la misma direccién (fibras de estrés), asi como
filopodios y lamelopodios (Fig. 3). La organizacion de las estructuras
secundarias del citoesqueleto de actina se observan claramente en los
enormes fibroblastos que expresan a CD43 wt. Cabe sefialar que algunas
de estas estructuras no se observan en las células que expresan las
mutantes A PRO 6 A IC (Fig 3). En las mutantes A PRO se observa que el
cuerpo celular se prolonga formando estructuras de tipo filopodios, pero
no se observa la formacién de fibras de estrés ni de lamelopodios. En
cuanto se elimina la regién IC de CD43 (mutante A IC) se observa que los
fibroblastos no son capaces de generar estructuras secundarias del
citoesqueleto de actina en todo el cuerpo celular (fibras de F-actina,
filopodios y lamelopodios).

Estos datos sugieren que CD43 es una molécula co-receptora que esté
involucrada en la regulacién de la arquitectura del citoesqueleto y que la
regién intracitopldsmica de CD43 juega un papel importante en este
fenémeno.
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FIG. 3. LA EXPRESION ECTOPICA DE CD43 INDUCE CAMBIOS EN LA

MORFOLOGIA CELULAR DE FIBROBLASTOS DE RATON.

Se cultivaron fibroblastos 3T3 pFneo, CD43 wt, A PRO y A IC en cubreobjetos, se tifieron para CD43 con el
anticuerpo L10 y un segundo anticuerpo acoplado a ficoeritrina. Posteriormente, se permeabilizaron las
células y se tifieron para actina-F con faloidina-FITC, analizandose por microscopia confocal. CF: Contraste de
fases, PH: tincién para actina, R/V: sobreposicién actina, CD43; PE: Tinci6n para CD43. Las flechas seiialan las
fibras de estrésl, lamelopodios2 y filopedios3. Se muestran imdgenes representativas de 2 experimentos en
aumento 40x.



2) PARTICIPACION DE LAS CINASAS FAK y PYK-2 EN LA VIA DE
ACTIVACION DE CD43.

a) LA EXPRESION DE CD43 EN FIBROBLASTOS DE RATON INDUCE LA
FOSFORILACION EN TIROSINAS DE LA PROTEINA FAK.

La cinasa de adhesiones focales (FAK) es una proteina intracelular que se
asocia, entre otras moléculas receptoras, a integrinas para controlar
respuestas celulares como migracién y proliferacién. Actta como una
protefna reguladora, ya que tiene dominios de unién a diferentes proteinas
intracelulares, como las de la familia de las cinasas Src, asi como a
proteinas adaptadoras como Grb2 y a proteinas de uni6n a citoesqueleto
como paxilina.

Dado que la autofosforilacién de FAK en tirosinas es un evento regulador
que correlaciona con la activacién y la capacidad de sefializacién de FAK,
analizamos el estado de fosforilacién de esta cinasa en fibroblastos CD43".
Utilizamos células 3T3 que expresaran cantidades equivalentes de las
diferentes mutantes de CD43 (CD43wt, A PRO 6 A IC); a partir de
inmunoprecipitados de FAK se hizo un ensayo de cinasa en frio en el que
se incubaron los inmunoprecipitados con buffer de cinasa en presencia 6
ausencia de ATP y Mg+

Los resultados que obtuvimos indican que FAK estd constitutivamente
fosforilada en tirosinas en todas las poblaciones de fibroblastos 3T3, tanto
en las células que expresan alguna forma de CD43 como en las células
transfectadas con el vector solo (Fig. 4, panel a). En el anilisis
densitométrico del blot 4G10, se aprecia un incremento del 20 % en la
fosforilacién de FAK en los lisados tratados con ATP (datos no mostrados,
carriles 5-8,panel a). Pero sélo, se observa un cambio en movilidad
electroforética de FAK en las células que expresan CD43 wt (carril 6, panel
a), a diferencia de las células que expresan las mutantes A PRO ¢ AIC y de
las células que sélo fueron transfectadas con el pldsmido pFneo (carriles 5,
7y 8). Esto sugiere que la expresién de CD43 wt induce la fosforilacion de
otros residuos de tirosinas de FAK, generando cambios en la movilidad
electroforética de esta molécula.
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FIG. 4 LA EXPRESIOSN ECTOPICA DE CD43 EN
FIBROBLASTOS 3T3 INDUCE LA FOSFORILACION EN
TIROSINAS DE LA CINASA FAK.

Se evalué la activacién de la cinasa FAK, inmunoprecipitada a partir de lisados
celulares de clonas que expresaban cantidades equivalentes de las diferentes
mutantes de CD43, mediante unensayo de cinasa in vitro{IVK) en presencia (+) 6
ausencia (-) de ATP / Mg++. Se prob6 la membrana con a) el anticuerpo anti-
fosfotirosinas 4G10 6 conb) el anticuerpo anti-Fak. (Esta figura es representativa
de 4 experimentos).

b) EN LINFOCITOS T DE SANGRE PERIFERICA HUMANA LAS SENALES DE
CD43 ACTIVAN A LAS CINASAS FAK Y PYK-2.

FAK y PYK-2 son cinasas que pertenecen a la misma familia, tienen una
organizacién estructural semejante: contienen un dominio de cinasa (60%
de identidad) flanqueado por un extremo carboxilo y un extremo amino
(40% de identidad, Hanks and Polte, 1997). En células linfocitarias, la cinasa
de adhesiones focales FAK participa en la adhesién celular mediada por
integrinas, las cuales inducen remodelacién del citoesqueleto (Tachibana et
al, 1995). Al igual que FAK, la cinasa PYK-2 (proteina cinasa rica en
prolinas) se fosforila en tirosinas de manera dependiente de integrinas
(Gismondi et al., 1997). PYK-2 participa también en la regulacién de canales
i6nicos inducidos por calcio, en la activacién de cinasas de tipo MAPKs, en
la activacién de la cinasa inducida por estrés JNK y en la activacién de la
via de protefnas cinasas MAPK mediada por Src (Hanks and Polte, 1997). En
funcién a los resultados descritos en la seccién anterior, en donde
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encontramos que FAK estd constitutivamente fosforilada en tirosinas en
las células NIH-3T3 que expresan CD43wt, evaluamos la posible
participacién de FAK y PYK-2 en la vfa de sefalizacién mediada por CD43
en linfocitos T humanos de sangre periférica. Para ello se hicieron
inmunoprecipitados anti-FAK y anti-PYK-2 a partir de los lisados de
linfocitos T humanos estimulados con anti-CD43 (L10), anti-TcR (OKT3)
inmovilizados sobre placas, 6 con TPA soluble, y posteriormente se
hicieron inmunocblots anti-fosfotirosinas para evaluar la fosforilacién de
estas cinasas.

a)

v o
_ L0 &GS
min: 015 30 60 15 30 30 IPP FAK

FAK —» PRSI  Blot 4G10
Carriles 1 23456 7
b)
o
_ 110 SRS
IPP PYK-2
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FIG.5 LA ESTIMULACION A TRAVES DE CD43 EN
LINFOCITOS T INDUCE LA FOSFORILACION EN

TIROSINAS DE FAK Y PYK-2.

Se estimularon 1x107 células por punto, a través de CD43, TcR, TPA
6 con un anticuerpo irrelevante (3D6), por los tiempos indicados. A
partir de lisados preclarificados, se hicieron inmunoprecipitados
anti-FAK (panel a) y anti-PYK-2 (panel b). Las proteinas se
corrieron en geles SDS-PAGE y se hicieron inmunoblots anti-
fosfotirosinas.

Los resultados obtenidos indican que FAK y PYK-2 se fosforilan en

tirosinas a un tiempo maximo de 30 min (carril 3 de los paneles a 'y bdela

Fig. 5). Esta fosforilacion es mayor al adicionar ésteres de forbol

(activadores de PKC, carril 5, panel a y carril 7, panel b). Al estimular a

través del TcR se observa tambien la fosforilacién de PYK-2 y FAK (carril
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7, panel a y carril 6, panel b). Estos resultados indican que, en linfocitos T
humanos, CD43 puede inducir la fosforilacion de FAK y PYK-2,
promoviendo su activacién y la subsecuente participacién en vias de
sefializacién que, probablemente, conducen a la reorganizacion del
citoesqueleto.

3) PARTICIPACION DE CD43 EN LOS CAMBIOS DE MORFOLOGIA
DE LINFOCITOS T HUMANOS.

a) LAS SENALES DE CD43 INDUCEN POLARIZACION CELULAR Y FORMACION
DE UROPODOS.

La cinasa FAK se localiza en las adhesiones focales de la célula y al
fosforilarse en tirosinas se promueve su unién con proteinas adaptadoras,
otras proteinas cinasas y proteinas de unién al citoesqueleto de actina
(Hanks and Polte, 1997). El complejo macromolecular que se forma y las
sefiales que se generan, promueven el movimiento celular (Parsons, 1996) y
el contacto con otras células (Yamada and Geiger, 1997) a ftravés de
estructuras celulares como los urépodos, los cuales son prolongaciones
apicales que contienen altas concentraciones de actina filamentosa.
Debido a la capacidad que tiene CD43 de inducir la fosforilacién de FAK y
de PYK-2 (Fig. 4 y 5) y de promover cambios en el citoesqueleto, evaluamos
la formacién de urépodos en linfocitos T humanos en respuesta a las
sefiales dependientes de CD43. Asi mismo, evaluamos la localizacion de
CD43 y de actina en respuesta a las sefiales especificas mediadas por
CD43.

Linfocitos T humanos aislados de sangre periférica se activaron por
distintos tiempos por medio del anticuerpo anti-CD43 L10 inmovilizado
sobre placas. Asi mismo, se activaron a través del TcR con el anticuerpo
OKT3, con 3D6, un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo que L10, asi
como con TPA. Posteriormente se hicieron dobles tinciones utilizando un
anticuerpo anti-CD43 (MEM-59) y un segundo anticuerpo anti-ratén
unido a ficoeritrina para tefiir las células para CD43 y, conjugados
fluoresceinados de faloidina (que se une a F-actina) para tefiir para actina
(materiales y métodos).
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FIG. 6 EN LINFOCITOS T LA ACTIVACION A TRAVES DE CD43 INDUCE LA
POLARIZACION CELULAR, Y LA COLOCALIZACION DE CD43 CON ACTINA HACIA EL

Se activaron linfocitos T humanos por diferentes tiempos con anticuerpos anti-CD43 y anti-3D6 (detalles en materiales y

métodos). Las células se tifieron con el anticuerpo anti-CD43 MEM-59 y un segundo anticuerpo acoplado a ficoeritrina
, después de permeabilizar, se tifi6 para actina-F con faloidina-FITC. Las células se fijaron con paraformaldehido al 2%.

CF: Contraste de fases, PH: tincién para actina, R/V: sobreposicién actina-CD43; PE: Tincién para CD43.

Las flechas sefialan los urépodos de algunas células polarizadas. Se muestran imédgenes de microscopia confocal en

aumento 40x, representativas de 3 experimentos independientes.
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Al estimular a través de CD43, TPA 6 TcR, la maxima formacion de
urépodos se presenta a los 30 min (Fig. 6 y 7). Esta coincide con la méxima
fosforilacién de las cinasas FAK y PYK-2 (Fig. 5). En células estimuladas
con anticuerpos anti-CD43 (ver cinética de activacién en la Fig. 6), ésteres
de forbol (TPA) 6 con el TcR, CD43 colocaliza con actina principalmente
hacia el urépodo (datos no mostrados). En células activadas con un
anticuerpo control (3D6) del mismo isotipo que L10, no se observa la
formacién de ur6podos, comparando con las células estimuladas a través
de CD43 (Fig. 6).

El andlisis cuantitativo de la inducci6n de urépodos en linfocitos T
humanos de sangre periférica, en respuesta a las sefiales de CD43, revel6
que esta molécula genera sefiales que dan lugar a la formacién de
urépodos a un maximo de 30 min, como sucede al estimular con TPA.

ESTIMULO TIEMPO
{min)

L10

OKT3

3D6

TPA

% CELULAS POLARIZADAS

FIG. 7 ANALISIS CUANTITATIVO DE LA FORMACION DE UROPODOS
MEDIADOS POR CD43, TPA Y TcR.

Se realiz6 la misma metodologia queen la figura 5. Se muestran resultados del promedio de un conteo
de 5 campos + SD de 2 experimentos independientes.
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Estos resultados sugieren que CD43 induce la formacién de urépodos, que
son considerados como estructuras celulares previas al movimiento
celular, y que sus funciones como molécula sefializadora a través del
reclutamiento de proteinas cinasas tales como FAK y PYK-2, juega un
papel importante en la induccién de rearreglos de citoesqueleto.

b) LA PRESENCIA DE Lck ES NECESARIA PARA TA FORMACION DE
UROPODOS.

En linfocitos T, FAK y PYK-2 se asocian a Lck en respuesta a las sefiales del
TcR (Berg and Ostengaard, 1997). La asociacién de estas cinasas con cinasas
de la famila Src induce una serie de eventos que conlleva a la
remodelacién del citoesqueleto (Hanks and Polte, 1997). Por otro lado, la
estimulacién a través del TcR induce la actividad de tirosina cinasa de Lck
y la formacién de urépodos (Parcey and Lewis, 1993). (D43 induce la
fosforilacién (Alvarado et al., 1995; Pedraza-Alva et al., 1996; Tkaczuk et al., 1999) y
activacién de Lck (Cruz-Mufioz M.E. IBT, comunicacién personal). Con la
finalidad de definir la participacién de Lck en la formacién de urépodos
dependiente de (D43, realizamos experimentos de formacién de
urépodos con células Jurkat (CD3*, CD43" y Lck™), y células JCAM, que es
una linea celular derivada de células Jurkat, deficiente en Lck (CD37,
CD43*, Lck’; Goldsmith and Weiss, 1987).

Los resultados demostraron que en células Jurkat, a diferencia de linfocitos
T normales aislados de sangre periférica, la formacion de urépodos
dependientes de CD43, incrementa con el tiempo, alcanzando un maximo
a los 60 min. En cambio, en células JCAM, deficientes en Lck, no se observa
un porcentaje representativo de células que formen urépodos durante la
cinética de estimulacién a través de CD43, TcR 6 TPA (Fig. 8). Asi mismo,
en células Jurkat estimuladas por 30 min a través del TcR, el porcentaje de
células con urépodos es ligeramente inferior al de las células estimuladas
por el mismo tiempo con CD43. Esto sugiere que en células Jurkat, la
formacién de urépodos mediada por sefiales dependientes del TcR
requiere de mayor tiempo que cuando las células se estimulan a través de
CD43. En cambio, al estimular en estas mismas células con ésteres de
forbol, 15 min son suficientes para alcanzar un porcentaje de formacién de
urépodos similar al que se observa a los 60 min de estimulacién a través de
CD43.
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FIG. 8 LA FORMACION DE UROPODOS REQUIERE LA
PARTICIPACION DE LA CINASA Lck.

Se evalué la proporcién de células 122 6 JCAM que formaron urépodos, después de ser
estimuladas por distintos tiempos con L10 (anti-CD43), OKT3 (anti-TcR), 3D6
(anticuerpo irrelevante) 6 TPA. Se muestra el promedio de cinco campos de cada
tiempo £ SD.

Estos datos indican que la presencia de Lck es necesaria para indudr la
formacién de urépodos mediada por CD43, TcR 6 TPA. La asociaciéon de
las cinasas FAK y PYK-2 a Lck es un evento necesario en la formacién de
urépodos. En el caso del TcR, Lck se requiere para la induccién de
estructuras secundarias de citoesqueleto (Parcey and Lewis, 1993). La
estimulacién a través del TcR induce la fosforilacién de FAK y PYK-2 en
tirosinas y su asociaciéon con Lck (Berg and Ostengaard, 1997). Asi mismo, los
resultados obtenidos indican que la activacién directa de PKC por TPA
induce el reclutamiento de protefnas cinasas y adaptadoras implicadas en
la reorganizacién de citoesqueleto en un tiempo mds corto que el
observado después de la estimulacién con CD43 6 el TcR.
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DISCUSION

CD43 es una molécula muy abundante en la superficie de las células
linfoides. En funcién del namero de moléculas presentes y de su gran
tamafio, es posible pensar que la interaccién de CD43 con su(s) ligando(s)
sea uno de los primeros fen6menos que ocurran durante el contacto que se
establece entre el linfocito, el ambiente que lo rodea, y/o la célula blanco.
En la actualidad se desconoce cual es la funcién exacta de las distintas
isoformas de ésta molécula, las cuales, como ya se mencioné en la
introduccién, difieren en su grado de glicosilacién. El hecho que distintos
anticuerpos monoclonales reconozcan epitopes distintos de CD43, sugiere
que aun dentro de las dos isoformas hay variantes. El problema es aun
més complicado si se considera que en una misma célula se expresan
simultdneamente varias isoformas y que, la abundancia relativa de cada
una de ellas es variable dependiendo del estado de activacién de la célula
linfocitaria. Las moléculas CD43 participan en numerosos fenémenos
biolégicos como son: trafico linfocitario, adhesién celular y activacion
celular (Rosenstein et al., 1991; Park et al., 1991; Stockl et al., 1996). Para realizar
esas diferentes funciones, CD43 genera toda una gama de sefiales a través
de su dominio intracelular, independientemente de las sefiales generadas
por el TcR u otras moléculas co-receptoras (Chatila and Raif, 1988; Pedraza-
Alva et al., 1996, 1998).

En este trabajo, estudiamos particularmente el papel de CD43 en la
reorganizacién del citoesqueleto de actina. Para ello, mimetizamos la
interaccién de CD43 con alguno de sus ligandos por medio del anticuerpo
monoclonal L10, especifico para CD43. Este anticuerpo tiene la
peculiaridad de ser el tinico anticuerpo que reconoce un epitope proteico en
CD43, a diferencia de los otros anticuerpos dirigidos en contra de esta
molécula, los cuales reconocen sélo epitopes glicosilados.

En la primera parte del trabajo se evalué el papel de CD43 en la
remodelacién del citoesqueleto de actina en un sistema ectépico de
fibroblastos de ratén, en los que se expresé CD43wt 6 las mutantes de la
misma (A PRO 6 A IC). La expresién de CD43 wt en células 3T3-NIH
sobre-indujo la formacién de estructuras secundarias del citoesqueleto de
actina (lamelopodios, fibras de estrés y filopodios) que se encuentran
normalmente en un fibroblasto (Fig. 3). Al eliminar la secuencia rica en
prolinas que comprende los aas 356-380 del carboxilo terminal de CD43
(mutante A PRO) los fibroblastos perdieron la capacidad de desarrollar
algunas estructuras secundarias, como fibras de estrés y lamelopodios. Asi

mismo, cuando se transfectaron fibroblastos con la construccion que carece
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de la regi6n intracitopldsmica de CD43 (A IC), los fibroblastos perdieron
por completo la capacidad de generar estructuras secundarias del
citoesqueleto de actina. Estos datos indican que, en fibroblastos, para que
CD43 induzca la formacién de lamelopodios y fibras de estrés, se requiere
de la presencia de la regi6n rica en prolinas de CD43, y que esta secuencia
puede ser importante para inducir una serie de sefiales intracelulares que
conducen hacia la polimerizacién de actina y la formacién de estructuras
secundarias del citoesqueleto.

El hecho de no observar las estructuras secundarias lamelopodios,
filopodios 6 fibras de estrés en los fibroblastos que expresan la mutante de
CD43 donde se eliminé la regién IC de CD43, indica que se requiere de
esta secuencia, necesaria para la interaccién con diferentes proteinas
intracelulares. Ezrina y Moesina son proteinas de uni6n a citoesqueleto
que se asocian a los primeros 98 aas de la regién IC de CD43 (Yonemura et
al, 1993), su funcién en la formacién de microvellosidades y otras
estructuras de citoesqueleto, indica que participan en la via de sefializacién
de CD43 hacia citoesqueleto.

El gran tamafio y la forma del cuerpo celular de los fibroblastos que
expresan CD43 wt sugiere la sobreactivaciéon de GTPasas pequefias, las
cuales juegan un papel muy importante en la formacién de las estructuras
secundarias del citoesqueleto de actina, tales como filopodios,
lamelopodios o fibras de estrés. La formacién de fibras de estrés es
mediada por la activacién de la GTPasa Rho, inducida por écido
fosfatidico (Ridley y Hall, 1992). La activacién de la GTPasa Rac induce el
ensamble de fibras de actina para generar lamelopodios y “ruffles” (Ridley
et al, 1992). La formacién de filopodios resulta de la activacién de la GTPasa
CDC42 (Hall, 1998), la cual interacciona con diferentes proteinas
implicadas en remodelacién de citoesqueleto, como la adaptadora WASP
(Derry et al., 1994; Gallego et al,, 1997; Symons et al, 1996). Mutaciones en esta
Gdltima causan el sindrome de inmunodeficiencia de Wiscott Aldrich, el cual
se caracteriza, entre otras cosas, por expresar formas aberrantes de CD43
(Remold-O'Donnell et al., 1991; Rosenstein et al., 1993).

Interesantemente, los linfocitos aislados de pacientes afectados con éste
sindrome carecen de filopodios y microvellosidades. Es probable que en la
via de sefializacién hacia citoesqueleto mediada por CD43 participen
diferentes GTPasas como CDC42, Rac y Rho, asi como proteinas de
citoesqueleto como WASP, ademas de la proteina de adhesiones focales
FAK, por lo que serd necesario investigar si se encuentra activa la GTPasa
CDC42 6 alguna otra, en fibroblastos de ratén que expresan las diferentes
formas de CD43.
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Cabe recalcar que los fibroblastos transfectados con CD43 wt tienen un
tamafio celular muy grande (Tabla 2, Fig. 3) y se dividen lentamente a
diferencia de las células transfectadas con el pldsmido pFneo, ¢ las
mutantes de CD43 (datos no mostrados). El gran tamafio de las celdlas
NIH-3T3 CD43 wt sugiere que el proceso de divisién celular esta alterado
y, eventualmente, el proceso de crecimiento celular. Existen evidencias de
la participacién en el crecimiento celular de la cinasa de la proteina
ribosomal S6 (S6K1), cuya funcién es incrementar la traduccion de mRNAs
que codifican para proteinas ribosomales (Montagne et al,, 1999). La falta de
S6K1 en Drosophila induce una disminucién en el tamafio celular y no en
la divisién celular (Leevers, 1999). Es possible que la expresién de CD43
pudiera inducir la sobreexpresién de la cinasa S6K1, lo cual explicaria el
gran tamafio celular que se observa en dichas células si se compara con los
fibroblastos mutantes 6 con los transfectados con pFneo.
Interesantemente, la cinasa PI3K se encuentra arriba en la via de
sefializacién de la cinasa S6K1, cabe recordar que PI3K se asocia a CD43,
probablemente a través del dominio SH3 de PI3K y la secuencia rica en
prolinas de CD43 (Oceguera, 1998).

Por otra parte, con la finalidad de investigar la activacién de proteinas
cinasas involucradas en la remodelacién del citoesqueleto y su posible
papel en la via de sefializacién de CD43, analizamos a la cinasa FAK,
quien participa en distintas respuestas celulares que resultan en cambios
de la morfologia celular, migracién, proliferacién y diferenciacién (Hanks
and Polte, 1997). Como una medida del grado de activacién de FAK,
evaluamos su estado de fosforilacién en tirosinas, en fibroblastos NIH-
3T3 que expresan las diferentes mutantes de CD43. Para ello, se
efectuaron ensayos de cinasa in vwvitro (IVK) a apartir de
inmunoprecipitados de FAK de los lisados celulares de fibroblastos pFneo,
CD43wt, PRO 6 A IC. Los ensayos se llevaron a cabo bajo dos condiciones:
los lisados celulares inmunoprecipitados en presencia 6 ausencia de ATP y
Mg*. En el primer caso, debido a la ausencia de grupos fosfatos
disponibles asi como de iones Mg™, se evalu6 el grado de fosforilacién
basal de la cinasa FAK. En el segundo caso, donde se agregaron ATP y
Mg™ a los inmunoprecipitados de FAK, se implementaron las condiciones
para evaluar el incremento en la induccién de la autofosforilacién y por
ende de la actividad enzimatica de FAK y/o otras cinasas asociadas a la
misma.

Si bien FAK se encuentra constitutivamente “activa” en fibroblastos NIH-
3T3, independientemente de la expresién de CD43 ¢ las mutantes de la
misma (Fig. 4, panel a, carriles 1-4), en fibroblastos transfectados con
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CD43wt, en presencia de ATP y Mg, se observa un cambio en la
movilidad electroforética de FAK (Fig. 4 a, carril 6) y un incremento en la
fosforilacién de esta cinasa (alrededor del 20%, datos densitométricos no
mostrados). Este aumento en el grado de fosforilacién en tirosinas de FAK
no se observa en fibroblastos que expresan las formas truncadas de CD43,
(A PRO 6 A IC; Fig. 4 a, carriles 7 y 8), lo que sugiere que los 25 aas del
extremo carboxilo terminal de CD43 son necesarios para inducir sefiales
intracelulares que promueven la fosforilacién de otros residuos de
tirosinas en FAK y que culminan en rearreglos de citoesqueleto. Esto
indica que la regién IC de CD43 y particularmente la secuencia rica en
prolinas de CD43 son necesarias para inducir el estado de
hiperfosforilacién de FAK.

CD43 no tiene actividad cinasa per se, pero, a través de su region rica en
prolinas, recluta a la cinasa Fyn (Pedraza-Alva et al, 1996) e induce la
actividad de cinasa de Lck (Cruz-Mufioz M. E., IBT, comunicacién personal).
Cabe la posiblilidad que alguna de estas cinasas induzca el estado de
hiperfosforilacién de FAK resultante de las sefiales mediadas por CD43
(Fig. 4), como ya se ha reportado sobre el papel de cinasas de la familia de
Src en la induccién de la fosforilacién y activation de FAK (Calalb et al.,
1995). El no observar este fenémeno en los fibroblastos A PRO podria
deberse a la falta de reclutamiento de cinasas de la misma familia, con la
subsecuente falta de activacién de FAK. Sin embargo, estos resultados
sugieren que la expresion de CD43 wt en fibroblastos NIH-3T3 promueve
la interaccién de FAK con proteinas cinasas y adaptadoras, y que estas
interacciones, a su vez, generan sefiales intracelulares adicionales que dan
lugar a rearreglos de citoesqueleto.

Al igual que en fibroblastos transfectados con CD43, evaluamos la
fosforilacién en tirosinas de FAK y PYK-2 en linfocitos T humanos de
sangre periférica estimulados por medio de anticuerpos anti-CD43
inmobilizados sobre placas de plastico. En linfocitos T, CD43, ademas de
inducir la fosforilacién en tirosinas de FAK, indujo la fosforilacién en
tirosinas de PYK-2, observdndose el maximo efecto a los 30 min, en ambos
casos, ademds del cambio en la movilidad electroféretica de FAK (Fig. 5)
La méaxima fosforilacién en tirosinas de FAK y PYK-2 coincide con la
induccién de uré6podos en respuesta a las sefiales de CD43 (Fig. 6) .

Los resultados que presentamos en este trabajo sugieren claramente que
CD43 estd directamente implicada en rearreglos del citoesqueleto, tanto
en fibroblastos que expresan ectépicamente a CD43 como en linfocitos T
normales, asilados de donadores del banco de sangre. FAK esta
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involucrada en la formacién de adhesiones focales y en remodelacién de
citoesqueleto. En linfocitos en migracién, FAK fosforilada en tirosinas se
localiza en el frente celular (leading edge; Entschladen et al., 1997). El hecho
de que FAK se fosforile en tirosinas, sugiere que participa en la via de
sefializacién mediada por CD43. Nuestros datos son consistentes con
datos ya publicados anteriormente, donde se describe que en células
linfoblasticas estimuladas a través de integrinas, hay una reorganizacion
del citoesqueleto de actina que culmina con la formacién de urépodos,
donde se concentra CD43 (Serrador et al, 1998, Rodriguez-Fernandez et al, 1999).
Se ha demostrado que FAK puede fosforilarse cuando la GTPasa Rho se
encuentra activa, ya que la fosforilacion de FAK se inhibe por la
exoenzima C3 de Clostridium botulinum que ADP-ribosila e inactiva
especificamente a Rho (Murakami et al, 1999). Hasta ahora no se ha
reportado que CD43 induzca la activacién de dicha GTPasa, pero CD43
induce la fosforilacién en tirosinas de Vav (Pedraza-Alva et al., 1998), el cual
es un factor intercambiador de guaninas que activa a Rho y Rac (Schuebel et
al., 1998). Por lo tanto, a través de CD43 se podria inducir, indirectamente,
la activacién de Rho y por ende, la posterior fosforilacién de FAK para que
se inicien sefiales hacia citoesqueleto (experimentos en curso, Fig. 9).

En células linfoides, PYK-2 es una PTK muy abundante y su expresién se ha
detectado en monocitos, linfocitos T y B, asi como en células NK. FAK y
PYK-2 carecen de dominios SH2 6 SH3, pero presentan varios sitios de
unién para proteinas sefializadoras que contengan dominios SH2 6 SH3
(tirosinas fosforilables y secuencias ricas en prolinas, respectivamente).
PYK-2 es rapidamente fosforilada en respuesta a estimulos que elevan la
concentracién de Ca**intracelular 6 activan PKC. Las sefiales generadas a
través de CD43 podrian reclutar directamente a PYK-2, a través de PKCy
Ca**intracelular (Wong et al, 1990) 6 bien a través de Fyn (Pedraza-Alva et al,
1996). Esta cinasa fosforila selectivamente a PYK-2 en linfocitos T, y esta
fosforilacién no depende de Ca* intracelular (Qian et al,, 1997). El hecho que
Fyn se asocie directamente con la porcién intracitoplasmica de CD43
constituye una hipétesis atractiva para la fosforilacién y activacién de
PYK-2 mediada por CD43 y la subsecuente reorganizaciéon del
citoesqueleto (Fig. 9). Cabe sefialar que la fosforilacién en tirosinas de
PYK-2 tambien puede mediarse por &cido lisofosfatidico (Dikic et al., 19%),
el cual, a su vez, induce la activacién de la GTPasa Rho, implicada en la
formacién de fibras de éstres (Ridley and Hall, 1992).

A continuacién, evaluamos la participacién CD43 en la formacién de
urépodos y la relocalizaciéon de CD43 hacia estas estructuras. Las sefiales
especificas de CD43 indujeron la formacién de ur6podos y la localizacién
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de CD43 y actina hacia estas estructuras celulares. Se ha reportado que en
los urépodos hay fibras de actina-F ordenadas en paralelo, proteinas de
unién a actina y a membrana (proteinas ERMs) y, moléculas co-receptoras
como CD43, ICAM-1 y PSGL-1 (Serrador et al., 1998; Sanchez-Madrid and del
Pozo, 1999). Los datos que presentamos sobre la formacién de urépodos
(Fig. 6) demostraron que la estimulacién a través de CD43 fue capaz de
inducir estas estructuras secundarias y la redistribucién de CD43 y actina
polimerizada en las mismas, independientemente de las sefiales generadas
por integrinas. Se observé la co-localizacién de la mayoria de las
moléculas de CD43 y actina principalmente hacia el urépodo, aunque
todavia se encontraron moléculas de CD43 en la periferia celular. Es
posible que las sefiales generadas a través de CD43 no sean suficientes
para redistribuir todas las moléculas hacia el urépodo y que para ello se
requiera de sefiales adicionales generadas eventualmente por integrinas;
ya que en neutréfilos se ha reportado la redistribucién de CD43 hacia el
urépodo, en respuesta a sefiales dependientes de integrinas (Sanchez-
Mateos et al, 1995; Serrador et al, 1997). Tambien se podria pensar que la
migraci6n hacia el urépodo es caracteristica de algunas isoformas de
CD43, pero no de todas.

Al estimular a través del TcR 6 con ésteres de forbol se observo
béasicamente el mismo fenémeno que cuando se activan las células a través
de CD43 (Fig. 7). Hubo una rapida formacién de urépodos, y en todos los
casos, CD43 se relocaliza hacia el urépodo de la célula. Es interesante
resaltar que, como las integrinas, el TcR también indujo la relocalizacion
de CD43 hacia el urépodo (datos no mostrados). La aparente redundancia
en las funciones de distintos receptores linfocitarios (CD43, TcR,
integrinas...) indica que la polarizacién celular es un mecanismo muy
importante para las respuestas celulares linfocitarias como quimiotaxis,
infeccién, etc. En estos procesos es probable que la relocalizacién de CD43
hacia el urépodo permita el primer contacto con la célula blanco 6 durante
la extravasacién, el paso a través del endotelio (Ratner et al., 1997).

Estos datos confirman la participacién de CD43 en la induccién de
rearreglos del citoesqueleto, y que la estimulacién en linfocitos humanos
de sangre periférica a través de CD43 media la polarizacién celular y su
redistribucién hacia la estructura posterior 6 urépodo.

En la via de sefializacién de CD43 se han descrito diferentes proteinas que
pueden participar en la remodelacién del citoesqueleto, como es el caso de

las cinasas Lck, PI3-K, Vav, Shc, ezrina y moesina, etc (Bretscher, 1989; Parcey
and Lewis, 1993; Yonemura et al., 1993; Sanchez-Mateos et al., 1995; Thomas et al,,
1995; Rodriguez-Viciana 1997; Pedraza-Alva et al., 1996, 1998; Oceguera, 1998; Fischer

et al., 1998; Tkaczuk et al., 1999; Fig. 9).
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La estimulacién a través de CD43 induce la activacién y la asociacién a la
cinasa PI3-K (Oceguera, 1998). La subunidad p85 de esta cinasa se asocia a
FAKYy se transloca al citoesqueleto (Guinebault et al., 1995). CD43 induce la
fosforilacién en tirosinas de la proteina intercambiadora de guanina Vav;
asi como de la proteina adaptadora Shc (Pedraza-Alva et al., 1998). Vav es
indispensable para procesos de reorganizacién de citoesqueleto como
formacién de parches y casquetes dependientes de la polimerizacién de
actina (Fischer et al., 1998). Por su parte, Shc se asocia a actina-F después de
la estimulacién a través del factor de crecimiento nervioso (Thomas et al.,
1995). Moesina, la cual pertenece a la familia ERMs, se une a membrana y
a actina, y se asocia a CD43 a través de una secuencia de aprox. 20
aminoacidos cargados positivamente (Yonemura et al 1998). Moesina, al
igual que ezrina y radixina, se concentra en las microvellosidades, en
donde se concentra CD43, asi como en los “ruffles” membranales y sitios
de adhesién célular (Tsukita et al, 1997).

CD43 induce la fosforilacién en tirosinas de Lck (Alvarado et al, 1995; Tkaczuk
et al, 1999) y su activacién (Cruz-Mufioz M.E,, IBT, comunicacién personal). Al
estimular a través del TcR, se induce la fosforilacién y activacién de Lek y
la polimerizacion de actina. Al tratar a las células T con citocalasina D
(inhibidor de la polimerizacién de actina) se inhibe la actividad de Lck, por
lo que se sugiere que esta cinasa juega un papel importante en la
polimerizacién de actina (Parcey et al, 1993).

Investigamos la participacién de Lck en la induccién de urépodos mediada
a través de CD43. Para ello utilizamos dos lineas celulares de linfocitos T,
células Jurkat y una linea derivada de esta, pero deficiente en Lck (JCAM),
y comparamos la induccién de la formacién de polarizacién celular y de
urépodos en ambas lineas celulares en respuesta a la estimulacién con
anticuerpos anti-CD43. Las células deficientes en Lck fueron incapaces de
formar urépodos, independiéntemente del estimulo (por lo menos a los
tiempos estudiados). En cambio las células Jurkat, que expresan
normalmente Lck, formaron urépodos al ser activadas a través de CD43,
de manera tiempo-dependiente (Fig. 8). Cabe sefialar que en estas células,
el tiempo maximo de formacién de urépodos mediado por CD43 se
presenta media hora después del tiempo observado en linfocitos T de
sangre periférica; ademds el nimero de ur6podos es mayor en esta linea
celular comparado con linfocitos T normales (Fig 7 y 8). Estas diferencias
podrian deberse a una regulacién distinta de las sefiales en linfocitos T
normales comparados con las células tumorales.

Los datos anteriores demuestran que se requiere de la cinasa Lck en la via
de sefializacién hacia la remodelaci6én de citoesqueleto y la polarizacién
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celular mediadas por CD43, y que otras cinasas de la familia Src no son
capaces de sustituirla para inducir la polarizaci6n celular.

Lck es una cinasa muy importante en diferentes procesos celulares de
linfocitos T, como proliferacién y produccién de IL-2 (Siefken et at, 1995;
Choi et al., 1998). Hasta ahora no se ha demostrado que la estimulacién con
anticuerpos anti-CD43 induzca la fosforilacién de protefnas de
citoesqueleto a través de Lck; pero se sabe que Lck esta involucrada en la
fosforilacién en tirosinas de Ezrina (Thuillier et al, 1994) y que, cuando se
estimulan células de carcinomas a través del factor de crecimiento
epidérmico (EGF), ezrina se fosforila en dos residuos de tirosinas y se
redistribuye hacia las microvellosidades (Bretscher, 1989).

ami-CD43

FIG. 9 MODELO QUE MUESTRA EL PAPEL DE FAK Y PYK-2 EN LAS SENALES
MEDIADAS POR CD43.

La estimulacién a través de CD43 induce la activacién y 6 fosforilacién de diferentes proteinas
adaptadoras y cinasas (Fyn, Lek, PYK-2, FAK, Vav, Shg, etc) que juegan unpapel importante enla
remodelacién del citoesqueleto. Probablemente CD43 medie sefales intracelulares donde participen
estas moléculas para la formaci6n de urépodos (ver texto para detalles).

Es probable que, en la vfa de CD43, Lck induzca la activacion de diferentes
protefnas de uni6n a citoesqueleto, como ezrina, 6 protefnas cinasa que
regulan la arquitectura del mismo (Fig. 9).

El conjunto de datos experimentales de éste proyecto sobre la

participacién de CD43 en procesos de remodelacién del citoesqueleto de

actina nos permité demostrar una de las funciones que se proponia para

CD43. Fl entendimiento de las vias de sefializacién mediadas por CD43

nos ayudarén a esclarecer sus funciones linfocitarias y su intervencién en
45




la respuesta inmune. De una manera general, el conocimiento de los
procesos de activacién de las células linfoides nos permitira implementar y
disponer de nuevas opciones terapéuticas en la lucha contra las
enfermedades.
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CONCLUSIONES

* CD43 es una proteina que induce cambios en la morfologia celular
cuando se expresa ectépicamente en fibroblastos de ratén.

* La secuencia rica en prolinas de CD43 juega un papel importante en las
modificaciones morfolégicas que involucran reorganizacion de actina.

* La expresién ectépica de CD43 induce la fosforilacién en tirosinas de la

proteina FAK; es probable que éste hecho se relacione con las
modificaciones en rearreglos de citoesqueleto mediados por CD43.

« La molécula completa de CD43 induce un cambio en movilidad

electroforética en FAK, para ello se requiere de la presencia de la region IC
y de la regién rica en prolinas de CD43.

« En células que expresan la molécula completa CD43, la estimulacién por

medio de L10, fosforila y activa a CD43 (datos no mostrados) y a su vez,
induce fuertemente la fosforilacién en tirosinas de FAK a diferencia de la
fosforilacién basal que se observa con 3D6é.

* En linfocitos T, CD43 induce la fosforilacién de FAK y PYK-2 en tirosinas
en un tiempo maximo de 30 min.

* La méxima formacién de urépodos mediada por CD43 se observa a los
30 min y para este fenémeno se requiere de Lck.
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PERSPECTIVAS

» Estudiar la localizacién de FAK y de PYK-2 en el urépodo formado a
través de la estimulacién con anticuerpos anti-CD43 .

* Analizar la participacién de la cinasa Lck en la induccién de la activacién
de FAK y PYK-2.

* Estudiar el papel de las GTPasas de la familia Rho en las modificaciones
del citoesqueleto mediadas por CD43.

* Identificar proteinas intracelulares que participen en las modificaciones

de citoesqueleto mediadas por la via de sefializacién de CD43, posible
papel de Vav, Cbl, Shc, 14.3.3.
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APENDICES




{ TABLA 1. Proteinas sefializadoras ]
MOLECULA | TIPO DE MOLECULA| FUNCION
Actina Proteina estructural Tmportante en Ja formacién de microfilamentos y estructuras
de citoesqueleto secundarias del citoesqueleto.

cD2 co-receptora Aumenta la adhesion y sefalizacién de fa célufa T al reconocer
a su ligando CD58.

CD4 co-receptora Miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas; se une a
MHOC clase I v se asocia con Lck.

CD8 co-receptora Miembro de [a superfamilia de las inmunoglobulinas; se une a
MHC clase 1 y se asocia con Lek.

CD34 co-receptora Mucina sulfatada que seunea selectinas como CD62-L, CD62-E.
Pertenece a Jas familia de las mucinas.

CD43 co-receptora Tiene un dominio extracitoplasmico altamente glicosilado;
regula adhesion y sefializacién.

CD44 co-receptora Tiene un dominio tipo mucina, se une a 4cido hialurénico,
media extravasacién de linfocitos activados v de memoria.

CD54 co-receptora Pertenece a la supertamilia de las inmuno lobulinas, se une
a integrinas , contribuye a la extravasacion en dreas de inflamacion,

CD11-CD18 co-receptora Pertenece a la familia de las integrinas; media la adhesién
de los linfocitos a otras células.

Cas Proteina adaptadora Tiene SH3 y sitios de unién por dominios SH2, se une FAK.
Su fosforilacién en tirosinas es dependiente de integrinas.

Zrina Proteina de unién a Estimula la polimerizacién de actina, interactiia con

(Familia ERM)

membrana y a actina

ICAM-2 en la formacién de urépodos. Seune a
fosfoinositidos. Se fosforila en Treoninas, serinas 6 tirosinas.

(Familia ERM)

Moesina Proteina de unién a Se localiza hacia el capping y actia en la inhibicion de la
(Familia ERM) | membrana y a actina polimerizacién de actina
Radixina Proteina de unién a Se encuentra principalmente en células endoteliales

membrana y a actina

y plaguetas, tiene funciones similares a eztina.

ERK

MAPcinasa

Regula factores de transcripcién.

FAK Tirosina-cinasa Cinasa de adhesiones focales, que se asocia a diferentes
protefnas de la familia Src y a proteinas adaptadoras
para generar modificaciones de citoesqueleto.

Fyn Tirosina-cinasa Miembro de la familia de Src. Tiene un dominio SH3 y

un SH2; se asocia con el complejo TcR.

Galectina-1

Lectina tipo 5

Participa en la seleccién de timocitos.

Graf

Factor intercambiadeor de
nucleétidos de guanina,

Es un GEF de Rho y se une a proteinas adaptadoras
como Cas.

Grb2 Protefna adaptadora Tiene un dominio 5H3 carboxilo-terminal ¥ uno amino
-terminal ¥ un SH2 central; se une a She y Sos regulando

la via de ﬁas.

Lck Tirosina-cinasa Miembro de la familia de Sr¢; tiene un dominio SH3

y un SH2. Se asocia a los co-receptores CD4 y CD8,
entre otros.

Pi3K Cinasa de lipidos Contiene dos subunidades: p110 {catalitica} y p85
(reguladora); p85 tiene un dominio SH3, un dominio
rico en prolinas y dos dominios SH2.

Paxilina Proteina de union a Proteina adaptadora I2ue tiene dominios de unién

citoesqueleto a actina, se une a FAK y regula modificaciones del
citoesqueleto.

PYK-2 Cinasa de tirosinas Cinasa de la familia de FAK.

Ras GTPasa. Hidroliza GIP. Activada por 5os, activa la via de

Raf/MAPK.

Rac GTPasa. Alactivarse genera lamelopodios, los cuales
son estructuras secundarias del citoesqueleto.

CdC42 GTPasa, Al activarse faroduce tilopodios o prolongaciones

de actina polimerizada dispuestas en una misma
orientacion.
0 GTPasa. Alactivarse genera fibras de estrés.
0% Factor intercambiagor de| liene dominios ricos en prolina; es un GEF de Ras
nucleétidos de guanina. y se une a Grb2.
vk Tirosina-cinasa Miembro de la familia de Syk; tiene dos dominios
SH2 en tandem. Se une a ITAMs fosforilados del BeR.
TeR/CD3 Receptora Especifico para el antigeno; se expresa en linfocitos T.
Vav Factor intercambiador de| Es un GEF de Rac.

nuclestidos de guanina.
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CONSTRUCCIONES EN EL PLASMIDO pFneo A PARTIR DEL c¢DNA DE CD43.
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