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RESUMEN

CD43 es una molécula coreceptora que regula distintas funciones. celulares como
adhesién, activacidon o muerte celular en linfocitos T (1), células dendriticas (2), células
NK (3, 4) y monocitos (5), asi como neutrdfilos (6, 7). El hecho de que se expresen
diferentes isoformas de esta molécula y que se hayan descrito varios ligandos sugiere que
cada una de las funciones reguladas por CD43 parecen depender del ensamblaje de
distintos complejos para activar cascadas de sefializacion. ' A la fecha, distintas evidencias
sefialan que el entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular induce la activacion de
una variedad de proteinas de sefializacién tales como miembros de la familia de cinasas
de Src y de Syk, la cinasa de adhesion PYKZ2, proteinas adaptadoras como She y SLP-76,
el GEF Vavl, las MAPK cinasas ERK1/2 y p38, asi como los factores transcripcionales
NF-AT y NF-xB. Sin embargo, poco se sabe acerca de los mecanismos tempranos de
sefializacidn a través de los cuales CD43 conlleva al reclutamiento de toda esta gama de
proteinas de sefializacion. En este trabajo encontramos que en linfocitos T, la cadena ¢
es parte de la maquinaria de sefializacién de CD43. La fosforilacion en residuos de
tirosina de la cadena { en respuesta al entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular
resulta en el reclutamiento y fosforilacién de la cinasa ZAP-70 y del GEF Vav.
Mediante ensayos de cinasa in vitro, mostramos que ZAP-70 puede contribuir a
incrementar la actividad de cinasa asociada a la cadena ¢ en respuesta a sefiales mediadas
por CD43. EIl entrecruzamiento de CD43 en la superficie de células deficientes en la
expresion de Lck (JCaM.1) no indujo un incremento en la fosforilacion en residuos de
tirosina de la cadena { ni de las proteinas asociadas, lo que sugiere que Lck es un
clemento clave en la via de sefializacion de CD43 que media la fosforilacion de la cadena
{. Utilizando esferas de latex recubiertas con anticuerpo anti-CD43, las sefiales mediadas
por CD43 indujeron la redistribucion de la cadena ¢ hacia los sitios de contacto
establecidos entre célula y csfera, sin embargo,. la distribucién del. complejo CD3 no
parccio verse afectada. El reclutamiento de la cadena { en la via de sefializacion
mediada por CD43 no es un evento restringido a linfocitos T ya que la fosforilacion y la
redistribucion de la cadena ¢ también se observan en células NK. Nuestros resultados

aportan evidencia de que la cadena ¢ funciona como una molécula de andamiaje en la via



de sefializacion de CD43, lo que favorece el reclutamiento y formacién de complejos de
sefializacion involucrados en la activacion celular de linfocitos T y otras células
hematopoyéticas como células NK. Adicionalmente, cuando los linfocitos T se
estimularon a través de CD43 y el TCR, la fosforilacion en residuos de tirosina de la
cinasa ZAP-70 resulté mas estable y prolongada respecto a cc¢lulas estimuladas solo a
través del TCR, lo que sugiere que las sefiales mediadas por CD43 afectan a aquellas
generadas a través del TCR. Por ultimo, la participacién de la molécula adaptadora Cbl
en la via de sefializacion de CD43 sugiere que esta molécula coreceptora puede regular

los umbrales de activacion en linfocitos T.



ABSTRACT

CD43 is an abundant cell surface sialoglycoprotein implicated in hematopoietic “cell
adhesion and activation. Cell stimulation through CD43 results in recruitment of
different signaling proteins, including members of the Src family kinases, Syk, PLCy2,
the adapter protein Shc, the guanine nucleotide exchange factor Vav and activation of
PKC. Here we report that in human T lymphocytes, the ¢ chain is part of the CD43
signaling pathway. Upon CD43 engagement, the ¢ chain was tyrosine phosphorylated,
generating docking sites for tyrosine phosphorylated ZAP-70 and Vav. /n vitro kinase
assays suggested that ZAP-70 could account for the kinase activity associated with the ¢
chain following CD43 engagement. Crosslinking CD43 on the surface of the Lck
deficient JCaM.1 cells failed to phosphorylate the ¢ chain and associated proteins,
suggesting that Lck is a key element in the CD43 signaling pathway leading to ¢
phosphorylation. CD43 engagement with beads coated with anti-CD43 mAb resuited in
concentration of the ¢ chain towards the bead attachment site, but interestingly, the
distribution of the T cell antigen receptor complex remained unaffected. Recruitment of
the ¢ chain through CD43-mediated signals was not restricted to T lymphocytes since
phosphorylation and redistribution of the { chain was also observed in natural killer cells.
Our results provide evidence that the ¢ chain functions as a scaffold molecule in the
CD43 signaling pathway, favoring the recruitment and formation of downstream
signaling complexes involved in the CD43-mediated cell activation of T lymphocytes and
other leukocytes such as NK cells. Moreover, when T cells were stimulated through
CD43 and TCR, the tyrosine phosphorylation of ZAP-70 was sustained compared with
that induced in response to TCR crosslinking alone. The recruitment of the adapter
protein Cbl in the CD43 signaling pathway suggest that CD43 can be involved in the

establishment of the activation threshold in T cells.



CAPITULO 1

INTRODUCCION



Una respucsta inmune requiere la participacion coordinada de distintas células tales como
linfocitos T, linfocitos B, células dendriticas, macréfagos y de células “Natural Killer”
(NK) entre otras. A su vez, cada una de estas células responde a estimulos provenientes
de patogenos y/o sus productos o bien del propio organismo, necesarios para mantener la
homeostasis celular. La capacidad de respuesta, es decir, la activacion de estas células
estd a cargo de distintos receptores de la membrana celular que disparan cascadas de
sefializacion intracelular altamente reguladas, Los receptores responsables de reconocer
especificamente el antigeno juegan un papel central en la activacion de células del
sistema inmune y pertenecen a la familia de los inmunoreceptores. Entre los miembros
de esta familia se incluyen al receptor para el antigeno de células T (TCR), al receptor
para el antigeno de células B (BCR), a distintos receptores para las porciones Fc de las
inmunoglobulinas (Igs) y a receptores de citotoxicidad natural (NCRs) (8, 9). Sin
embargo, si bien la interaccién de los inmunoreceptores con su antigeno especifico es el
detonador de un elaborado proceso de activacidn, se requieren también las sefiales
generadas por la interaccion de otros receptores de membrana con sus respectivos
ligandos para lograr que la célula se comprometa plenamente para diferenciarse y generar
funciones efectoras como secrecién de citocinas, actividad citotoxica o produccién de
anticuerpos. En conjunto, las sefiales generadas por las moléculas coreceptoras modulan
las distintas repuestas celulares, modificando ya sea cuantitativa o cualitativamente las
sefiales intracelulares que se generan a través de los inmunoreceptores.

En linfocitos T, la funcion especifica de las moléculas accesorias, o moléculas
coreceptoras es compleja ya que algunas de ellas forman parte del aparato de sefializacion
normal del TCR (i. e. CD4, CD8 o CD45) mientras que otras favorecen la interaccidn
fisica entre la célula efectora y las células presentadoras de antigeno, a la vez que generan
seflales que pueden modular positiva o negativamente las sefiales del receptor para el
antigeno, asi como sefiales propias. Por ejemplo, las integrinas leucocitarias, al
interactuar con sus ligandos respectivos funcionan tanto como moléculas que regulan la
adhesion como moléculas que suministran sefiales intracelulares que al ser integradas por
la célula, generan una respuesta Gnica. ‘ ’

La molécula CD43, también conocida como leucosmlma o smlofonna, es una

molécula con funciones multiples. Es, junto con 1a fosfatasa CD45, una de las proteinas



mas abundantes de la superificie de los linfocitos T. CD43 se asocio inicialmente con el
sindrome de Wiskott-Aldrich, una inmunodeficiencia asociada al cromosoma X (10). La
expresion deficiente de CD43 en la superficic cclular de linfocitos cn pacientes que
sufren esta enfermedad sugirié que CD43 es una molécula implicada en la activacion
celular de linfocitos T. Sin embargo, ahora se sabe que una mutacién en CD43 no es la
principal causa de csta inmunodeficiencia ya que el gene que codifica para CD43 se
localiza en el cromosoma 16 en humanos y que una mutacién en una proteina intracelular
de 502 aminoacidos, denominada WASP, es la causa de esta enfermedad (11). N
No obstante, hay abundantes referencias que sustentan al papel de CD43 como
una molécula coreceptora. Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales el
dominio intracelular de CD43 se conecta con distintas proteinas de sefializacion se
conocen solo parcialmente. En este estudio, nos hemos propuesto identificar proteinas
que jueguen un papel importante en la via de CD43, lo que permitira entender como su
cascada de sefializacién es ensamblada y como esta puede integrarse con aquella

generada a través del TCR.

1. El complejo TCR-CD3-¢

a) estructura general
Una caracteristica comin de los distintos tipos de inmunoreceptores es que constan de
subunidades de reconocimiento asociadas a un complejo de proteinas que constituyen a
su vez el aparato de sefializacion de estos receptores. Este tipo de médulos se encuentran
en el receptor para el antigeno de células T (TCR); de células B (BCR); asi como en
varios receptores de células “Natural Killer” (NK), algunos receptores para fragmentos
Fc, y otros receptores de células hematopoyéticas.

En la mayoria de los linfocitos T, el TCR-CD3 se compone de seis. C'ldenas
polipeptidicas distintas, las cadenas off o(yd),e,v,8y¢ (Fig. 1). El domlmo ammo
terminal de cada una de ellas estd orientado hacia la parte. extracelular yel domlmo_, '
hidrofébico atraviesa la membrana celular una sola vez. Las cadenas ozﬁ 0 78 pertenecen‘

a la stuperfamilia de las inmunoglobulinas, constituyen la subumdad de reconommlento'
del antigeno propiamente dicho, y son altamente pohmorﬁcas como resultado de la'v

recombinacion somatica de distintos segmentos genetlcos lo que da lugar a un receptor



con caracteristicas clonales. El dominio citoplasmatico de las cadenas of consta de tan
solo 12 aminodcidos por lo que sc piensa que no participa en la transduccion de sefiales

intracelulares.

TCR

T b

L e

Fig.1 Estructura del receptor para el antigeno de células T (TCR)

El conjunto de cadenas invariables constituido por miembros del complejo CD3 y
miembros de la familia de la cadena ¢ forman el aparato de sefializaciéon del TCR (12). El
complejo CD3 se compone de tres cadenas polipeptidicas relacionadas entre si y con
pesos moleculares de entre 20 y 26 kDa (13, 14). Estas cadenas, denominadas CD3-8,
CD3-¢, y CD3-y, presentan dominios intracelulares de entre 79 y 104 aminodcidos, y son
miembros de la superfamilia de genes de las inmunoglobulinas. CD3-8 y CD3-y, son los
unicos miembros del complejo CD3 que contienen unidades de carbohidratos unidos por
cnlaces N-glucosidicos (15). Todos los miembros de este complejo se caracterizan por
tener por lo menos un ITAM, una estructura cuya importancia se describe mas adelante.
Se ha propuesto que los genes que codifican para las cadenas CD3-8 y CD3-ysurgieron
por duplicacién genética hace alrededor de 200 millones de afios (16).

La cadena { es un polipéptido de 16 kDa que existe principalmente como un
homodimero estructural y genéticamente distinto de las cadenas CD3-§ CD3-g CD3~y
(17, 18). La cadena ¢ presenta un dominio extracelular de tan solo nueve aminoacidos
mientras que su dominio citoplasmatico s¢ compone de 122 aminodcidos en ratébn y 113
en humanos. A lo largo de su cola citoplasmica hay seis residuos de tirosina que son

sustratos de cinasas. En su extremo carboxilo terminal existe una secuencia consenso



para la unién de nucledtidos, a través del cual la cadena ¢ puede unir anélogos de GTP
(19). S

Aunque la mayoria de los TCR expresados en la superficie de los linfocitos T
contienen el homodimero ¢, una de las cadenas puede ser substituida por la cadena 7,
producto de un empalme alternativo del gene de ¢, o por la subunidad y del receptor Fc
para IgE (FCe-y) (20). La cadena cadena n es idéntica a ¢, excepto en su extremo
carboxilo terminal, donde el octavo exdn de ¢ es substituido por un exén especifico de n
lo que resulta en un polipéptido de 22 kDa que no contiene el dltimo residuo de tirosina
de Zni un sitio de union a GTP (21, 22). En células murinas, el 5% de los complejos
TCRs contienen el dimero gn (23) mientras que en humanos menos del 0.25% de las
linfocitos T presentan este dimero (24).

El dominio transmembranal de la cadena { y el de la subunidad y del receptor
FCe—y cs idéntico en un 65% (25). De manera interesante, en ratones deficientes en
montar respuestas citoliticas contra células cancerosas, la cadena { es reemplazada por ¥y,
lo que sugiere que este cambio de isotipo puede contribuir a un fenotipo
inmunodeficiente (26).

A diferencia de los miembros del complejo CD3, la cadena § y sus proteinas
relacionadas no se asocian exclusivamente con el TCR ya que son capaces de
ensamblarse con otros receptores de membrana. Tanto la cadena ¢ y FCe~y se expresan
en células NK donde se ensamblan con la forma transmembranal de CDI16 (27). La
cadena ¢ también puede sustituir a FCe—y en el ensamblado del receptor Fc para IgE (28).
En linfocitos T, la cadena ¢ forma parte de la via de sefializacion de distintas moléculas
de la superficie celular tales como CD4 (29, 30), CD8 (31-33), CDS5 (34, 35), CDS5S (36),
CDS59 (37), and CD43 (38). Consistente con esta idea, se han reportado complejos
estables de CD2, CD4, CD5 CDS con ¢l complejo TCR (34).

b) Estequiometria y ensamblado
El complejo TCR se caracterizé inicialmente como un complejo macromolecular
compuesto de siete cadenas polipéptidicas en el cual cada subunidad estaba presente en
una sola copia con la excepcion del dimero ¢ Sin embargo, multiples lineas de

investigacion ahora sugieren que existen dos subunidades CD-¢ por receptor (39-41).



_Estudios adicionales sugieren que el TCR puede ser visto como un complejo formado por

cuatro dimeros estables: las cadenas aff, CD3-8¢, CD3-1e y{¢ (40). Este modelo de
octimero, sin embargo, es dificilmente visualizado por estudios de
coinmunoprecipitacon, en donde los complejos purificados a partir de la membrana
celular utilizando anticuerpos anti-5 o anti-y contienen CD3- § pero no CD3-yy viceversa
(42). Ya que las subunidades CD3-§ y CD3-y estdn muy relacionadas entre si, y
ademas asociadas con CD3-g, es probable que CD3-8 y CD3-y puedan sustituirse
mutuamente durante el ensamblaje del receptor. Sin embargo, también es posible
considerar otros modelos del complejo en donde el TCR pu‘e'da visualizarse como un
complejo altamente ordenado con mds de un dimero off o 'CC.'.

El proceso de ensamblaje del TCR comienza en 'el"reti‘culo endoplasmico con la
formacion de los dimeros CD3ve y CD38e. El dimero CD3ye'se aparea con la cadena
TCR-B y el complejo CD36e se aparca con la cadena TCR-o. a través de los aminoacidos
cargados positivamente presentes en sus dominios transmembranales. El apareamiento
individual de las cadenas TCRa y TCRP con los dimeros CD3 minimiza la repulsion de
cargas cntre las dos cadenas del TCR antes de formarse el enlace disulfuro entre ambas.
El homodimero £ es el ultimo componente en sumarse al complejo parcialmente
ensamblado antes de transitar hacia ¢l aparato de Golgi.

Cuando el ¢cDNA que codifica para cada uno de los componentes del complejo
TCR se transfecta simultineamente en células que no son linfocitos T, por gjemplo,
fibroblastos, el complejo CD3 y la cadena ¢ son suficientes para permitir la expresion del
complejo TCR en la superficie celular (22, 43). En hibridomas, la expresion del TCR en
la superficie celular esta limitada por la cantidad de ¢ sintetizada. Complcjos parciales,
que carecen de ¢ pueden ensamblarse y salir del reticulo endopldsmico, pero son
rapidamente degradados en compartimentos lisosomales (44-46) mientras que las
subunidades individuales y otros complejos parciales son degradados en reticulo

endopldsmico (47).



II. Los ITAMs y la seiializacion en células del sistema inmune

Como ya se mencion¢ anteriormente, una caracteristica estructural comiin a los médulos
de sefializacion encontrados en los distintos tipos de inmunoreceptores es la presencia de
una o mds copias de un dominio de sefalizacién denominado ITAM, por sus siglas en
inglés (Inmunoreceptor Tyrosine Activation Motif), cuya sccuencia consenso es
Y XXL/(Xe6.5)YXXL/1, donde X denota cualquier aminoécido (48, 49). La firma de este
dominic estd constituida por dos residuos de tirosina que son sustratos de miembros de la
familia de cinasas de tirosina de Src (ver mds adelante). La familia de proteinas que
cotienen uno o mas ITAMs incluye a las cadenas CD3y, CD38, CD3e y las cadenas
¢, asociadas al TCR; las cadenas Iga e Igf asociadas al BCR; la cadena FceRIB; la cadena
v asociada a los receptores FceRl-, FeyRI-, y FeyRIll; DAPI2; y varias moléculas

transmembranales codificadas por virus (50)(Fig. 2).

NKr FcR

ITAM

Fig.2 Proteinas de superficie que contienen I'TAMs.

Los ITAMs ocupan una posicion clave en la propagacion de cascadas de
sefializacion intracelulér en respuesta a la unién del receptor con su antigeno especifico
(50, 51).. En general, .uno de losbi/et:int.ors‘j més tempranos que resuitan de la: unién del
receptor con su ligando, es la tbsfofilét’c%iéﬁdéglds residuos de tirosinas presentes en los
ITAMs. Dependiendo del estado”dé‘nﬁiduracic/’)n de la célula, asi como del tipo cclular,

estas cascadas de sefializacion culminan en distintas respuestas celulares tales como




diferenciacion, muerte celular programada, sobre vivencia o desempeiio de funciones
efectoras que comprenden la produccion de citocinas o actividad citotdxica.

En el caso de los ITAMs presentes en el complejo CD3 y en la cadena ¢, la
fostorilacion de estos residuos de tirosina conlleva al reclutamicnto y activacién de las
cinasas de tirosina de la familia Syk, ZAP-70 y Syk. A su vez, la activacion de estas
cinasas permite el reclutamiento y fosforilacién de multiples proteinas de sefializacion
involucradas en conectar al receptor con una cascada de sefializacion y subsecuentes
funciones efectoras (52). Se ha sugerido que una posible funcién de estos complejos
multi-ITAM es la de facilitar la amplificacion dc Ia sefial que se transmite a través de
estos receptores, al incrementar la concentracion local de proteinas efectoras (53, 54).
Alternativamente, se ha propuesto que la presencia de multiples ITAMs permite que un
receptor se acople a distintas cascadas de sefializacion iniciadas por la unién diferencial
de cada ITAM con diferentes moléculas de sefalizacion, lo que induciria sefiales
intracelulares que difieran de manera cualitativa (54-57). Se ha demostrado que todos los -
ITAMs del complejo CD3-¢ reclutan a la cinasa ZAP-70, pero que también pueden
asociarsc diferencialmente con la cinasa Fyn, las proteinas adaptadoras She, Grb-2 o la
subunidad p85 de la PI3-K (56, 57). Sin embargo, debido a que la mayoria de estas
asociaciones adicionales se ha demostrado in vitro, queda aOn por determinar la
relevancia funcional i1 vivo de estas asociaciones alternativas.

El papel funcional de los ITAMs en la sefializacion del complejo TCR ha sido
estudiado mediante el empleo de distintas mutantes del complejo CD3 o de la cadena ¢
que carecen de uno o mis ITAMs, En ratones deficientes para el genc que coditica para
la cadena ¢, la expresion del TCR en la superficie de los timocitos disminuye; ademas
estos animales tienen canticlades reducidas de timocitos y de células T periféricas, lo que
sugiere deficiencias en los mecanismos de seleccion positiva (53, 58). Mas aun, cuando
se examind la especificidad de los TCRs presentes en la superficie de las células T
maduras de estos ratones, se¢ encontrd que los TCRs son autoreactivos, 1o que también
sugiere deficiencias en los procesos de seleccion negativa (59). Sin embargo, debido a.
que la expresion del TCR es extremadamente baja en estos ratones, la contribucion..
directa de cada uno de los ITAMs presentes en la cadena ¢ no puede ser evaluada, Para

valorar la importancia bioldgica de cada uno de los ITAMs con mayor precisién, los

11



ratones deficientes en ¢ fueron reconstituidos con transgenes que codifican para cadenas
¢ con tres, dos, uno o ninguno de los ITAMSs presentes en la cadena {. Los cxperimentos
realizados con estos ratones demuestran que la eficiencia de la seleccion positiva o
negativa correlaciona directamente con el numero de ITAMs presentes en la cadena ¢ del
complejo TCR (54, 60). En conjunto, estos datos apoyan la idea de que los distintos
ITAMs presentes en la cadena ¢ regulan de manera cuantitativa la sefializacion del TCR

durante los procesos de seleccion de los timocitos.

El TCR une a sus ligandos dentro de una ventana amplia de afinidades p;)rrl; que

se puede pensar que los distintos ligandos inducen sefiales intracelulares de distinta
intensidad, y que la intensidad de las sefiales se vera reflejada de acuerdo al m'lmero‘de :
ITAMs fosforilados en la cadena ¢. Lo anterior fué demostrado en estudios en los que
diferentes ratones que expresan TCRs transgénicos con especificidades y afinidades
particulares por sus ligandos tienen distintas dependencias por el nimero de ITAMs
presentes en la cadena { durante eventos de seleccién positiva (54). Péptidos que inducen
seleccion negativa pueden inducir seleccion positiva si la fuerza de la seifial generada a
través del TCR cs alterada disminuyendo el niimero de ITAMs presentes en la cadena &.

La contribucion de los ITAMs presentes en la cadena { también ha sido evaluada
en linfocitos T periféricos mediante el empleo de distintas mutantes de la cadena &.
Estudios en donde proteinas quiméricas que consisten del dominio extracelular de CD16
o CD8 fusionado al dominio transmembranal y a una regidn que contiene uno de los tres
ITAMs presente cn la cola citoplasmica de ¢ han demostrado una funcion redundante de
los ITAMs en mediar actividad citolitica, flujos de Ca®" intracelular y reclutamiento de
la cinasa ZAP-70 £ (61). De acuerdo a lo anterior, estos estudios sugieren un papel
redundante de los ITAMSs presentes en la cadena TCR-Z en la sefializacién mediada a
través del TCR en linfocitos T periféricos.

La contribucion funcional de la cadena CD3 ytambién ha sido evaluada a partir de
ratones deficientes en su expresion, Estos animales.se caracterizan por una disminucion
importante en el nimero de timocitos doble positivos y de células T maduras, sugiriendo
que CD3 y juega un papel importante durante las diferentes fases de la seleccidn timica.
Los estudios realizados en ratones deficientes en la expresion de CD3 y pero que son ~

reconstituidos con una cadena CD3y que carece de su dominio ITAM permitieron
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establecer cl papel crucial de CD3 y en mediar cventos de seleccién positiva, aunque su
participacion parece ser dispensable en eventos de seleccion negativa. De manera
interesante, en estos ratones la fosforilacion de las cinasas ERK1/2 y LAT es deficientes
mientras que la de ZAP-70 y JNK no parece verse afectada, lo que sugiere que las
cadenas del complejo TCR pueden inducir diferentes cascadas de sefializacion (62).

A semejanza de lo que ocurre con la cadena CD3-y, un estudio recientc ha
demostrado que las células T de un raton deficiente en la expresion de la cadena CD3-8
no sufren procesos de seleccidn positiva. Ademads en estas células no hay fosforilacion
de la cadena ¢ presente en microdominios membranales ni activacion de las MAPK
cinasas ERK1/2 (63). Interesantemente, el fenotipo normal en estos ratones es
reconstituido con la introduccion de una mutante de CD3-§ que carece no solo de los
ITAMS sino de su dominio citopldsmico. En consistencia con esto datos, ratones con
mutaciones en el dominio o del TCR, requerido para su asociacion con la cadena 8§,
sufren de un bloqueo en la seleccidn positiva (64). Estos hallazgos demuestran no solo la
importancia de los ITAMs en la sefializacion intracelular, sino también la participacion
de los dominios no-ITAMS presentes en el complejo CD3 en detectar o percibir cambios
conformacionales ocurridos durante la interaccion con su ligando. Esta idea ha sido
corroborada por trabajos recientes que demuestran que el reclutamiento de la proteina
adaptadora Nck a la cadena CD3e revela un cambio conformacional de TCR esencial
para la sefializacion intracelular del TCR y establecimiento de la sinapsis inmunologica.
Este cambio conformacional precede cualquier evento de fosforilacién en residuos de

tirosinas mediado por el TCR y es independiente del entrecruzamiento del TCR (65).

IH1I. Eventos tempranos de la seiializacion del TCR

El evento central que conlleva a la activacion y diferenciacion de un linfocito T es la
unién entre el TCR y su antigeno especifico, un;péptido de entre siete .y. doce
aminodcidos - presentado en asociacién con -las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad expresadas en la superficie de células presentadoras de antigeno u
otra célula blanco (Fig. 3). Este evento genera una miriada de sefiales intracelulares en

las que participan segundos mensajeros, cinasas, fosfatasas asi como proteinas



adaptadoras. . En conjunto, estas sefiales regulan la expresién de distintos genes de

acuerdo a los programas genéticos caracteristicos de los distintos subgrupos de células T.

Dada la informacién que tenemos, se intuye que son muchas las cascadas de sefializacion
que se activan, pero los eventos muy tempranos son compartidos por la gran mayoria de

tales cascadas.

Célula T

Seiializacion

APC MHC TCR

Fig.3 Interaccion especifica del TCR con un antigeno presentado por las moléculas del
Complejo Principal de Histocompatibilida (MHC) expresado sobre la superficie de
células presentadoras de antigeno

Uno dc los primeros eventos de la activacion de los linfocitos T en respuesta al
antigeno es la fosforilacion de los residuos de tirosinas presentes en cada uno de los
ITAMs del complejo CD3-{por cinasas de la familia Src, Lck/Fyn. Como ya se
menciond anteriormente, las colas citoplasméticas del complejo CD3 presentan una sola
copia de este dominio, mientras que la cadena { contiene tres dominios ITAMs. A
diferencia de las cadenas del complejo CD3, la fosforilacion de la cadena ¢ resulta en la
generacion de dos isoformas fosforiladas denominadas p21 y p23, las cuales han sido
detectadas en linfocitos T en reposo y activados respectivamente (66). Aunque sc
desconoce el mecanismo exacto a través del cual el reconocimiento del antigeno induce
cstos cventos de fosforilacion, se han propuesto algunos modelos (Fig. 4). Uno de ellos
propone que la yuxtaposicion de Lck con el TCR, mediada por los coreceptores
CD4/CDS8, permite iniciar la fosforilacion del complejo TRC (Fig. 4A). Por otro lado, se
sugicre que la distribucion y ¢l aumento subsecuente en la concentracion focal del

complejo TCR y de varias cinasas junto con la coalescencia de microdominios lipidicos
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hacia estos sitios constituyen el mecanismo de disparo de la activacion celular (Fig. 4B).
Finalmente, se ha sugerido que la exclusion de fosfatasas de la proximidad del complejo
TCR favorece el balance entre fosforilaciones y desfosforilaciones hacia un aumento en -
el numero de proteinas fosforiladas (Fig. 4C). En realidad, es probable que estos™
mecanismos no sean excluyentes entre si, y que todos ellos participen de manera

coordinada en iniciar la cascada de sefializacion a través del TCR (67).

A CD4/8

PT
Pa
sa

Fig. 4 Modeclos a partir de los cuales se explica como se inicia la sefializacion
intracelular a través del TCR

a) Papel de las cinasas de tivosina de la familia Src
La familia Src de cinasas de tirosina estd compuesta por nueve miembros llamados —Src,
c-Yes, c-Fgr, Lck, Fyn, Lyn Hck, Blk y Yrk (68, 69). La estructura primaria de cstas
cinasas estd altamente conservada (Fig. 5) (68). Todas poseen un sitio de miristoilacion
en el extremo amino terminal, el cual se requiere para su asociacion estable con la cara

interna de la membrana plasmatica. Cada una de ellas contiene un dominio unico de 60 a
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80 aminoicidos cuya secuencia es diferente en todos los miembros de la familia, En el
caso de Lck y Fyn, los sitios de interacciones especificas con los coreceptores CD4/CD8
y el complejo CD3-¢ respectivamente se encuentran en la regidon correspondiente a esas
secuencias (29, 70-72). Estas cinasas pueden asociarse con secuencias ricas en residuos )
de prolina a través de un domino SH3 ubicado en el dominio amino terminal (73). La
presencia de un dominio SH2 favorece las asociaciones con proteinas que contienen
residuos de tirosina fosforiladas. En el extremo carboxilo terminal sc ubica el dominio
catalitico, el cual conticne los sitios de union a ATP y de autofostorilacion. Por ultimo,
también en el extremo carboxilo terminal, se encuentra un residuos de tirosina (Tyrm)
cuya fosforilacion regula de manera negativa la funcién de cinasa, y constituye el

principal sitio de fosforilacion in vive (74-77).

Lck
[unico ] sz § su | - " Cinasa @
vaos Y505
Fyn
[ unico | stz | sus | . Cinasa _‘@
Va7 Y528

Fig. 5 Estructura gencral de las cinsas de la familia Src (Lek v F'vn)

La funcién catalitica de las cinasas de la familia Src estd regulada principalmente
por fosforilacién en residuostirosinas (78). La fosforilacion del residuos de tirosina

395 en Lek y Tyr*2 en Fyn) estd mediada

localizado en el extremo carboxilo terminal (Tyr
por un grupo unico de enzimas, de las cuales Csk es la mejor caracterizada. Csk posee
una cstructura similar a los miembros de la familia Src, pero carece de sitios que sufren
modificacion por lipidos y no presenta un residuo de tirosina en el extremo carboxilo
terminal que regule negativamente su funcion, por lo que es una cinasa constitutivamente
activa (79-83).

La sustitucion de la Tyr*®

en Lck o de la Tyr en Fyn por fenilalanina resulta en

la activacidn constitutiva de cada‘f-una de estas cinasas y puede conferir propiedades

oncogénicas ' si se expresan estas.’ mutantes ‘en celulas de linaje fibroblastico. Se ha

propuesto que la fosfon]acnén en este rc51duo promueve una asociacion intramolecular
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entre el extremo carboxilo terminal y el dominio SH2 de la enzima, lo que la imposibilita
para interactuar con sustratos intracelulares (58, 84). Adicionalmente, la delecidn del
dominio SH2 tiene la capacidad de activar el potencial oncogénico de estas enzimas en
una manera andloga a lo que sucede con la mutacién de la Tyr*® en Lck o la Tyr™® de

Fyn (85, 86).

ii) p36't |
Lck es una proteina de 56 kDa que se expresa exclusivamente en células de origen
linfoide (31, 87). Lck es abundante en todas las poblaciones de linfocitos T maduros asi
como en todos los subgrupos de timocitos (31). Se expresa tambien en niveles altos en
células NK (88) y células B activadas (89).

Lck estd fisica y funcionalmente asociada con CD4 'y CD8 (72). Se estima que
tanto en linfocitos T maduros como inmaduros entre el 50 y 90% de la Lck celular total
esta establemente unida a CD4, mientras que una fraccion menor (10-25%) estd asociada
con CD8 (31).

Como se mencioné anteriormente, la funcién de Lek estéd regulada principalmente
por fosforilacién en tirosinas y su actividad catalitica es reprimida por fosforilacion de la
Tyr*® ubicada en ¢l extremo carboxilo terminal (67, 90-93). El cstado de fosforilacién
de esta tirosina es el resultado del balance de las funciones opuestas entre la cinasa Csk y
de CD45, una fosfatasa de tirosinas expresada abundantemente en células
hematopoyéticas. La capacidad de CD45 para desfosforilar la Tyr’®® de Lck se ha
demostrado por analisis en lineas celulares deficientes en CD45, en donde la fosforilacion
de la Tyr’® csta aumentada con respecto a la observada en lineas silvestres (76, 94).
Debido a que lineas celulares carentes en CD45 muestran una sefializacion deficiente a
través del TCR, se piensa que la desfosforilacion de Lck mediada por CD45 sea un
requisito para iniciar la cascada de sefializacion a través del TCR (75, 77, 95-98).

El sitio de autofosforilacién de Lck, la Tyr**

, no se observa significativamente
fosforilado en células T en reposo, pero es rapidamente inducido en respuesta al
entrecruzamiento de CD4 (33). Asi mismo, se nota un aumento en la fosforilacidon de la

5

. 9 L T :
Fyr:m, cuando se expresan mutantes de Lck en las que la ’I‘yr50 se muta en lineas

celulares de fibroblastos (32). Ademas de ser-un:marcador de activacién de Lck, la

17



Tyr394

sustituida por un residuo de fenilalanina no fosforilable, Lck pierde la capacidad de

parece contribuir a la activacién enzimatica de Lck ya que cuando la Tyr** es

aumentar la capacidad de respuesta de las células (85).
La activacién de células T a través de un estimulo fisioldgico o bien mediante el
empleo de anticuerpos anti-TCR o lectinas induce la fosforilacién de Lck en por lo menos

dos residuos de serina, la Ser®? yla Ser‘w, localizados en el extremo carboxilo terminal de

Lck (31, 87). Recientemente se ha demostrado que la fosforilacion de estos residuos de

serina por miembros de la familia de las MAP cinasas constituye una retroalimetacion
positiva de la sefializacion a través del TCR, y parece permitir discriminar entre
respuestas inducidas por ligandos agonistas y agonistas parciales.

Las interacciones intra e intermoleculares de Lck regulan la funcionalidad de la
enzima. La asociacion entre el dominio SH2 de Lck y la Tyr’® situada en el extremo
carboxilo terminal es de baja afinidad, y la interaccién de los dominios SH2 o SH3 de
Lck con secuencias de mayor afinidad, presentes en otras proteinas desplaza la
interaccion del dominio SH2 de Lck con su Tyr5°5 (97, 99). La actividad enzimdtica de
Lck puede regularse independientemente del estado de fosforilacion de la Tyr’® pero
depende de la interaccidn de Lck con proteinas fosforiladas en tirosinas. Este mecanismo
de activacion se ve cjemplificado durante el reclutamiento de Lck a los sitios de adhesion
focal mediados por integrinas, donde su asociacion con la cinasa de adhesion focal FAK

estimula la actividad enzimatica de Lck, independientemente del estado de fosforilacion

de la Tyr*® (99).

iii) ps9*"
Fyn cs una proteina cinasa de 59 kDa que se expresa en células de origen neuronal y
hematopoyético (100). Como consecuencia de un empalme alternativo, existen dos
isoformas de Fyn. Mientras que la isoforma mads convencional, FynB, es detectada
principalmente en cerebro, el producto alternativo, FynT, se acumula en células dely‘linaje
hematopoyético, especialmente linfocitos T. Estas dos isoformas difieren excluéivamente :
en una secuencia de 50 aminodcidos, localizada en el extremo del dominio: SH2 y el

principio del dominio catalitico.



Fyn se expresa poco en timocitos dobles positivos CD4"CD8"; sin embargo, su
expresion se incrementa cn distintos subgrupos de linfocitos T maduros (101). La
participacién de Fyn en las sefiales de linfocitos T generadas a través del TCR se infiri6 a
partir del hallazgo de que pequefias cantidades de Fyn estn asociadas al complejo TCR™
en lisados de células T maduras obtenidos en presencia de detergentes suaves (71).
Aunque la naturaleza de esta interaccion aun aguarda una determinacion exacta, los
experimentos in vitro sefialan que estd mediada por lo diez primeros aminoacidos de Fyn
y los dominios citoplasmaticos del complejo CD3 y de la cadena ¢ (70). ”

La contribucién de Fyn a la sefializacion del TCR se ha establecido a partir de’
distintos estudios. En ratones transgénicos que sobreexpresan Fyn en el timo, se‘:‘
encuentra un incremento en la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina,
movilizacién de Ca®" intracelular y la produccién de IL-2 en repuesta al entrecruzamineto
TCR (101). Por lo contrario, los timocitos de un ratén transgénico en los que se expresa’
una dominante negativa de Fyn, las respuestas mediadas por ¢l TCR se atentian (101). La
perdida de expresion de Fyn mediante recombinacion homdloga en células progenitoras
embrionarias resulta en una respuesta pobre, lo que sugiere que la presencia de Fyn es
necesaria para una respuesta optima de timocitos en respuesta a las sefiales del TCR. Sin
embargo, la ausencia de expresion de Fyn no afecta el desarrollo de células T maduras
(102, 103).

Dc manera similar a Lck, la funcion catalitica de Fyn estd regulada por
fosforilacién en tirosinas. La fosforilacién de la Tyr**® de Fyn, localizada en el extremo
carboxilo terminal, regula negativamente la actividad catalitica de la enzima. Por lo
contrario, la desfosforilacion de esta tirosina por CD45 incrementa la actividad catalitica
de la enzima. Ya que Fyn puede estar asociada con el complejo CD3 y de la cadena g, se
ha propuesto que la actividad catalitica de Fyn se estimula en respuesta a la interaccion
del TCR con su ligando. El entrecruzamiento del TCR en la superficie celular con
anticuerpos anti-TCR induce un ligero, pero reproducible incremento en la actividad
catalitica de Fyn (91), Alternativamente, y al igual que Lck, la actividad catalitica de Fyn
puede ser regulada independientemente del estado de fosforilacidén de la tirosina presente
en el extremo carboxilo terminal de estas enzimas(99). La interaccion del dominio SH3

de Fyn con el dominio SH2 de la proteina adaptadora SAP, induce un cambio
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conformacional de la cinasa Fyn que permite su activacion al quedar expuesto el sitio
catalitico de la enzima (104).

Como en ¢l caso de Lek, Fyn contribuye a la sefializacion temprana inducida por
el TCR. Sin embargo, queda por esclarecer si Fyn y Lck ejercen las mismas funciones en
células T. Mientras Lck es esencial para la funcionalidad tanto de linfocitos T inmaduros
como maduros, la participacion de Fyn parece estar restringida a subgrupos de linfocitos
T maduros. En respuesta a las sefiales del TCR, es probable que mediante la
fosforilacion de los ITAMs presentes en la colas citoplasmaticas del complejo CD3-
¢, Lck y Fyn funcionen en paralelo, iniciando cascadas de sciializacién independientes.
Alternativamente, es posible que estas dos cnzimas funcionen a distintos niveles dentro
de la cascada de seiializacion inducida por el TCR. Consistente con la segunda
posibilidad, se ha reportado que Fyn pero no Lck, permite la sefializacion a partir de
TCR-¢ expresada en células no linfoides tales como las células Cos-1 (105).

A pesar de que Lck y Fyn pueden inducir la fosforilacion in vitro de los ITAMs
presentes en el complejo CD3-¢, los estudios realizados en una linea celular deficiente en
la expresion de Lck mdas no de Fyn, células JCaM, seiialan que la fosforilacion en
tirosinas de la cadena ¢ es minima y que la fosforilacion de ZAP-70 es pricticamente nula
(1006). Estos datos sugieren que Lck parece ser la cinasa que induce la fosforilacion en
residuos de tirosina de la cadena £. Fyn por su parte, parece inducir sélo cierto grado de
fostorilacion de la cadena £ en ausencia de Lck, pero es incapaz de compensar la ausencia
de ésta (106). Por otra parte, la fosforilacion de la proteina adaptadora SLP-76, las vias
de las MAPK cinasas y la de los fosfoinositidos asi como la expresion de CD69 y la
activacion de NF-AT parccen ser normales en estas mismas células (107), sugieriendo
quc Fyn puede mediar una via de seilalizacidon alternativa a través del TCR,
independiente de §{ y de ZAP-70. Es posible pensar que distintos fenotipos podrian

resultar del uso alternativo de Lck o Fyn en respuesta a las sefiales del TCR.

b) RLgulacmn y funcmn delas cinasas de la famtla Syk.
La hmlha dc cmaszm de la familia Syk se caracterlzd por la presencia de dos dominios
SH2 en scne que preceden un dommlo cntahtxco d]tamente conservado (Fig. 6) (108).

Mlentlas ZAP-70 es una proteina exprcsada excluswamente en linfocitos T y NKs, Syk
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parecer estar expresada abundantemente en linfocitos B, y otros tipos celulares

incluyendo linfocitos T, plaquetas y células mieloides (109, 110).
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Fig. 6 Estructura general de la cinsas de la familia Svk (ZAP-70 v Syk)

Una de las principales funciones que cumple la fosforilacion de los ITAMs en las
colas citoplasmicas de los inmunoreceptores es la de generar sitios de union para
proteinas con dominios SH2 (52, 66, 67). ZAP-70 es una de las principales proteinas
reclutadas al complejo CD3-{ en respuesta al entrecruzamiento del TCR en la superficie
celular. Debido a la presencia de diez ITAMs dentro del complejo CD3-¢, se pueden
reclutar potencialmente hasta diez moléculas de ZAP-70. Se desconoce si existen
diferencias en el numero de moléculas ZAP-70 asociadas al complejo CD3-
¢ reclutadas en respuesta a distintos estimulos, y si esto contribuye con diferencias

cuantitativas o cualitativas a la sefializacién a través del TCR.

i) La cinasa ZAP-70 ‘

La funcién crucial de la ;cin'asa'fZAP-70 en la sefializacion intracelular de
linfocitos T ha sido demostrada a partir de estudios realizados en ratones deficientes en
ZAP-70 y en humanos que padecen de una:deficiencia genética en esta cinasa. En
humanos, la carencia de ZAP-70 en humanos conlleva a una inmunodeficiencia
caracterizada por la ausencia de células T CD8" y células T CD4" maduras (108). Los
ratones deficientes en la expresion de ZAP-70 son también deficientes en la produccién

de células T CD4* mientras que no muestran deficiencias-en.células NK (111). Por otro
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lado, los ratones deficientes en la cinasa Syk mueren in utero debido a una hemorragia
masiva, mientras que ratones RAG™" reconstituidos con células de higado fetal de ratones
deficientes en Syk no desarrollan linfocitos B ni algunas células T 8" intracpiteliales
(112). En estos ratones, la mayoria de las células T, asi como otros tipos de leucocitos,
parecen ser normales, lo que sigiere que la cinasa Syk no es esencial para el desarrollo de
linfocitos Tap®. |

Con la reciente caracterizacion de una linea celular deficiente en la expresmn de
ZAP-70 (P116), se ha confirmado el papel de ZAP 70 en medlar dos eventos claves en la
sefializacion intracelular de linfocitos T a través dcl_TCR'. El pmmero, como cinasa
importante para mediar la fosforilacidén de LAT, PLC72,’y'.SLP-76, y el segundo, como
una molécula indispensable para mediar la movilizacién de Ca®", la activacién del factor
de transcripcion NF-AT y la produccién de 1L-2,

El estimulo a través del receptor para el antigeno resulta en la fosforilacion de
ZAP-70 en multiples residuos de tirosina. Entre las tirosinas que regulan de manera
positiva la actividad de ZAP-70 se encuentran las Tyr’'>, la cual recluta a Vav, y la
Ty,

a través de su dominio SH2, a esta tirosina es crucial para cstimular la actividad de cinasa

; cuya mutacidn inhibe la actividad catalitica de ZAP-70. El reclutamiento de Lck,

de ZAP-70. En contraste, la Tyr*®? regula de manera negativa la actividad de ZAP-70 al
favorecer el reclutamiento de Cbl, una molécula adaptadora que regula negativamente la
sefializacion a través del TCR. La actividad de ZAP-70 es ademas regulada
negativamente por fosforilacién en la Tyr*??, la cual afecta la actividad intrinseca de
cinasa de ZAP-70, y por fosforilacion de la Tyr**® en el extremo carboxilo terminal de

ZAP-70 (66).

c) LAT en la via de venaltzauon (Iel TCR

LAT (previamente 1dent1ﬁcada : como pp36/38) es - una - proteina adaptadora

transmembranal expresada en celu as -»NKs celulas cebadas y plaquetas, blanco de
fosforilacion por la cinasa ZAP 70 La fosfonlacmn en tirosinas de LAT permite el
reclutamiento de diversas protemas a la: membrana celular; estas proteinas incluyen a
PLCy2, Gbr2, Grap y p85, asi como a _proteinas que se unen al dominio SH3 de Grb2,

Sos, ¢-Cbl y el complejor-SLP'-76-Vav. LAT es una proteina que ademds de estar
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fosforilada, es palmitoilada, lo cual permite su asociacion constitutiva con microdominios
lipidicos ricos en glucolipidos, a la vez quc favorece su fosforilacion y reclutamiento de
proteinas clave (66). Estudios realizados en lineas celulares deficientes en la expresion
de LAT (JCaM.2) han demostrado que LAT es esencial para acoplar al TCR con las vias
de PLCy2-Ca®" y Ras. Asi mismo, estos datos sugieren que la activacion deficiente de las
vias de Ras y los flujos de Ca®* que se observa en lineas celulares deficientes en ZAP-70
puede atribuirse a una ausencia cn la fosforilacion de LAT y consecuentemente a una

falla en el reclutamiento de PLCy2, Grb2-Sos y el complejo SLP-76-Vav.

d) Vav, un conector de la seiializacion del TCR con el citoesqueleto
Al interactuar con células presentadoras de antigeno, los linfocitos T sufren dramaticos
cambios de forma a través de los cuales las células se polarizan. La polaridad celular
depende de rearreglos del citoesqueleto, y es el resultado de multiples eventos altamente
rcguvlados en tiempo y espacio por numerosas moléculas. Vav es una proteina de 95 kDa
que contiene distintos dominios que regulan las interacciones proteina-proteina tales
como un dominio con homologia a calponina (CH), que se une a actina filamentosa; un
dominio con homologia a Dbl (DH), que induce el desplazamiento de GDP en GTPasas
de la familia Rho; un dominio con homologia a pleckstrina (PH), un dominio de unién a

fosfoinositidos; y un dominio SH2 flanqueado por dominios SH3 (113, 114).
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catalitica Tepresion reclutamicnto

Fig. 7 Estructura general del GEF VAV

Inicialmente, Vav de identificé como una proteina fosforilada en tirosinas en
respuesta. al entrecruzamiento del TCR y BCR (115). Tanto Lck como Fyn pueden

inducir la fosforilacidn en tirosinas de Vav in vitro,lo quev'estimula la actividad de GEF
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de Vav (116). Sin embargo, existe evidencia de que miembros de ia familia Syk también
pueden inducir la fosforilacion en tirosinas de Vav, Vav puede unirse a ZAP-70 y a Syk
a través de su dominio SH2, el cual reconoce la Tyr3l5 de ZAP-70 y probablemente la
Tyr*! de Syk. La mutacién de la Tyr*'® de ZAP-70 inhibe su asociacién con Vav asi
como la sefializacion del TCR, lo que sugicre que la asociacidon de Vav con ZAP-70 es
significativamente funcional (117). Sin embargo, la fosforilacion de Vav mediada por
ZAP-70 o Syk no se ha demostrado in vivo.

Ademas de asociarse con miembros de la familia de Syk, Vav también puede
asociarse con SLP-76 fosforilada en residuos de tirosina. La coexpresion de Vav y SLP-
76 en células Jurkat resulta en un incremento sinérgico de la actividad transcripcional de
NF-AT, implicando una relacion funcional entre Vav y SLP-76 (118). Asi mismo, la
asociacion funcional entre Vav y PI3-K también ha sido sugerida ya que la actividad de
Vav puede ser modulada por los productos de P13-K. )

En células T deficientes en la expresion de Vav, la fosforilacion en tirosinas del
complejo CD3, de la cadena y de ZAP-70 asi como el reclutamiento de moléculas que se
encuentran rio abajo tales como las MAP cinasas es normal en respuesta a las sefiales del
TCR (1i4). Por otro lado, en ausencia de CD45 o de Lck, la activacion de NF-AT
dependiente de Vav cn respuesta a las sefiales del TCR es abolida (119), mientras que la
sobreexpresion de Vav resulta en un incremento en la actividad transcripcional de NF-AT
en condiciones basales asi como en respuesta al TCR. En conjunto, estos datos sugieren
que la actividad de Vav depende de los elementos de sefializacion tempranos del TCR.

Vav es un factor intercambiador de nucledtidos de guanina para GTPasas de la
familia Rho, implicadas en la regulacion de la organizacion del citoesqueleto de actina.
Los timocitos y linfocitos T provenientes de ratones Vav’™ muestran deficiencias en la
capacidad de oligomerizar y formar agregados (Caps) del TCR 1o que sugicre que Vav cs
un elemento importante para inducir la reorganizacion del citoesqueleto necesaria para la
redistribucion del TCR en la superficie celular, y en la formacién de la sinapsis
inmunolégica (114).

En resumen podemos decir que Vav es un factor que promueve el intercambio de
nucledtidos de guanina para GTPasas de la familia Rho y -estd implicada en regular la

reorganizacion del citoesqueleto de actina. Aunque Vav parece no ser esencial para
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mediar las sefiales tempranas que emanan del complejo. TCR, Vav es importante para la -

produccidn de IL-2, proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T.

IIT CDA43, una molécula co-receptora

a) Estructura y distribucion
Como se menciond anteriormente, las sefiales que resultan de la interaccidn del complejo
TCR con su antigeno, presentado por las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad, no son suficientes para comprometer a un linfocito T en generar
funciones efectoras. La participacion de otras moléculas de la superficie celular
conocidas como moléculas accesorias o coreceptoras que generan sefiales adicionales que
se suman a aquellas generadas por el TCR, permite no solo generar funciones efectoras
sino también modular las distintas respuestas en las que participan los linfocitos T. Esta
vision de la activacion celular ha dado lugar al “modelo de las dos sefiales” para la
activacion de linfocitos.

La hipdtesis en la que se basa cste modelo fue inicialmente propuesta para
explicar como los linfocitos B discriminan entre lo “propio” y lo “no propio”. Este
modelo propone que las sefiales resultantes de la interaccion del receptor con su antigeno
generan tolerancia, un estado conocido como anergia, mientras que la sefial generada a
través del receptor para el antigeno, acompaiiada de una segunda sefial resulta en la
activacion celular (120, 121). Posteriormente, se sugirio que este modelo también podria
aplicar para la activacion de linfocitos T (122). Actualmente, el papel de las moléculas
co-rcceptoras en generar sefiales que contribuyen a la modulacién de aquellas del
receptor para el antigeno es ampliamente aceptado. Las funciones de las moléculas co-
receptoras son muy variadas. Entre las mds abundantes se encuentran CD43 y CD45, ya
que se ha calculado que CD43 ocupa el 28% de la superficie de un linfocito T y CD45 el
23%.

CD43 es una proteina transmembranal de tipo [ coh alto ‘grado de glucosilacion.
Codificada por un solo gene presente en ¢l cromosoma 16 de humanos CDA43 se expresa
en todas las células de origen hematopoyético con excepcxon de entrocxtos y células B no

activadas (123-126). CD43 esta constituida por'tres domlmos bien definidos. Un



dominio extracelular compuesto de 235 aminodcidos, de los cuales uno de cada cuatro
son prolinas, serinas o treoninas. La prolina proporciona rigidez a la molécula mientras
que los dos dultimos residuos establecen uniones O-glucosidicas con la N-
acetilgalactosamina. La adicion de un residuo de galactosa y dos de acido sidlico da =
lugar a la presencia de 80 a 90 unidades de tetrasacarido del tipo mucina (Fig. 9) (127-
129). El dominio transmembranal consta de 23 aminoacidos mientras que el dominio

citoplasmico se compone de 123 aminoacidos (130-132).

CD43 CD43
115kDa 130 kDa O GalNAc
1
] s P OL ™ Gal
R £} Sialic
s dOLIC) % A GlcNAc
{:} Serd]
235aa | | % [ :%
Tetrasacaridos | Hexasacaridos

23 aa
EM EM
EM . 1 Em
S {s';;
123 aa T t]‘
S S

Fig. 8 Estructura de la molécula coreceptora CD43

El dominio citoplasmatico de CD43 carece de actividad enzimatica pero resaltan
un dominio rico en prolinas, dos secuencias consenso para:la interaccion con proteinas

del citoesqueleto de la familia ERM (133-135), la presencia: de residuos de serina y
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treonina fosforilables en respuesta a PMA, siendo probablemente algunas de las serinas
blanco de PKC (Fig. 8) (130-132). El dominio citoplasmatico de CD43 de humano, ratén
y rata presenta una homologia del 72%, lo que sugiere que este dominio es altamente
conservado en mamiferos (130, 132).

En individuos sanos, se han reportado principalmente dos isoformas de CD43,
una de 115 kDa y otra de 130 kDa. La isoforma de 115 kDa se expresa
preferencialmente en timocitos, linfocitos T CD4" en estado de reposo, monocitos y
células precursoras de eritrocitos. La isoforma de 130 kDa se expresa en plaquetas,
linfocitos B activados, linfocitos T CD4" activados, linfocitos T CD8" y neutrofilos (125,
136-139). La isoforma de mayor peso molecular resulta de cambios en el patron de O-
glicosilacidn, en parte debido a una mayor expresion de la enzima C2GnT en células
activadas, la cual adiciona residuos de N-acetilglucosamina y fucosa a los tetrasacdridos
presentes en la isoforma de menor peso molecular (Fig. 8) (137, 138, 140). Sin embargo,
en la superficie de una misma célula se pueden expresar mds de una isoforma
simultaneamente (141, 142).

Debido al alto contenido de residuos de prolina y al elevado grado de
glicosilacion y de cargas negativas, el dominio extracelular de CD43 adopta una
conformacién extendida. Estudios de microscopia electronica revelan que CD43 se
proyccta 45 nm desde la superficie celular, lo cual la hace ser una de las protcinas de
mayor tamafio de la superficie celular (Fig. 9) (132). Ademads, cl dominio extracelular de
CD43 puede sufrir modificaciones por suifatacién (143). La glucosilacion y sulfatacion
de las proteinas de la superficie celular participan de manera importante en eventos de
reconocimiento celular, por lo que es posible que a través de este tipo de modificaciones
post-traduccionales, CD43 regule eventos de adhesion celular. La presencia de epitopes
sialyl-Lewis x (sLe) en el domino extracelular de CD43 sugiere que esta molécula
podria unirse a moléculas semejantes a lectinas tales como P- y E-selectinas (129, 144).
Sin embargo, se ha propuesto que esta funcidon  adhesiva de CD43 puede ser
contrarrestada por la presencia de mas de 100 moléculas de acido sidlico cargadas
negativamente (128). Considerando lo anterior y aunado a la abundancia de CD43 en la
superficie celular (~10° moléculas por c'éﬁilé)' (132), es probable que CD43" sea

responsable de regular los primeros contactos-entre las células.
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Fig. 9 Tamaios relativos de distintas proteinas de superficie de un linfocito T

b) CD43 y sus contrareceptores :
La molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) (145), albiimina de suero hufnana
(HSA) (146), galectina-1 (147), las moléculas del complejo princ:_ipal" de
hiscompatibilidad de clase [ (MHC-I) (148) y la sialoadhesina (149) se han identificado
como ligandos de CD43, aunque la relevancia funcional de cada una de estas
interacciones /n vivo aun no se conoce. Esta multiplicidad de ligandos sugiere que las
funciones biologicas de esta molécula pueden estar mediadas por su interaccion con uno

0 mds receptores.

i) ICAM
ICAM-1 es un receptor de adhesion, miembro  de' la superfamilia de las
inmunoglobulinas, ligando de las integrinas leucocitarias LFA-1 (CDl 1a/CD180) (150) y
MAC-1 (CDI11b/CD18) (151).: Estﬁdios previos demostrafon qué la expresion de CD43
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humano en un hibridoma de células T incrementa su capacidad de producir {L-2 en
respuesta a la estimulacion con células Daudi, probablemente como consecuencia de la
interaccion de CD43 con un posible ligando expresado en células Daudi, ademas del
reconocimiento especifico del antigeno (152). El hecho de que la interaccion especifica
de CD43 con células Daudi resultara inhibida por anticuerpos anti-CD43 o anti-ICAM-|,
y que a su vez anticuerpos anti-CD43 o anti-ICAM-I inhibieran las interacciones de
CD43 con ICAM reccombinate sugerian que ICAM-I es un ligando de CD43 y que la
interaccién especifica de CD43 con ICAM-1 puede contribuir al proceso de activacion en

linfocitos T (145).

ii) HSA
La asociacion especifica de CD43 con HSA se demostro por estudios de cromatografia de
al pasar lisados de neutréfilos por columnas de HSA-sefarosa. La interaccion de HSA
con CD43 en la superficie celular de neutréfilos humanos inhibe el “spreading” celular y
el estallido respiratorio en respucsta a TNF-a, sin afectar la adhesion celular. Asi mismo
la unién de HSA con CD43 también inhibe el corte proteolitico de CD43 de la superficie
celular de neutrofilos en respuesta a TNF-o. Estos resultados sugieren que a través de la

interaccion de CD43 con HSA se regulan ciertas funciones celulares en neutréfilos (146).

iii) Galectina-1
La galectina-1 ¢s un homodimero de 14 kDa, miembro de la familia de las lectinas que
presentan un dominio de unidn para carbohidratos como la galactosa (153, 154). La
funcién exacta de la galectina-1 se desconoce, aunque se ha sugerido su participacién en
mediar eventos de adhesidn celular (155, 156). La asociacion de la galectina-1 con CD43
se demostré mediante el empleo de anticuerpos anti-CD43 y anti-galectina-1 los cuales
bloquean la union de linfoblastos T o timocitos a células del epitelio timico. El grado de
union de la galectina-1 a timocitos varia de acuerdo al estado de maduracion de los
mismos, ya que timocitos inmaduros unen mas galectina-1 que los timocitos maduros. Es
probable que la unién preferencial de galectina-1 a timocitos inmaduros refleje
diferencias en los patrones de glucosilacion en ambas poblacibnes de timocitos y que la

adhesién mediada por la interaccion de CD43 con gale'ctiria-l“participe en la maduracién
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de timocitos y que esta interaccidon se regule de acuerdo a la expresion de distintos

epitopes glucosidicos sobre la superficie de los timocitos (147).

iv) MHC
Las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) juegan un papel
7 élave en el procesamiento y presentacion del antigeno. Durante las interacciones entre
células T y células presentadoras de antigeno (APC), la interaccidon del TCR y CD4/CD8
con moléculas del MHC da lugar a una serie de sefiales intracelulares esenciales para
desencadenar el proceso de activacion celular antigeno-especifico. Estudios realizados
con el fin de identificar moléculas involucradas en mediar la adhesion espontinea de
células T y células presentadoras de antigeno, en este caso células dendriticas derivadas
de monocitos demostraron la interaccién de CD43 con moléculas del MHC clase [. La
formacion espontinea de estos conjugados puede ser inhibida preincubando las células
con fragmentos Fab de un anticuerpo monoclonal anti-CD43 o con un anticuerpo
monoclonal anti-MHC-I. Por otra parte, el entrecruzamiento de CD43 en la superficic
celular de células T puede incrementar la afinidad de CD2 por su ligando CD58, y de la
misma manera, sefiales generadas a partir del entrecruzamiento de CD2 puede aumentar
la afinidad de CD43 por MHC-I. Estos resultados sugieren que CD43 y CD2 pueden
ejercer funciones reguladoras entre si y que ambos pares moleculares (CD43/MHC-I y
CD2/CDS8) participan en regular la adhesion celular de linfocitos T con determinados

tipos cclulares (148).

v) Sialoadhesina
En macréfagos, CD43 se ha reportado también como molécula contrareceptora de la
sialoadhesina, un receptor de adhesién de macrofagos implicado en mediar interacciones
con células hematopoyéticas incluyendo linfocitos (149). La sialodhesina es un receptor
de unidn a dcido sidlico; es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas; se
expresa en la superficie celular de macrofagos y participa en eventos de adhesién celular

entre macrofagos y células hematopoyéticas aunque también la sialodhesina puede
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mediar la adhesion entre linfocitos Ty B (157). La asociacién entre CD43 y sialodhesina
sc demostrd por experimentos de coinmunoprecipitacidon a partir de lisados de células
COS transfectadas con CD43 y de linfomas murinos. Su interaccién resulté ser
dependiente de la presencia de acido sialico y especifica de las glucoformas de 115 y 130
kDa de CD43. Estos resultados sugieren que la interaccién entre CD43 y sialodhesina
puede promover las interacciones celulares entre macrofagos y células T.

Es claro que CD43 ¢s una molécula que interactua con mds de una molécula. Sin
embargo, en general, estas moléculas estan restringidas a ciertos tipos celulares y estadios
de diferenciacion, por lo que parece posible que la interaccion de CD43 con cada uno de
sus contrareceptores desencadene respuestas distintas de acuerdo a un programa genético

establecido en cada célula.

vi) CD43 y su interaccion con patégenos
CD43 es también una molécula a través de la cual diversos patdgenos ejercen sus efectos
sobre las c¢lulas hospederas. CD43 promueve interacciones cstables entre micobacteria y
macréfagos, lo cual a su vez resulta en un aumento en la producciéon de TNF-o (158). De
acuerdo a esto, macréfagos deficientes en la expresion de CD43 no producen TNF-o en
respuesta a micobacteria (158). Estos resultados sugieren una relacién funcional entre
CD43, la interaccion de micobacteria a macréfagos y la produccion de TNF-a,

CD43 también sc ha identificado como una molécula reconocida por la
hemaglutinina dcl virus de la influenza A (IAV) (159, 160). La disfuncion de leucocitos
polimortfonuclcares inducida por 1AV parece estar mediada por su interaccion con CD43,
sin embargo, experimentos realizados en células deficientes en CD43 permitirian dar una
mejor conclusidn al respecto. Interesantemente, se sabe que los efectos de IAV sobre la
disfuncion de células polimorfonucleares parecen estar mediadas por pequefias proteinas
G triméricas (161), por lo que estos datos sugicren que por lo menos parte de las cascadas
de sefalizacion inducidas por IAV pueden estar mediadas por CD43. :

La trans-sialidasa es una enzima expresada en la superficie celular -de
Tripanosoma cruzi, un protozoario responsable de la enfermedad de Chagas (162). ‘ Por
estudios de citometria de flujo y de inmunoprecipitacién, se demostr6 que CD43 es un’

ligando natural de la trans-sialidasa (163), una proteina que transfiere residuos de écido
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sialico a glucoproteinas aceptoras semejantes a mucina (164). La interaccion especifica
de CD43 con la trans-sialidasa de Tripanosoma cruzi induce sefiales de coestimulacién en
linfocitos T CD4", lo que resulta en un incremento en la proliferacion celular y e‘ﬁrlar
produccion de citocinas como TNF-o ¢ 1L.-4.

Esos resultados sugieren que a través de la via de sefializacion mediada por CD43,

distintos patogenos pueden egjercer sus funciones sobre las células hospederas y que
interesantemente, las interacciones de CD43 con antigenos de superficie de distintos
patogenos desencadenan distintas respuestas celulares que a su vez son dependieﬁté§ de
cascadas de sefializacion.
Es importante mencionar también que en cstadios asintomaticos, los i}ndivid'u‘os‘
infectados con el virus del HIV desarrollan autoanticuerpos contra una ‘ forma
hiposialilada de CD43 (165, 166) aunque no existe evidencia de que la infeccion por HIV
afecte los patrones de glucosilacién de CD43. CD43 ademds puede potenciar la actividad
transcripcional del virus del HIV en respuesta a sefiales mediadas por el receptor para el
antigeno de células T (TCR). Esfa actividad coestimuladora es dependiente del
reclutamiento de moléculas adaptadoras como LAT y SLP-76, asi como de cinasas de la
familia Src (167).

¢) El Yin-Yang o el raton deficiente en CD43.

Basdndose en lo expuesto anteriormente, CD43 parece regular multiples funciones ya que
se ha asociado con eventos de adhesion, activacidn, proliferacién celular asi como con la
generacion de seiiales que conducen tanto a sobrevivencia como a muerte.

Debido a sus caracteristicas estructurales como son un alto grado de
glucosilacion, la presencia de cargas negativas y la abundancia, se ha sugerido que CD43
es una molécula que regula la adhesion celular tanto de manera negativa como positiva.
La participacion de CD43 en la regulacion negativa de la adhesiéon ha sido demostrada
por estudios in vivo e in vitro en ratones deficientes en la expresion de CD43. Los
linfocitos T de estos animales tienden a formar un nimero mayor de agregados celulares
homotipicos y tienen mayor capacidad de unirse a fibronectina y a la molécula de
adhesién intercclular, ICAM-1 (168). Asimisimo, los estudios de inmunizacion in vivo,

realizados en ratones CD437/ muestran-que la ausencia de CDA43 da lugar a una mayor
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actividad citotoxica de linfocitos T contra células infectadas con vaccinia (168).
Ademais, los linfocitos T de estos ratones proliferan mas en respuesta a estimulos tanto
dependientes como independientes del TCR (168, 169), lo que sugicre que otros
mecanismos diferentes a la accesibilidad del TCR por su ligando son necesarios para
explicar los cfectos de CD43 en linfocitos T.

Por otra parte, los estudios realizados en el raton deficiente en CD43 que expresa
un TCR especifico para el antigeno HY cuestionan las conclusiones anteriores respecto al
papel de CD43 cn la activacion de linfocitos T (170). Los timocitos que expresan un
TCR transgénico para el antigeno HY son seleccionados positivamente en hembras y
negativamente en machos (171, 172). Los experimentos realizados en el raton
transgénico (HY) CD43 /', muestran que los linfocitos T periféricos de estos ratones no
muestran un fenotipo hiper-responsivo en respuesta a mitégenos (170), un fenotipo
asociado previamente con la ausencia de CD43 (168), y ademas que CD43 no es
indispensable en la seleccion positiva o negativa de los timocitos.

Sin embargo, estos estudios no excluyen la posibilidad de que CD43 influencie la
fisiologia de los linfocitos T bajo ciertas condiciones. En este sentido, la ausencia de
CD43 no afecta la repuesta de los linfocitos T CD8" en contra de la infeccidn por el virus
de la coriomeningitis linfocitaria (LCMC), pero la delecion CD43 resulta en un
incremento en el nimero de linfocitos CD8" al dia 15 de infeccion debido a un
incremento en la expresion de Bcl-2 en los linfocitos, lo que resulta en una menor
susceptibilidad a la muerte celular por apoptosis (173). Esta desregulacion en la
homeostasis linfocitaria puede causar mortandad en infecciones de tipo crénico en
ratones deficientes en CD43(173).

Cuando se analizan otras facetas de las repuesta inmune como la migracion
cclular en ratones deficientes de CD43, los resultados demuestran que CD43 es una
molécula con funciones duales. Los ratones deficientes en la expresion de CD43
presentan una mayor migracion de linfocitos T hacia dérganos linfoides secundarios en
respucsta a estimulos quimiotacticos. Este incremento en la migraciéon celular parece
dcberse en parte a un mayor rodamiento y adhesion de los linfocitos T a vénulas
endoteliales (174, 175). Sin embargo, a pesar de sémezis “pegajosos”, los leucocitos del

ratén deficiente en CD43 muestran deficiencias en la infiltracion de tejidos debido a una
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incapacidad de emigrar fuera de la vasculatura (175). Estos resultados sugieren que
CD43 es una molécula que participa en ‘la regulacion de la migracion y de la
extravasacion de los leucocitos.

Los distintos fenotipos observados en el raton deficiente de CD43 sugieren que
esta es una molécula que regula distintas facetas de la respuesta inmune tales como
activacién linfocitaria o migracion celular. CD43 es una molécula que se expresa en casi
todo el linaje hematopoyético por lo que las consecucncias de la ausencia de CD43
deberan de ser evaluadas en otros tipos celulares como células NK y células dendriticas,

en distintos escenarios.

d) CD43 ; la molécula incéomoda o multifacética?

El hecho que distintos mecanismos regulen la expresién o distribucion de CD43, sugiere
que-las funciones de CD43 en la adhesion celular son importantes. El dominio
extracelular de CD43 puede ser cortado de la superficie celular de células cebadas y
neutréfilos en respuesta a PMA o al entrecruzamiento de CD43 (176-178). La presencia
del dominio extracelular dc CD43 en plasma humano sugiere que tal mecanismo ocurre
de mancra natural (179). En neutréfilos humanos, ¢l corte protedlitico de CD43 inducido
por TNF-a puede inhibirse por HSA, lo que resulta e¢n una inhibicion del “spreading”
celular y del estallido respiratorio (146). En una linea celular de células cebadas, el
entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular conlleva a una disminucion en la
expresion de CD43 precedida por una aumento en la expresion de TNF-o e 1L-8 (180).
Por otro lado, el entrecruzamiento de CD43 en células dendriticas derivadas de
monocitos, induce su internalizacién por un mecanismo de endocitosis (181). En
conjunto, estos estudios sugieren que el rasurado de CD43 parecer ser necesario para
lograr una respuesta apropiada de los leucocitos. Otro estudio ha demostrado que en un
hibridoma T, el entrecruzamiento de CD43 o la co-estimulacion a través del TCR y CD43
resulta en una reduccion en la expresion de CD43, lo que correlaciona con un aumento en
la respuesta proliferativa de linfocitos T (169).  Los neutrdfilos de pacientes con
sindromes miclodisplasicos muestran deficiencias en la expresion de CD43 lo quev-‘se ha =

asociado con un fenotipo activado de estas células (182). Otros estudios han demo:stra'do o

que la expresion no regulada de CD43 en linfocitos B resulta en una inmunodeficiencia, a
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pesar de que cste ratén presente un aumento en el numero de linfocitos B en bazo asi
como una menor susceptibilidad de estas células para sufrir apoptosis (183, 184), un
fenotipo similar al que se observa en el ratén transgénico de Bcl-2 (185).

Recientemente se demostré que durante las interacciones entre linfocitos T y
APCs que presentan el antigeno especifico para el TCR, CD43 se excluye del sitio de
contacto por un mecanismo dependiente de las sefiales inducidas por el TCR (186-189).
La relocalizacion de CD43 resultante del contacto entre células T y APCs se asemeja a
aquella que ocurre durante la migracion celular. Durante la migracion de linfocitos T del
torrente sanguinco hacia los sitios de inflamacion, las células adoptan una morfologia
polarizada en donde se distinguen por lo menos dos compartimentos celulares, el
“leading edge” (frentc de movimiento) y en la parte posterior una proyeccién celular
semejante a un pseudopodo llamada “urépodo” (190). Se ha propuesto que la
redistribucion de CD43 hacia el urépodo disminuye los impedimentos estéricos de la
molécula en los sitios de contacto (leading edge) (135, 191, 192), Sin embargo, estudios
en linfocitos deficientes en la expresion de CD43 que son reconstituidos con mutantes de
CD43 que no se relocalizan hacia el uropodo, demuestran que la permanencia de CD43
en el “leading edge” no interfiere con la movilidad celular (192). En conjunto, estos
datos sugieren que la expresion y distribucidn celular de CD43 representan puntos
importantes de regulacion de la adhesion celular.

El hecho de que el dominio citoplasmico de CD43 sea necesario para regular la
redistribucion celular de CD43 implica que ¢l proceso de exclusion de CD43 es activo y
que no es un movimiento pasivo que resulta de su carga y de su tamafio. Se ha propuesto
que la exclusion de CDA43 del sitio de interaccion linfocito T-APC resulta de la
desfosforilacion transitoria de las proteinas ERM, las cuales mantienen a CD43 anclada a
la membrana.

Paraddjicamente, a la vez que CD43 se asocia con la regulacion negativa de la
adhesion celular, numerosos reportes sciialan -que CD43 funciona también como un
receptor que favorece las intcracciones celulares.  El entrecruzamiento de CD43 con
anticuerpos anti-CD43 en la superficie -de células dendriticas derivadas de monocitos
aumenta su capacidad de formar conjugados con linfocitos T (181). Del mismo modo,

anticuerpos anti-CD43 inducen la.agregacién celular homotipica de leucocitos humanos a
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través de mecanismos dependientes e independientes de CD18/CD11 (LFA-1) (193). La
agregacion celular homotipica de timocitos inducida por el entrecruzamiento de CD43 en
la superficie celular es dependiente de un citoesqueleto funcional, lo que sugiere que la
adhesion celular mediada por CD43 es un proceso activo (194), ~ Por otro~lado, ~
anticuerpos anti-CD43 pueden aumentar la adhesién celular mediada a través de
integrinas de linfocitos T a fibras de fibronectina y a las moleculas de adhesién VCAM-1
e ICAM-1 (195). En este mismo sentido, los fragmentos Fab de anticuerpos anti-CD43
dirigidos contra las regiones O-glucosidicas de la molécula previenen la unién de
linfocitos T a APC o células endoteliales, lo que sugiere que el entrecruzamiento de
CD43 y los carbohidratos en unién O-glucosidica son importantcs en la adhesion celular
mediada por CD43 (147, 148)

Ademas de participar en los fendmenos de adhesidn celular, CD43 regula también
positivamente la activacion celular de distintos leucocitos. El entrecruzamiento de CD43
induce sefiales que resultan en distintas respuestas celulares. En células dentriticas, CD43
promueve su maduracion asi como la expresiéon de distintos genes para citocinas tales
como IL-6, IL-12, IL-10 y TNF-0.(2). En células NK, CD43 estimula la secrecién de
distintas quimiocinas como RANTES y la proteina inflamatoria de macréfagos. En cstas
mismas células, la sefializacion a través de CD43 incrementa la actividad citotoxica asi
como su proliferacion (4). En células progenitoras de células hematopoyéticas, el
entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular induce muerte celular a través de un
mecanismo dependiente de la proteina pro-apoptética Bad (196). En células Jurkat, un
anticuerpo contra una forma hiposialilada de CD43 induce muerte ceclular (142).
Intercsantemente, a diferencia de este anticuerpo, otros anticuerpos dirigidos contra
formas normales de CD43 no inducen muerte celular. En células polimorfonucleares, el
entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular induce el estallamiento oxidativo (6).

Parece ser que de acuerdo al nivel de expresion de CD43 en la superficie celular,
las células T CD4" de ratdn, se pueden dividir en dos grupos funcionales. Las células que
expresan niveles bajos de CD43 corresponden a un fenotipo de células no activadas o de
reposo con base a los niveles de expresion de CD62L, CD45RB, y CD44, mientras que

las células CD4" con altos niveles de expresion de CD43 corresponden mds bien a un
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fenotipo de memoria (197). Los altos niveles de expresion de CD43 en linfocitos T de
memoria parecen inhibir la muerte celular inducida por el TCR (198).

En linfocitos T, CD43 promueve la proliferacion y produccidn de IL-2 de manera

dependiente e independiente del TCR. Es interesante notar, que la coestimulaciéon a™ -

través de CD43 y el TCR potencian la proliferacién celular y produccién de [L-2 (152).
Esta funcion coestimuladora de CD43 es ademas independiente de la presencia de CD28,
ya que en ratones deficientes en la expresion de este receptor, el entrecruzamiento de
CD43 en la superficie celular aumenta la proliferacion celular inducida por el TCR (199).
En cste mismo sentido, en linfocitos T intraepiteliales, CD43 potencia la prolitferacion en
respuesta a anticuerpos anti-CD43 (200). Normalmente, los linfocitos intraepiteliales
carecen de la expresion de CD28, por lo que CD43 podria desempeiiar las funciones
coestimuladoras de CD28 en linfocitos T intraepiteliales.

La actividad cocstimuladora de CD43 en linfocitos T es dependiente de la
presencia de su dominio intracelular (152), lo que sugiere que la cola citoplasmatica de
CD43 es indispensable para mediar estos efectos, probablemente a través de una cascada
de sefializacién que se integra con aquella generada a través del TCR. En apoyo a esta
idea, una asociacion dependiente de sefiales mediadas a través de CD43 entre su cola
citoplasmatica y la cinasa Fyn puede inhibirse si se reclutan sefiales dependientes del
TCR (201). Estos resultados sugieren un didlogo entre las vias de sefializacion de CD43 y
¢l TCR.

En conclusion, CD43 es una molécula implicada en regular distintas facetas de la
respuesta inmune en distintos tipos celulares del sistema inmune. Es probable que la
multifuncionalidad de CD43 sea un reflejo de la existencia de distintas isoformas de
CD43 asi como de ligandos descritos, por lo que estudios utilizando los ligandos
naturales de CD43 en los distintos tipos celulares que expresan diferencialmente las

distintas isoformas de CD43 podrian ayudar a esclarecer las funciones de CD43.

¢) CD43y su via de sefializacion
De todos los tipos celulares que expresan CD43, los linfocitos T representan quizas el
modelo celular en donde mejor se ha caracterizado la via de sefializacion de CD43 (Fig,

10). En el dominio*intracelular de CD43 se han idehﬁﬁcadol:tres éitios, de fosforilacién
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por proteina cinasa C (PKC), asi como una secuencia rica en prolinas que muestra
homologia con la secuencia consenso reconocida por dominios SH3 (132). Una
hiperfosforilaciéon de la cola citopldésmica de CD43 asi como su_inhibicién por
estaurosporina, sugieren que micmbros de la familia de PKC estan involucradas en
mediar esta tosforilacion (202).

Los primeros reportes sobre las cascadas de sefializacion reclutadas por esta
molécula han mostrado que en monocitos y linfocitos T, el entrecruzamiento de CD43
induce incrementos en la produccion de diacilglicerol y de fosfatos de inositol,

acompafados de flujos de Ca®" intracelular y activacion de PKCs (203).

CD43

[Ne-AT | [NFxB | -t 1L-2

@{NMM

Fig 10 La via de sefializacion de CD43

En linfocitos T, el entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular induce la asociacion
de la cinasa Fyn con la cola citoplasmatica de CD43; esta interaccion estd mediada por el

dominio SH3 de Fyn y la secuencia rica en prolinas de CD43 (201). Una asociacion
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semejante de la cinasa Lck con la cola citoplasmica de CD43 también ha sido reportada
(38). El entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular induce un incremento en la
fosforilacion en residuos de tirosina de la proteina adaptadora Shce, y el GEF Vav, lo que
permite la formacién de los complejos moleculares She/Grb2/Vav y Vav/SLP-76 (204).
A su vez, la formacion de estos complejos favorecen el reclutamiento de las cinasas
ERK1/2 y la activacion de los factores transcripcionales NF-kB, AP-1 y NF-AT en
respuesta a las sefiales de CD43 (205). En linfocitos T CD4", la interaccién de la trans-
sialidasa de 7ripanosoma cruzi con CD43 induce la translocacion de las MAP‘ciﬁasas :al
nicleo y este efecto puede potenciarse si las seflales mediadas por TCR son reclutadas
(206). »
Recientemente, se ha demostrado la participacion de la molécula adaptadofa Cbl
en la via de scfializacion de CD43. En leucocitos, Cbl es fosforilada trénsitoﬁz‘uﬁ’entév en
residuos _ de tirosina en respuesta al entrecruzamiento .de ',distintos receptores - y
coreceptores incluyendo el TCR, BCR, receptores para Fc; receptores para citocinas’
como 1L-3 o INF-y, CD38, CD28 receptores para integrinas entre otros (207). La
fosforilacion en tirosinas de Cbl es mediada por las cinasas de la familia Syk, aunque no
es claro si las cinasas de la familia Src participan también directamente en csta
fosforilacion (208, 209). La fosforilacion en tirosinas de Cbl resulta en su asociacion con
proteinas como ZAP-70, Syk, Fyn, la cinasa de lipidos PI3-K, el GEF Vav, la molécula
adaptadora Crk (210-214). A través de sus regiones ricas cn prolinas, Cbl también puede
asociarse con Fyn (215) y con las moléculas adaptadoras Grb2 y Nck (216, 217). Por
ultimo la fosforilacion en serinas de Cbl favorece su asociacién con proteinas de la
familia 14-3-3 (218). Esta diversidad de complejos proteicos sugiere que Cbl juega un
papel importante en la sefializacion intracelular. En células Jurkat, la sobreexpresion de
Cbl inhibe la activacion de las MAP cinasas y la actividad transcripcional de AP-1 de
manera dependiente de Ras (219). El fenotipo del raton deficiente en Cbl demuestra que
la ausencia de Cbl incrementa la sefializacion intracelular en linfocitos T tras el.
entrecruzamiento del TCR (220). Sin embargo, Cbl parece ejercer un papel positivo en la
adhesion células mediada por integrinas (221). En conjunto, estos resultados sugiereﬂ
que Cbl es una molécula adaptadora que, dependiendo de la sefial, puede tener ﬁiﬁci:dne‘sf

negativas o positivas.
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A diferencia de las sefiales mediadas por el TCR, las sefiales de CD43 inducen la
fosforilacidn en residuos de serina de Cbl (222). Esta fosforilacion en residuos de serina
de Cbl mediada por el entrecruzamiento de CD43 en la superficie de linfocitos T es
dependiente del reclutamiento PKCs (222). Intercsantemente, la asociacion de Cbl con
14-3-3 inducida por las sefiales mediadas por CD43 puede prevenir el efecto inhibidor de
Cbl sobre la via de Ras y de las MAP cinasas (222). Adicionalmente, la activacion de
linfocitos T a través de CD43 previo a la activacion del TCR previene la fosforilacién en
residuos de tirosina de Cbl indicida por el TCR, lo que inhibe las interacciones de Cbl
con la molécula adaptadora CrkL (222). La preactivacion a través de CD43 también
resulta en una mayor fosforilacion de las MAP cinasas ERK1/2, degradacién de 1kB,
translocacién nuclear de NF-xB y NFAT y activacion de AP-1 (Pedraza-Alva et al,,
manuscrito en preparacion). Importantemente, todas estas respuestas dependen del
reclutamiento de PKCs, lo que s‘u‘giere un papel clave de PKC en la funcién
coestimuladora de CD43.

Recientemente se demostro que la exclusion de, CD43 del sitio de contacto entre
célula T y APC es un proceso dependiente de sefiales inducidas por ¢l TCR (186-188).
Esta exclusion depende de la presencia de una region en la cola citoplismica de CD43
requerida para su interaccion con las proteinas del citoesqueleto ERM. La interaccion de
CD43 con las proteinas ERM mantienen anclada a CD43 con el citoesqueleto de actina.
La desfosforilacion de las proteinas ERM inducida por sciiales mediadas por €l TCR
resulta en una disociacion de CD43 del citoesqueleto de actina, lo que permite que CD43
se excluya dcl sitio de contacto. Estos resultados sugieren en respuesta a las sefiales del
TCR, las proteinas ERM regulan el movimiento de CD43 cn la superficie celular.

En células hematopoyéticas inmaduras, CD43 induce la fosforilacion de las
cinasas Syk y Lyn y de otro grupo de proteinas identificadas como pp66, pp69 y pp77. El
tratamiento con citocalasina D inhibe la fosforilacion de la cinasa Syk y pp77 por lo que
la participacion de proteinas del citoesqueleto es necesaria para mediar la fosforilacion de
estas proteinas mediada por CD43 (223). En células progenitoras hematopoyéticas y en
linfocitos T, CD43 recluta a PLCy2 mientras que en fibroblastos y células NK, CD43

induce la fosforilacion de las proteinas Fak y Pyk 2 (4) (Nuiiez S, datos no publicados).
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Esos datos sugiecren que CD43 es una molécula que al interactuar con.-sus
ligandos, contribuye a la generacion de miltiples cascadas de sefializacion intracelular
que en ultima instancia permiten regular distintas facetas de la fisiologia de un linfocito T

y de otras células hematopoyéticas.

IV OBJETIVO

La molécula CD43, también conocida como leucosialina o siloforina, es una
molécula con funciones multiples.  Hay abundantes referencias que sustentan al papel de
CD43 cbmo una molécula coreceptora. Sin embargo, los mecanismos a través de los
cuales el dominio intracelular de CD43 se conecta con distintas proteinas de sefializacion
se conocen solo parcialmente. En este estudio, nos hemos propuesto identificar proteinas
que jueguen un papel importante en la via de CD43 lo que permitira entender como su
cascada de sefalizacién es ensamblada y como esta puede integrarse con aquella

generada a través del TCR.
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CAPITULO II

PARTICIPACION DE LA CADENA { EN LA ViA DE

SENALIZACION DE CD43
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I CD43 induce la fo.sforilacién en tirosinas de la cadena {

La cadena { es una proteina integral de membrana de 16 kDa que forma parte del aparato
de sefializacion de distintos coreceptores como CD2 (224, 225), CD4 (72, 83), CD8 (72,
75), CD16 (27, 226), CD26 (227). Se piensa que al regular el estado de fosforilacién de
la cadena- £, moléculas de superficie celular CD45 (94, 96, 228, 229), CD4 (72, 75), CD8
(72) o CTLA-4 (230) regulan las vias de sefializacion generadas a través del TCR. Por

ello se considera que la cadena { constituye un punto importante para la integraciéon de =

sefiales generadas por distintos receptores de superficie celular. En este trabajp nos
propusimos estudiar la participacién de la cadena £ en la via de seﬁali‘zacién,mediadq por
CD43. '
Para evaluar la participacion de la cadena ¢ en la via de sefializacién de :C‘D4'3, se
hicieron inmunoprecipitados de la cadena ¢ de células Jurkat estimuladas a través de
CD43 por distintos tiempos utilizando L10, un anticuerpo monoclonal (mAb) especifico
para CD43. Los complejos inmunes se separaron por SDS-PAGE en un gel al 12%, y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. El estado de fosforilacion de la cadena §
se evalud por inmunoblot con un mAb anti-fosfotirosinas. En la Fig. 1 1A se muestra que
a diferencia de células sin estimular, las sefiales mediadas por CD43 inducen un
incremento en la fosforilacion de tres proteinas de ~23, ~70 y ~95 kDa. El doblete de
~23 kDa observado en los inmunoprecipitados de la cadena { parece corresponder al peso
molecular esperado para la cadena { fosforilada ya que se ha reportado que la cadena { es
una proteina cuya fosforilacidon en residuos de tirosina resulta en la generacion de dos
isoformas denominadas p2! y p23. La fosforilacion de la cadena { alcanz6. niveles ..
maximos al minuto de estimulo y regreso a niveles basales a los 10 min. Las proteinas de
70 y 95 kDa observadas en los inmunoprecipitados de la cadena ¢ se identificaron como
la cinasa de tirosinas ZAP-70, una proteina de 70 kDa que juega un papel impbrtahte en
la sefializacion intracelular en linfocitos T (111) y el GEF Vav, una proteina de 95 kDa
que participa en la activacion de GTPasas de la familia Rho (114, 118), respectivamente
(Fig. 11A). La cinética de fosforilacion de ZAP-70 fue semejante a la observada para la
cadena &, mientras que la fosforilacion de Vav solo se observé a los tres minutos de
estimulo (Fig. 11A). E!l inmunoblot anti-cadena ¢ muestra cantidades equivalentes de

proteina inmunoprecipitada en todos los carriles, por lo que las diferencias observadas en
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los niveles de fosforilacién no se deben a diferencias en la i‘cantida_d de proteina
inmunoprecipitada. » \ : -

Cuando este tipo de expenmentos se reahzaron en 1mfoc1tos T de sangre penfenca,
los resultados mostraron que el entrecruzamiento de CD43 en la superficie  celular
también induce un aumento en la fosforilacion en residuos de tirosinas de la cadena ¢ (Fig
11B). Sin embargo, la cinética de fosforilacion de la cadena ¢ y de sus proteinas
asociadas en linfocitos T de sangre periférica estimulados a través de CD43 fue
ligeramente diferente a la observada en células J urkat. La cadena d esta fosforilada desde
el minuto de estimulo y alcanzé una fosforilacion maxima a los 5 minutos de estimulo
(Fig 11B). Las dos proteinas fosforiladas asociadas con la cadena ¢ en respuesta al
entrecruzamiento de CD43 también se identificaron como ZAP-70 y Vav (Fig 11B). La
fosforilacion de estas dos proteinas se observo solo a los 5 minutos de¢ estimulacion,
coincidiendo con la fosforilacion maxima de la cadena ¢. En su conjunto, estos
resultados sugieren que tanto en células Jurkat como en linfocitos T aislados de sangre
periférica, las sefiales mediadas por CD43 inducen un incrementd en la fosforilacién de

tirosinas de la cadena ¢, lo que permite el reclutamiento de las proteinas ZAP-70 y Vav.

Il CD43 recluta a la cinasa ZAP-70 o ,

La fosforilaciéon en residuos de tirosina de la cadena ¢ pefmité ¢l reclutamiento de
proteinas con dominios SH2 tales como ZAP-70, una de las principales proteinas que, a
través de sus dominios SH2, se asocia a las tirosinas fosforiladas de los ITAMs de la
cadena { [Weiss, 1992]. A su vez, la asociacién de ZAP-70 con la cadena { permite que
ZAP-70 sea fosforilada y activada por Lck, iniciandose una cascada de eventos de
fosforilacién a través de los cuales se reclutan distintas proteinas de sefializaciéon como
LAT y SLP-76 (66).

La asociacion entre la cadena § y la cmas" ZAP 70 que observamos en respuesta

al entrecruzamiento de CD43 nos llevo a. evaluar si el entrecruzamwnto de CD43 en la
superficie celular induce un aumento en la act1v1dad de cmasa asocxada a la cadena (.
Para ello, se realizaron ensayos de cmasa m vmo a pamr de inmunoprecipitados de ¢
aislados de células estimuladas a través de CD43 por dlstmtos tiempos. Los complejos

inmunes se separaron por SDS-PAGE en geles'al 12%, y se transfirieron a membranas de
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nitrocelulosa. La incorporacion in vitro de p en proteinas presentes en el complejo
inmune se evalué por autoradiografia.  Estos experimentos revelaron que a diferencia de -
las células sin estimular, las sefiales mediadas por CD43 inducen un incremento en Vla‘
fosforilacion in vitro de tres proteinas con pesos moleculares de ~23, ~50 y ~70 kDa (Fig
12A). Mediante inmunoblot, la proteina de ~23 kDa de identificé como la cadena £ y la

proteina de 70 kDa como la cinasa ZAP-70. La proteina de ~50 kDa probablemente

corresponde a las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas o a una proteina aiin no

identificada.  Un blot anti-cadena-{ muestra que cantidades equivalentes de protep’ﬁé i
fueron inmunoprecipitadas en cada uno de los carriles. Estos datos sugieren que el
reclutamiento de ZAP-70 a la cadena ¢ induce la activacion de ZAP-70, y que la‘abti\:('idjad :
de cinasa asociada a { observada en respucsta a sefiales mediada_st, por CD43'7, pucde :
reflejar estd activacién. T , , s ; '
Para sustentar con mayor certeza la participacion de la cin’a:sa ZAVP,-‘7'O'e'n‘,Ia via'de
sefializacion de CD43, se realizaron inmunoprecipitados de ZAP-7O de células Jurkat
estimuladas a través de CD43 por distintos tiempos y se evalud el estado de fosforilacion
en residuos de tirosina de ZAP-70. Los resultados mostrados en la Fig 12B, demuestran
que a diferencia de lo que se observa en células sin estimular, las sefiales mediadas por
CD43 inducen un aumento transitorio en la fosforilacion en residuos de tirosinas de ZAP-
70. Este evento de fosforilacidon fue mdximo a los tres minutos de estimulo y regreso a
niveles basales a los cinco min. Un blot anti-ZAP-70 sobre la misma membrana,
demuestra cantidades equivalentes de proteina inmunoprecipitada en todos los carriles.
Una vez fosforilada y activada, la cinasa ZAP-70 induce la fosforilacidén en
tirosinas de distintas proteinas. Entre las principales proteinas que son blanco de
fosforilacion por ZAP-70 se encuentra la proteina adaptadora LAT (66). Para corroborar
la participacion de la cinasa ZAP-70 en la via de sefializacién de CD43, decidimos
cvaluar el estado de fosforilacion de LAT en respuesta al entrecruzamiento de CD43.
Con este objetivo, células Jurkat se estimularon a través de CD43 por distintos tiempos y
el estado de fosforilacion de LAT se evalué mediante un blot anti-fosfotirosinas sobre
lisados totales. En la Fig 12C se muestra un aumento en la fosforilacion de tirosinas de
una proteina de 36/38 kDa con respécto a células sin estimular. Este aumento en la

fosforilacién se observo desde el minuto de estimulo y se mantuvo por lo menos hasta los
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10 minutos. Mediante inmunoblot, la proteina de 36/38 kDa se identifico como LAT a la
vez que se verifica el cargado equivalente de proteina en cada uno de los carriles.. . En:
conjunto, estos resultados sugieren la participacion de la proteina adaptadora LAT en la
via de sefializacion mediada por CD43, probablemente como resultado de su fosforilacion

mediada por ZAP-70.

HT Las seiiales mediadas por CD43 inducen la actividad de cinasa de Lck y Fyn
En linfocitos T, la fosforilacion en residuos de tirosina de la cadena estérme'diad_'é p;)rxl
las cinasas Lck y Fyn. Resultados previos de nuestro laboratorio asi como otros
reportados (38, 201) han dembﬁrado una asociacion de las cinasas Fyn y Lck con ,el”.‘
dominio intracelular de CD43. Sin embargo, la actividad de cinasa de estas dos proteinas
en respuesta a CD43 no ha sido determinada. Para evaluar la participacién de las cinasas -
Lck y Fyn en la via de sefializaciéon de CD43 se hicieron ensayos de cinasa in vitro de -
inmunoprecipitados de Fyn o Lck de células Jurkat estimuladas a través de CD43 por -
distintos tiempos. Para este tipo de ensayos, se utilizd enolasa, un sustrato exdgeno cuyo
estado de fosforilacidn refleja el estado activo de la enzima. En la Fig 13 se observa que
las sefiales mediadas por CD43 inducen un aumento en la fosforilacion de la enolasa
mediada por Fyn. A los tres minutos de estimulo, Lck registré un primer pico de
actividad; a los cinco minutos, la fosforilacion de la enolasa fue semejante a la basal y a
los diez minutos se observé un nuevo pico de fosforilacién, Para el caso de Lck, la
cinética de fosforilacién de enolasa también mostré un comportamiento bifisico en
respuesta a las sefiales mediadas por CD43. EIl primer pico de actividad de Lck se
observé al minuto de activacion, mientras que a los cinco minutos la fosforilacion de
enolasa fue comparable a la basal. Finalmente a los diez minutos Lck presentd un
segundo pico de actividad reflejada por un incremento en la fosforilacién de enolasa (Fig
13). Una tincion con azul de Coomassie muestra cantidades equivalentes del sustrato en.
los distintos carriles, por lo que las diferencias obse‘rvédas en 1os niveles de fosforilacion -
de la enolasa reflejan la actividad enzimatica de Lck.o Fyn. Adicionalmente, los
inmunoblots anti-Fyn y -Lck muestran cantidades similares de proteina en cada uno de
los carriles. Estos resultados sugieren la participacion de las cinasas de la familia Src,

Lck y Fyn en las sefiales mediadas por CD43.
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1V Lck media la fosforilacidn en tirosinas de la cadena 4 mediada por CD43

Para determinar si las cinasas Lek y Fyn reclutadas por la via de sefializacién de CD43
son redundantes en mediar la fosforilacién de la cadena C inducida por las sefiales de
CD43, se utiliz6 una linea celular derivada de células Jurkat deficiente en la expresion de
Lck (JCaM) (Fig 14). Evaluamos la contribucién de Lck en mediar la fosforilacion en
tirosinas de la cadena { mediante inmunoprecipitados de la cadena { de células JCaM
(mutrante) y Jurkat (silvestre) estimuladas a través dé CD43 por distintos tiempos. En la
Fig 14 se observa que en células JCaM, la fosforilacion en tirosinas de  asi como de sus
proteinas asociadas es practicamente nula durante toda la cinética de activacién que
abarco de los 30 seg a 10 min. Por otro lado, en células Jurkat la fosfori]abién de Ly de
sus proteinas asociadas aumenté de manera dependiente del estimulo récibidd a través de
CD43 como se observé anteriormente. El blot anti-cadena { muestra que tanto células
JCaM como Jurkat expresan niveles semejantes de la cadena . Estos resultados sugieren
que Lck es la cinasa responsable de mediar la fosforilacion en residuos de tirosina de la
cadena { inducida por CD43 y que en ausencia de Lck, la cinasa Fyn no parece ser

suficiente para llevar a cabo este evento.

V CD43 induce la polarizacion de la cadena  pero no del complejo TCR-CD3

La activacion de linfocitos T conduce frecuentemente a la redistribucion de distintas
proteinas de superficic asi como intracelulares, dando lugar a la formacién de una
estructura denominada *cap™. Esta redistribucion molecular es un evento dindmico y
altamente regulado, precedido por y dependiente de cascadas de fosforilacion. Se sugiere
que la formacion de un “cap” permite estabilizar eventos de sefializacion necesarios para
inducir respuestas tardias. La aplicacién de un estimulo focal mediado por el contacto
entre los linfocitos y las esferas de latex, permite evaluar la polarizacion celular de una
proteina. Para cvaluar si el entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular induce la
polarizacion de la cadena &, se estimularon linfocitos T con esferas de latex recubiertas
con mAbs anti-CD43, anti-CD3, RaMIG o recubiertas de BSA en una relacién de 2:1 en

un volumen de 50 pl. La mezcla se centrifugd por 5 min a 700 rpm y se incubd por
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distintos tiempos a 37°C. Los conjugados esfera:célula se fijaron por 10 min a
temperatura ambiente con paraformaldheido al 2%, y mediante microscopia confocal se
evaluo la distribucion celular de § y del complejo TCR/CD3.

En la Fig. 15A, se observa que el entrecruzamiento de CD43 con esferas de latex
recubiertas con L10 induce la polarizacién de § hacia los sitios de contacto entre linfocito
T y esfera, comparado con la distribucion homogénea de £ en'la su'perﬁéie celular de las
células control. La polarizacién de { se observd _desde Jlos 2 min de estimulo y se
mantuvo por lo menos hasta los 30 min. El porcentaje de polarizacion inducida por L10
fue del 76%=12 vs 27%%8 en células incubadas con esferas de latex-RaMIG.
Interesantemente, las sefiales mediadas por CD43 no tuvieron efecto sobre la distribucién
celular del complejo TCR/CD3 en ninguno de los tiempos de activacion evaluados (Fig.
15A).

Estos resultados sugieren que el entrecruzamiento de CD43 en la superficie
celular induce la redistribucion de la cadena £ hacia los sitios de contacto establecidos por
CD43 y corroboran la participacién de la cadena { como componente en la via de
seflalizaciéon mediada por CD43. El hecho de que el entrecruzamiento de CD43 en la
superficie celular no afecte la distribucion del complejo TCR/CD3 hacia los sitios de
contacto célula-esfera o algin punto distal, sugiere que la distribucion celular de la
cadena ¢ y del complejo TCR/CD3 puede estar régulada independientemente por distintas
moléculas. ' 7

En cambio, cuando los linfocitos se estimulaﬁ con esferas de latex recubiertas con
anticuerpos anti-CD3e, se observa una exclusiéon de CD43 de la interfase entre célula y
esfera como se ha descrito previamente (Fig 15B)-y (189). Por ultimo, como era de
esperarse cuando los linfocitos T son estimulados con esferas de latex recubiertas con
anticuerpos anti-CD43, se observa una concentracion de CD43 hacia el sitio de contacto
entre la célula y la esfera mientras que se observa una distribuciéon homogénea de CD43
en la superficie celular de linfocitos T estimulados ‘con esferas de latex recubiertas con
RaMIG. Estos resultados sugieren que contrario a lo que ocurre con las sefiales
generadas a través del TCR, las sefiales ‘fnediadas por CD43 no parecen afectar la

distribucion del complejo CD3.
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Vi CD43 lamb:en recluta a la cadena 4 en celulav NK ..
Las células NK son leucocxtos .que_no expresan un receptor para el antigeno como los

linfocitos B y T. Sin embargo, cxpresan receptores que reconocen los fragmentos Fc de

las 1nmunoglobulmas. Uno. de ellos, CD16 es un- receptor de baja afinidad para el
dominio Fc de mmunog]obulmas La forma transmembranal de CDI6 se asocia de
manera no covalente con la cadena {, la cual constituye parte importante del aparato de
sefializacién en estas células (27, 226). CD43 es una proteina que desempefia distintas
funciones en las diferentes células hematopoyéticas que regulan su expresion. En células
NK, el entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular activa cascadas de fosforilacion
que a su vez inducen sintesis de quimiocinas, actividad citotéxica y proliferacion celular
(3, 4). De acuerdo a lo anterior, se evalué si en células NK, CD43 fosforila a la cadena
en residuos de tirosinas. Se realizaron inmunoprecipitados de la cadena { a partir de
células NK estimuladas por tres minutos con anticuerpos anti-CD3 como control
negativo, anti-CDI16 o anti-CD43. El estado de fosforilacion de la cadena { se evalud
mediante un blot anti-fosfotirosinas. Los resultados obtenidos muestran un incremento en
la fosforilacion en residuos de tirosina de la cadena C en células estimuladas a través de
CD43 con respecto a células estimuladas con OKT3 (Fig 16A carriles 1 y 3). Las células
estimuladas a través de CD16 (control positivo) mostraron también un incremento en la
fosforilacion en tirosinas de la cadena { comparada con el efecto del anticuerpo anti-CD3
(Fig 16A carriles 1 y 2). Interesantemente, la fosforilacién en tirosinas de la cadena { en
respuesta a CD43 resulté ser mayor a la inducida por el entrecruzamiento de CD16 (Fig
16A carriles 2 y 3). Un blot anti-cadena ¢ muestra cantidades equivalentes de proteina
inmunoprecipitada en cada uno de los carriles. Estos resultados sigieren que en células
NK, CD43 también induce la fosforilacion en tirosinas de la cadena .

Por otro lado, decidimos evaluar si las sefiales de CD43 inciden también sobre la
distribucion de la cadena £ en la superficie celular de células NK. Con este objetivo,
células NK se estimularon con esferas de latex de 3 pm recubiertas con el mAb L10 o con
RaMIG como control negativo. Las células se incubaron por distintos tiempos a 37°C y
mediante microscopia confocal se evalué las distribucion celular de la acdena C: “En‘la

Fig. 16B, se observa que el entrecruzamiento de CD43 con esferas de latex recubiertas
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con L10 indujo la redistribucién celular de § hacia los sitios de contacto entre células NK ,
y esfera a los 30 min de estimulo. Por otro lado, la distribucién de la cadena { ¢Vnrla

superficie - celular no. parece . afectarse en células estimuladas con. esferas. de latex '

recubicrtas con RaMIG. A diferencia de lo observado en lir'ifocit'oé"];,'éﬁfd(;; elaA
redistribucién de £ en respueSta a CD43 fue observada desde los 2 min de estixﬁtilo ‘la,'

polanzacnon de C hac1a los smos de contacto esfera y células se observo solo a partlr de

la fosfonlacwn en tlrosmas de la cadena ¢, CD43 tamblen regula su redlstrlbucmn en la'

superficie celular ' o

VII La coestlmulacmn anave.sde CD43 y‘[,(e[ TCR estabtltzaIafo_sfortlacmn (IQ‘ZAP—
El hecho d,e‘ que CD43 reclute a la éadena € como componente de su via dé'yfseﬁaliaZacikén,
nos llevo a evaluar el efecto de la coestimulacion a través del TCR y CD43 éobfé la
fosforilacién en tirosinas de la cadena L. Para ello se realizaron inmunoprecipitados de la
cadena { de células Jurkat estimuladas simultineamente a través del TCR y CD43 por
distintos tiempos, y el grado de fosforilacién de 1la cadena { se comparé con aquel
inducido solo a través del TCR. Los datos mostraron un incremento en la fosforilacién
de tirosinas de { en respuesta al TCR con respecto al nivel de fosforilacion de £ en
células sin estimular (Fig 17, carriles 1 vs 2-5). Adicionalmente, también-se observé un
aumento en la fosforilacién de la cinasa ZAP-70 asociada a la cadena {. La fosforilacién
en tirosinas del binomio {/ZAP-70 en respuesta al TCR fue méxima - al minuto. de
estimulo y permanecio estable hasta los cinco minutos de estimulo. A los 15 minutos, la
fosforilacion de la cadena £ y de la cinasa ZAP-70 disminuyd, alcanzado niveles basales
a los 30 minutos en respuesta al TCR. Interesantemente, cuando las células se estimulan
simultineamente a través del TCR y CDA43, se observé que el grado de fosforilacion de
ZAP-70 asociada a la cadena { es mayor a los 15 y 30 min de estimulo comparada con la
fosforilacion observada en células estimuladas solo a través del TCR (Fig 17, carriles 2-5
vs 8-9). Sin embargo, a lo largo de la cinética de activacion, la fosforilacion de la-cadena

€ no parcce ser diferente en células estimuladas solo a través del TCR o estimuladas
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simultineamente a través del TCR y CD43. El blot - anti-{ demuestra ‘cantidades -
equivalentes de proteina inmunoprecipitada en los distintos carriles. -Estos resultados’

sugieren que cuando las células son estimuladas a través del ~TCR,»y'kCD43, la.

fosforilacion de ZAP-70 es mis estable a los 15 y 30 min de estimulo, mientras que la

fosforilacion de la cadena { parece ser similar a la observada en células estimuladas solo

a través del TCR.
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Figura 11. Las seiales mediadas por CD43 inducen la fosforilacion en
tirosinas de la cadena { Células Jurkat J22 (2x107) (A) o linfocitos T
humanos normales de sangre periférica (B) se estimularon con el mAb anti-
CD43, L10 por diferentes tiempos a 37°C. Las células se lisaron y los lisados
preclarificados con proteina A se incubaron con un mAb anti-cadena {. Los
complejos inmunes se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. Las membranas se incubaron con un mAb anti-
fosfotirosina (4G 10). y posteriormente con anticuerpos anti- §, -ZAP-70 y -
Vav. Los marcadores de peso molecular (MW) se indican a la izquierda., Los
datos son representativos de por lo menos cinco experimentos.
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Figura 12. Las sciiales mediadas por CD43 inducen el reclutamiento de la cinasa ZAP-70.
(A) Se realizaron ensayos de cinasa in vitro (IVK) de inmunoprecipitados de la cadena { de
células Jurkat no estimuladas (carril 1) o estimuladas con el mAb anti-CD43, L10 (carriles
2-5). Los complejos inmunes se separaron por SDS-PAGE, sc transfirieron a membranas
de nitrocelulosa y se analizaron por autoradiografia. Las membranas se incubaron con los
anticucrpos indicados. (B) Células Jurkat (2x107) se estimularon como se describio
anterformente y los lisados preclarificados se incubaron con un anticuerpo un mAb anti-
foslotirosina (4G 10). Las mismas membranas sc¢ incubaron con un anticucrpo anti-ZAP-70.
(C) Los lisados de células Jurkat estimuladas o no se separaron por SDS-PAGE, se
transfiriecron a membranas de nitrocelulosa y la membrana se incubd con un mAb anti-
fosfotirosina (4G10) previo a la incubacion con un anticuerpo anti-LAT.
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Figura 13. Las seiiales mediadas por CD43 inducen la actividad de las cinasas Lek vy
Fyn. Células Jurkat J22 (2x107) se estimularon con el mAb anti-CD43, L10 por
diferentes tiempos a 37°C. Se realizaron ensayos de cinasa in vitro (IVK) de Fyn
(carriles 1-6) o Lck (carriles 7-12) a partir de inmunoprecipitados purificados de lisados
celulares. Los complejos inmunes se separaron por SDS-PAGE. se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y se analizaron por autoradiografia. Las membranas se
incubaron con anticuerpos anti-Lck o anti-Fyn,  El sustrato (enolasa) contenido c¢n los
sobrenadantes se separaron por SDS-PAGE y la fosforilacién in vitro se evalué por
autoradiografia. l.a tincion con azul de oomassie muestra cantidades equivalentes de
enolasa en los ditintos carriles. Los datos son representativos de por lo menos cuatro
experimentos.
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Figura 14. (A) Blot anti-Lck de lisados totales de células J22 y JCaM
B) Lck induce la fosforilacion en residuos de tirosina de la cadena §
mediada por CD43. Células JCaM (carriles 1-5) o J22 (carriles 6-10)
se estimularon con el mAb anti-CD43, L10 por diferentes tiempos a
37°C. Los lisados preclarificados con proteina A se incubaron con un
mAb anti-cadena {. Los complejos inmunes se separaron por SDS-
PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa que se incubaron
con un mAb anti-fosfotirosina y posteriormente con un mAb anti-
cadena . Los datos son representativos de por lo menos cuatro
experimentos.
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Figura 15. Las senales mediadas por CD43 inducen la
redistribucion de la cadena § en linfocitos T.  Los
linfocitos ‘T se incubaron con eferas de latex recubiertas
con L10, un mAb anti-CD43 (A) o alternativamente
con esferas de latex recubiertas con OKT3 (anti-CD3),
L10 (anti-CD43), RaMIG.
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Figura 16. Las seiiales mediadas por CD43 inducen el rechutamiento de la
cadena ¢ en célulan NK. (A) Células NK (2x107) humanas normales de sangre
periférica se estimularon con el mAb anti-CD43, L 10 por tres minutos a 37°C.
Las células se lisaron y los lisados preclarificados con proteina A se incubaron
con un mAb anti-cadena {. Los complejos inmunes se separaron por SDS-
PAGE y se transfiricron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se
incubaron con un mAb anti-fosfotirosina (4G 10) y luego con un mAb anti-g (B)
Las células NK se incubaron con eferas de latex recubiertas con L10, un mAb
anti-CD43 o alternativamente con esferas de latex recubiertas con RaMIG.
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Figura 17. Las seiales mediadas por CD43 estabilizan la fosforilacion en
tirosinas de ZAP-70 mediada por el TCR. Células Jurkat 122 (2x107) se
estimularon con el mAb anti-CD43, L10, con el mAb anti-CD3, OKT3 o
ambos por diferentes tiempos a 37°C. Las células se lisaron y los lisados
preclarificados con proteina A se incubaron con un mAb anti-cadena {. Los
complejos inmunes se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. Las membranas se incubaron con un mAb anti-
fosfotirosina (4G10). Las mismas membranas se incubaron con anticuerpos
anti- {. Los datos son representativos de por lo menos cinco experimentos.
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VIII DISCUSION

CD43 es una molécula coreceptora que regula . distintas. funciones celulares como
adhesion, activaciéon o muerte celular en linfocitos T (1), células dendriticas (2), células
NK (3, 4), monocitos (5), asi como neutrofilos (6, 7). El hecho de que se expresen
diferentes isoformas de esta molécula y que se hayan descrito varios ligandos sugiere que
cada una de las funciones reguladas por CD43 depende del ensamblaje de distintos
complejos que activan distintas cascadas de sefializacion. A la fecha, los reportes de la
literatura sefialan que el entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular®induce el
reclutamiento de una variedad de proteinas de sefializacion tales como miembros de la
familia de cinasas de Src y de Syk, la cinasa de adhesion PYK2, proteinas adaptadoras
como Shc y SLP-76, el GEF Vav, las MAPK cinasas ERK1/2 y p38, asi como los
factores transcripcionales NF-AT y NF-xB (201, 204, 205, 222). Sin embargo, poco se
sabe acerca de los mecanismos tempranos de sefializacion a través de los cuales CD43
conlleva al reclutamiento de toda esta gama de proteinas de sefializacion.

La fosforilacion en residuos de tirosinas de la cadena ¢ es uno de los eventos mas
tempranos de sefializacién que ocurre en respuesta al entrecruzamiento del complejo
TCR en la superficie celular. La fosforilacion en tirosinas de la cadena ¢ conlleva al
reclutamiento de proteinas con dominios SH2 tales como ZAP-70 y la subunidad p85 de
PI3-K. La formacion de este complejo constituye el primer punto de diversificacion de la
cascada de sefializacion en respucsta al TCR.

En este trabajo demostramos que el entrecruzamiento de CD43 en la superficie
celular de linfocitos y de células Jurkat induce la fosforilacion de la cadena ¢ en residuos
de tirosina. La cinética de fosforilacion de la cadena ¢ en respuesta a sefiales mediadas
por CD43 se observd desde los 30 seg de estimulo y se mantuvo por lo menos hasta lo
diez min. Estos resultados sugieren que la fosforilacion de la cadena ¢ es un evento

temprano en la via de sefializacion de CD43.

La fosforilacion de la cadena { mediada por CD43 resulto en el reclutamiento y

fosforilacién de dos proteinas con masas moleculares de O y 95 kDa asociadas a la

cadena {, Estas-dos proteinas se identificaron respectlvam‘ente como la cinasa ZAP-70 y
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el factor intercambiador de nucleétidos de guanina Vav. - La fosforilacién de ZAP-70 se
observé a lo largo de toda la cinética de estimulo a través de CD43 y fué semejante-a la-

de la cadena ¢ Por su parte, la fosforilacién y asociacién de Vav con la cadena § en

respuesta a las sefiales mediadas por CD43 solo se observaron a los cinco min de™ "~

estimulo. Estos resultados sugieren que a diferencia de ZAP-70, el reclutamiento de Vav
a la via de sefializaciéon de CD43 es un evento que parece estar mas restringido en el
tiempo. Las distintas cinéticas de fosforilacion de la cadena § asi como de sus proteinas
asociadas observadas entre células Jurkat y linfocitos T de sangre periférica pueden
deberse a diferencias intrinsecas entre ambos tipos celulares asi como a diferencias entre
los mismos donadores.

Si bien ZAP-70 puede asociarse directamente con las tirosinas fosforiladas delos
ITAMs a través de sus dominios SH2, la asociacién de Vav con la cadena ¢ es indirecta y
puede ser mediada por proteinas que se asocian dircctamente con la cadena ¢ tales como
la proteina adaptadora Shc o la cinasa ZAP-70 (117). Trabajos de nuestro laboratorio han
reportado que en linfocitos T humanos, el entrecruzamiento de CD43 induce la
fosforilacion de la proteina Shc en residuos de tirosina, promoviendo la formacién de
complejos Shc/Grb2/Vav (204). De acuerdo a esto, seria posible que la proteina Shc
estuviese mediando la asociacion de Vav con la cadena ¢ observada en células
estimuladas a través de CD43. Sin embargo, no detectamos una asociacién de Shc con la
cadena { en respuesta a las sefiales mediadas por CD43. Alternativamente, otra
posibilidad seria que la cinasa ZAP-70 asociada a la cadena ¢ sirva como puente para
mediar la asociacion entre Vav y la cadena . En apoyo a esta idea, se ha reportado que
la fosforilacion de la Tyr*'* de ZAP-70 permite el reclutamiento y asociacién de Vav
(117). Experimentos en células deficientes en la expresion de ZAP-70, asi como la
valoracion de la fosforilacion de la Tyr*'® de ZAP-70 mediante anticuerpos especificos
para esta pTyr permitiran dar una conclusién al respecto.

El fenotipo inmunodeficiente de ratones que carecen de la expresién de ZAP-70
debido, en gran parte, a una reduccion dramatica en el niumero de linfocitos T maduros en
la periferia resalta la importancia de esta cinasa en la sefializacion intracelular de células
T (111).. Por otra parte, Vav_es un intercambiador de nuéléétidos de guanina implicado

en la activacion de GTPasas de la familia Rho, regulando el citoesqueleto de .actina y
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parece ser indispensable en la formacién de agregados moleculares del TCR (caps) (113,
114). Un andlisis mas detallado de la participacion de estas moléculas en la via de
sefializacion de CD43 proporcionara mds informacion acerca de las funciones precisas de
ZAP-70 y Vav en la via se sefializacién de CD43.

En este trabajo también demostramos que en linfocitos T y en células Jurkat, las

sefiales mediadas por CD43 inducen un incremento en la actividad de cinasa asociada a la

cadena ¢ Esta actividad de cinasa asociada a la cadena § se vio reflejada por un

incremento en la fosforilacion in vitro de tres profel'nas presentes en los
inmunoprecipitados de la cadena . Estas proteinas de ~23 kDa, 55 kDa y 70 kDa se :
identificaron como las formas fosforiladas de la cadena ¢, las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas y la cinasa ZAP-70 respectivamente. La ausencia de las cinasas Lck'y
Fyn en los inmunoprecipitados de la cadena § sugiere que ZAP-70 es la unica cinasa
presente en los inmunoprecipitados de la cadena { de células estimuladas a través de
CD43 y que las sefiales mediadas por CD43 inducen la formacién de un complejo de
sefializacién activo formado por el binomio cadena {/ZAP-70 que permite iniciar distintas
cascadas de sefializacion intracelular.

Para corroborar la participacion de ZAP-70 en la via de sefializacion de CD43, se
evalud el estado de fosforilacion de ZAP-70 en respuesta al entrecruzamiento de CD43
en inmunoprecipitados de ZAP-70. Los resultados mostraron que las sefiales mediadas
por CD43 inducen un incremento en la fosforilacion en residuos de tirosina de ZAP-70.
Sin embargo, ZAP-70 es una proteina que tiene cinco residuos de tirosina fosforilables,
de los cuales dos regulan positivamente la funcion de ZAP-70. Entre las tirosinas que
regulan de manera positiva la actividad de ZAP-70 se encuentran las Tyr*'5, la cual
recluta a Vav, y la Tyr*'® cuya mutacién inhibe la actividad catalitica de ZAP-70 (66,
117). El reclutamiento de Lck, a través de su dominio SH2, a esta tirosina es crucial para

2
292 regula de manera

estimular la actividad de cinasa de ZAP-70. En contraste, la Tyr
negativa la actividad de ZAP-70 al favorecer el reclutamiento de Cbl, una molécula
adaptadora que controla negativamente la sefializacion a través del TCR. La actividad de
ZAP-70es ademé’s regulada negativamente por fosforilacion de la Tyr*2, 1a cual afectayila'

598

actividad de cinasa de ZAP-70, y por fosforilacién de la Tyr”™, en el extremo carbokilb
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terminal de ZAP-70 (66), De acuerdo a lo anterior serd interesante determinar que

tirosinas de ZAP-70 son fosforiladas en rgspgesta a‘la via de sefializacién de CD43,

La protcina adaptadora LAT'fr'e"pféserjta‘"U'no'f'dé' los principales” blancos“de™ "~
fosforilacién de ZAP-70. La fosforilacién dc::'L’AT', crea sitios de reclutamiento para”
dominios SH2 presentes en proteinas ‘como PLCy, Iabsubunidad p85 de PVI3-K,': la
proteinas adaptadoras Shc y Gads, lo cual resulta en la formacién de complejos de
sefializacién que se diversifican en distintas céécédag:dg:f(ﬁ;sfdf{ladién'(23:117-2'3?4)?.: Para
corroborar la participacién de ZAP-70 en la vid de seﬁalizac'ic'm‘ de CD43, se evalué la
fosforilacion de LAT en respuesta al entrecruzamiento de CD43.  Los resultados
mostraron que las sefiales mediadas por CD43 inducen un incremento en la fosforilacién
en residuos de tirosina de LAT, sugiriendo la participacién de LAT en la via de
sefializacion mediada por CD43, Por otro lado, recientemente se ha demostrado que las
sefiales mediadas por CD43 incremehtan la “actividad transcripcional de HIV y su-
replicacion en respuesta a estimulos mediados por el TCR. Interesentamente, en este
mismo trabajo, se reporta que la cinasa Lck y las proteinas adaptadoras LAT y SLP{76
son necesarias para lograr el papel coestimulador de CD43 (167). Estos resultédos '
confirman que las proteinas adaptadoras LAT y SLP-76 juegan un papcl clave en el
ensamblado de complejos de sefializacion de a partir de los cuales se propagan dlstmtas‘

sefiales intracelulares mediadas por CD43 (204).

Hasta el momento se considera que ZAP-70 es la unica cinasa que induce la
fosforilacion de LAT en respuesta al entrecruzamiento del TCR (231-234) por lo que los
datos que reportamos, sugieren que la cinasa ZAP-70 forma parte importante de la via de
sefializacion mediada por CD43. Adicionalmente, el incremento en la fosforilacion en
tirosinas de ZAP-70 sustentan la idea de que la cinasa ZAP-70 es activada cuando los
linfocitos T son estimulados a través de CD43. LAT es una proteina que presenta nueve
tirosinas potencialmente fosforilables, por lo que serd interesante determinar cuant?s y-
que tirosinas son fosforiladas en respuesta a las sefiales mediadas por CD43 e

La partlclpacxon de ZAP-70 en ‘la via de sefializacion de CD43 parece no' ser el”

lnico ejemplo del reclutamlento de cinasas de la familia Syk por la v1a de CD43 ya que'
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en células hematopoyéticas inmaduras, CD43 induce la fosforilacion en residuos de
tirosina de la cinasa Syk (223, 235). Interesentamente, en linfocitos T de sangre
periférica de humanos sanos, las scfiales mediadas por CD43 también inducen la
fosforilacidn y activacion de la cinasa Syk (Layseca et al., 2003, en prensa). Estos datos
nos llevan al plantecamiento de si las cinasas Syk y ZAP-70 desempeiian funciones
redundantes o diferenciales en la via de sefializacion de CD43 en linfocitos T. En este
sentido cabe mencionar que estas cinasas muestran distintos mecanismos de activacion.
Mientras la activacion de ZAP-70 es dependiente de la presencia de cinasas de la familia
Src, la activacién de Syk puede ser independiente de estas, ya que la interaccién de Syk
con la cadena ¢ parece ser suficiente para estimular la actividad de cinasa de Syk (66,
109, 236). Estos datos sugieren que Syk puede tener funciones independientes de la

participacion de cinasas de la familia de Src en la via de sefializacién mediada por CD43.

Las cinasas de la familia Src juegan un papel clave en la sefializacién no solo a
través del TCR sino que también son importantes para la sefializacion de distintas
moléculas de superficie de linfocitos T (29, 3‘0, 35, 36, 224, 237, 238). Uno de ]os
eventos clave en el cual participan estas enzimas es la fosforilacion de los ITAMs. El
reclutamiento de miembros de la familia de cinasas de Src como Lck y Fyn a través de k
las sefiales de CD43 se ha demostrado anteriormente (38, 201). Sin embargo, en ninguno
de estos trabajos se evalué la actividad de cinasa de estas dos proteinas en respuesta a las
sefiales de CD43. Mediante ensayos de cinasa in vitro, en este trabajo que-el
entrecruzamiento de CD43 en la superficie de células T induce un aumento en la
actividad de cinasa de Lck y Fyn. Es interesante hacer notar que a los cinco minutos-de
estimulo se observa una disminucion en la actividad de cinasa tanto de Lc¢k y Fyn,
volviendo a registrarse un segundo pico de actividad enzimatica a los diez minutos; lo
que refleja un comportamiento bifdsico de la activacién de Lck y Fyn en respuesta a
sefiales mediadas por CD43. La ausencia de incrementos en los niveles de fosforilaciéon
de Fyn y Lck en los ensayos de cinasa realizados a partir de inmunoprecibitados de Lck y
Fyn de lisados de células activadas a traités de CD43, puede deberse a una fosforilacion
elevada de estas cinasas en estado- basal como sé ha reportado previamente (239), o

alternativamente, a la comigracién de las-cadenas pesadas de las inmonuglubulinas con
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las cinasas Lck y Fyn. Sin embargo, cuando los inmunoprecipitados de Lck o Fyn de
células estimuladas a través de CD43 se analizaron mediante un Vlglotrja'ntir-PY,v pudo
observarse una aumento en los niveles de fosforilacién de Lck y Fyn, Sin embargo, €l
mecanismo exacto a través del cual las sefiales mediadas por CDf43 regulanla actividad
enzimatica de Lck y Fyn se desconoce. k '

Debido a que tanto Lck como Fyn pueden inducir la fosforilacion in vitro de los
ITAMs presentes en el complejo CD3-¢(108), evaluamos la capacidad de cada una de
estas cinasas de inducir la fosforilacion en tirosinas de la cadena { en resbuesté a las
sefiales dependientes de CD43. Los experimentos realizados en células Jurkat deficientes
en la expresion de Lck (células JCaM) muestran que Lck es necesaria para mediar la
fosforilacion en tirosinas de la cadena & y permitir la asociacion subsecuente de las
proteinas- ZAP-70 y Vav. Estos datos sugieren entonces que Lck y Fyn desempefian
papeles diferénciales en la via de sefializacion mediada por CD43, por lo menos al nivel
de la fosforilacion de la cadena &.

En células deficientes en la expresion de Lck, la fosforilacion de la proteina
adaptadora SLP-76, la activacion de ia via de las MAP cinasas y de los fosfoinositidos asi
como la activacion de NF-AT y la expresion de CDG69 parecen ser normales (107), lo que
sugiere que en respuesta a las sefiales del TCR, Fyn puede mediar una via de sefializacion
alternativa, independiente de la fosforilacion de la cadena ¢ y de la cinasa ZAP-70. Es
interesante hacer notar que la fosforilacion de SLP-76 , de las MAP cinasas asi como la
activacion de NF-AT, AP-1 y NF«xB y la expresion de CD69, asi como la produccién de
IL-2 y rearreglos del citoesqueleto son también eventos inducidos por CD43 (201, 204,
205), por lo que sera importante valorar la participacion de Fyn en estos eventos.

La participacion de cinasas de la familia Src en la via de sefializaciéon de CD43 no
es exclusiva de linfocitos T, ya que en células hematopoyéticas el entrecruzamiento.de
CD43 induce la fosforilacion en residuos de tirosina de la cinasa Lyn (223). Estos
resultados sugieren que las cinasas de la familia Src son parte importante en la via»dei
sefializacion mediada por CD43 en distinta células hematopoyéticas y habra que evaluar
si la participacion de cinasas de la famlha Src en otras células hematopoyéticas conlleva

también a la fosroulacmn de domlmos ITAMs en estas células.
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La redistribucién de proteinas intracelulares tiene un papel activo en darle lugar y
forma a las distintas cascadas de sefializacion intracelular (240-242). La redistribucion
de la cadena ¢ hacia microdominios membranales denominados “rafts” regula
positivamente la fosforilacion de la cadena ¢ (239), mientras que la exclusion de la
fosfatasa SHP-1 de complejos de sefalizacion ricos en fosfotirosina proporciona

estabilidad temporal a las cascadas de fosforilacién (243, 244). Estos datos sugieren que

la redistribucidn de ciertas proteinas juega un papel importante en la regulacion de las

cascadas de sefializacion intracelular. En este sentido decidimos evaluar si las sem]es
mediadas por CD43 regulan la distribucién célular de la cadena ¢. ,
Utilizando esferas de latex recubiertas con -anticuerpos anti-CD43 " (L10),
encontramos que las sefiales mediadas por CD43 inducen la redistribucién de la cadena ¢
hacia las zonas de contacto establecidas entre linfocito y esfera Esta polarizacion es
raplda ya que se detectd desde los cinco min de estlmu]o y.se mantuvo por lo menos
durante 30 mim. Interesantemente, la distribucion del comple_]o CD3 no se modificé en "
respuesta al entrecruzamiento de CD43 en la supcrﬁc;e celular, contrariamente a lo que
sucede cuando las células son estimuladas a través del TCR (186, 187, 189). Estos
resultados sugieren que la distribucién celular de la cadena ¢ y del complejo TCR-CD3 -
puede ser regulada independientemente, por lo menos en respuesta al entrecruzamiento
de CD43. El hecho de que las sefiales mediadas por CD43 no afecten la distribucién del
complejo CD3 puede deberse a que estas no inciden sobre la fosforilacion de residuos de
tirosina del complejo CD3, por lo que determinar si las sefiales mediadas por CD43
inducen la fosforilacion del complejo CD3 permitira dar una conclusidn al respecto. Por
otro lado, se sabe que la fosforilacion de la cadena ¢ se favorece cuando esta se recluta a
microdominios membranales en los que las cinasas Lck y Fyn son abundantes (239). Si
bien demostramos que la cadena ¢ se fosforila en respuesta a las sefiales de CD43, con los
estudios realizados es este trabajo no podemos determinar si las sefiales mediadas por
CD43 inducen la redistribucion de la cadena ¢ hacia microdominids,‘litr')‘idicc')s'," :
favoreciendo su fosforilacion. PRy
La participacion de la proteina Vav es esencial en el reclutamiento de la cadcna ¢
hacia el 01toesqueleto de actina necesario para permitir su redlstnbumon en respuesta )

sefiales mediadas por el TCR (114). En este trabajo- hemos puesto en. ev1dencla una
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asociacion de la cadena ¢ con Vav en respuesta a las sefiales mediadas por CD43. De
acuerdq a'lo anterior, es posible que a través de la asociacion entre Vav y la cadena g, las
seﬁéles mediadas por CD43 promuevan en reclutamiento de la cadena ¢ hacia las ﬁbras:
de actina, para inducir la redistribucién de la cadena . Experimentos llevados a cabo en”
células deficientes en la expresién de Vav permitirian evaluar el papel de Vav en la
regulacidn de la redistribucién de la cadena ¢ en respuesta a sefiales CD43-especificas.

Por otro lado, es interesante hacer notar que, a diferencia de la redistribucion de
CD43 mediada por sefiales dependientes del TCR (186, 187, 189), las sefiales mediadas
por CD43 parecen afectar unicamente la distribucion de la cadena &, y no la del complejo
CD3. Debido a que la cadena { forma también parte importante del aparato dc
sefializacion del TCR, resultara interesante determinar si la fosforilaciéon de la cadena ¢
inducida por las sefiales de CD43 afecta a aquella inducida en respuesta‘ al
entrecruzamiento del TCR. Asi mismo seré necesario evaluar la distribucién de la yca‘d,envay
¢ respecto a CD43 y al TCR en Condiéiones de coestimulacion a través 'dé"ﬂ'a!ﬁbas

moléculas.

Como mencionamos anteriormente, CD43 es una sialiglucoproteina expresada en
la superficie celular de todas las células de origen hematopoyético exceptuando,
linfocitos B no activados y eritrocitos (123-126). En células NK, las sefiales mediadas
por CD43 ademas de incrementar su actividad citotdxica y proliferacion (4), estimulan la
secrecion de distintas quimiocinas como RANTES y la proteina inflamatoria de
macréfagos (195), lo que sugiere que en células NK, CD43 es una molécula que participa
en la regulacién de funciones importantes. Sin embargo, poco se sabe de las sefiales
intracelulares a través de las cuales CD43 regula estos procesos.

En células NK, la cadena ¢ forma parte importante del aparato de sefializacion de
CDl16 y CD2 (27, 224), y a través de su reclutamiento, estos receptores son. capaces de
inducir cascadas de sefializacion que conllevan a distintas respuestas celulares (27). En

este trabajo mostramos que en células NK, la cadena ¢ es fosfc')riladafen residuos de

tirosina en respuesta a sefiales mediadas por CD43. Ademas, a semejanza de lo que se .

observo en linfocitos T, las sefiales mediadas por CD43 mducen la redlsmbumén de lafk i

cadena ¢ hacia los sitios de contacto establecidos entre célula y esfera. Estos resultados
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sugieren que en células NK, la cadena ¢ forma también parte del aparato-de sefializacion
de CD43. Serd interesante determinar si la fosforilacién de la cadena § en células NK ép :
repuesta al entrecruzamiento de CD43 permite también el reclutamierylto'de lé :cinasa
"ZAP-70 'y de proteinas adaptadoras como LAT, ya que sabe que estas dd'sii'prétéina's

juegan igualmente un papel importante en la sefializacion en células NK (245, 246).

_Los resultados que reportamos en este trabajo sugieren que las proteinas de

V andamla_)e tales como la cadena &y LAT son elementos importantes de la via de CD43. '
Se sabe que una de las funciones centrales de estas moléculas es la de servir como centros
organizadores a pei'rtir ‘de 'los cuales se favorece el ensamblaje de complejos de
sefializacion que, a su vez, permiten la diversificacion de las cascadas de seiializacion
(231-234). La funcion de la cadena ¢ como principal modulo de reclutamiento de la
cinasa ZAP-70 no parece ser esencial en la via de sefializacion del TCR ya que el
complejo CD3 parece sustituir gran parte de las funciones de la cadena ¢, lo cual puede
verse reflejado por el fenotipo aparentemente normal de los ratones deficientes en la
expresion de la cadena { (59). Sin embargo, en el caso de otras moléculas coreceptoras
como CD43, donde la posible redundancia en los ITAMs del complejo CD3-{ no parece
aplicar, serd interesante determinar si las funciones mediadas por CD43 se ven afectadas
por la ausencia de la cadena ¢ Otras moléculas coreceptoras tales como CD2, CDS,
CD16, CD26, CD38, CD71 (27, 35, 224, 227, 238, 247, 248) reclutan a la cadena ¢.
Esto sugiere que el reclutamiento de la cadena { como parte de la maquinaria de
sefializacion de una proteina de superficie celular es un mecanismo recurrente, a partir del
cual distintas moléculas coreceptoras pueden generar cascadas de sefializacién
intracelular. Sin embargo, hasta el momento se desconoce como todas ellas inciden al
nivel de la fosforilacion de la cadena £ y como esta integra la informacién proveniente de

distintas moléculas de superficie celular.

En linfocitos T, CD43 induce un:aumento en los nriveles‘de fosfatos de inositol y
de diacilglicerol, lo-que conlleva: a la m'ovilizaciéh de. Ca2+ intracelular y a la activacion
de la proteina cinasa C (PKC) (203; 249) A51 mxsmo el entrecruzamlento de CD43enla-

superficie celular induce la fosforilacion en resnduos de. tlrosma de dlstmtas _proteinas
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como la cinasa Fyn, PLC—y, Syk, y los complejos macromoleculares She/Grb2/SLP-76 y
SLP-76/Vav (201, 204, 223, 235). Si bien es cierto que las cinasas de la familia Src, Lck
y Fyn se encuentran asociadas a la cola citoplasmatica de CD43, no se ha propuesto un
mecanismo a través del cual CD43 reclute y active a las distintas proteinas que participan
su via de sefializacion intracelular. Un mecanismo general en la regulacién de estas
proteinas de sefializacion es su redistribucion hacia distintos compartimentos celulares, lo
que permite que enzimas como PLC-y tengan accesibilidad a sus sustratos o bien quedan
accesibles a ser fosforiladas o desforiladas por proteinas que se ub:can en la membrana
celular (242).

Los datos presentados en este trabajo nos permiten proponer que a‘través de la
cadena ¢, CD43 induce el “rieclutamieln'to a la membrana de proteirias 'clzivé coino 1a cinasa
ZAP-70, con lo que. se m1c1a una diversificacion de cascadas senahzaclon intracelular.
Una vez ZAP-70 asomada a ?; esta es activada e mduce la fosfon]acxén de LAT, y a
través de LAT, PLC— Y PI3-K, la via de las MAP cinasas y distintas isoformas de PKC
son activadas (66). El hecho de que la cadena ¢ sé concentre en las mismas regiones que
CD43 cn respuesta al enrecruzamiento de CD43 en la superficie celular sugiere una
participacion clave de esta molécula en la via de sefializacion de CD43. Propohemos qud
en la via de CD43, el reclutamiento de proteinas adaptadoras como ¢ y LAT. genera:el
ensamblado de complejos de sefializacién que a su vez activan cascadas de fosfonlac:on -

rio abajo.
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CAPITULO Il

PARTICIPACION DE LA MOLECULA ADAPTADORA Cbl EN LA

ViA DE SENALIZACION DE CD43
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En esta seccion hemos extraido los datos de dos manuscritos (uno publicado y otro en
preparacion) referente a la participacién de la molécula adaptadora Cbl en la via de
sefalizacion de CD43. Los articulos se encuentran en el)ap'éndice numero [
I Las sediales coestimuladoras mediadas pof CD43 feélutan a la molécula adaptadora
Chl.
El entrecruzamiento del TCR en la superficie celular de linfocitos T induce la
fosforilacién en tirosinas de ZAP-70 y su activacién, lo que permite diversificar la
cascada de scfializacidon (66, 250). La sefializacion a través del TCR también resulta en
un incremento en la fosforilacion en residuos de tirosina de Cbl y su subsecuente
asociacién con las cinasas Syk y ZAP-70 (208, 209). A su vez, la interacciéon de Cbl con
Syk y ZAP-70 conlleva a un decremento en la actividad de cinasa de estas enzimas asi
como a una disminucién en sus niveles de expresion como consecuencia de su
degradacién en un proceso dependiente de ubiquitinacion (251).

Debido a que la coestimulacion de linfocitos T a través de CD43 y el TCR induce
una fosforilacion estable y prolongada de ZAP-70 comparada con la de linfocitos T
estimulados solo a través del TCR (capitulo II, Fig. 7), evaluamos la asociacién de ZAP-
70 con Cbl en respuesta a las sefiales mediadas a través de CD43, TCR o ambas. El
entrecruzamiento de CD43 en la superficie de linfocitos T indujo un modesto incremento
en la asociacion entre ZAP-70 y Cbl; esta asociacion se sostuvo hasta los cinco minutos
de estimulo (Fig. 18A panel superior, carriles 2-5). Como ya ha sido reportado, las
sefiales mediadas por el TCR también resultaron en un aumento transitorio en la
asociacion de ZAP-70 con Cbl (Fig. 18A, panel superior, carriles 6-9). Interesantemente,
la coactivacion de los linfocitos a través del TCR y CD43 result6 en un claro aumento en
la interaccion de ZAP-70 con Cbl, mayor al observado en células estimuladas solo a
través del TCR o CD43 (Fig. 18A, panel superior, carriles 10-13). Un inmunoblot anti-
Cbl muestra cantidades similares de proteina inmunoprecipitada en los distintos carriles
(Fig. 18A, panel inferior). Estos resultados sugieren que la cosetimulacién a través de -
CD43 y el TCR prolonga la interaccion de ZAP-70 con Cbl. '

Recientemente se ha demostrado que la asociacién de ZAP-70 con laf cadena {y

Cbl, juega un papel importante en la ubiquitinacién dependiente de Cbl y la subsecuente
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degradacion del complejo TCR en respuestas a sefiales mediadas por este inmunoreceptor
(252). De acuerdo a esto, evaluamos si las sefiales coestimulatorias de CD43 previenen
la degradacion de la cadena ¢ fosforilada en residuos de tirosina. Inmunoprecipitados de
la cadena ¢ de linfocitos T estimulados a través de CD43 y/o el TCR se analizaron por
inmunoblot anti-fosfotirosinas. Como se observa en la fig 18B, las células cuando son
estimuladas a través del TCR por diez minutos hay un incremento en la fosforilacion en
tirosinas de la cadena de {. En linfocitos T estimulados a través de CD43 y TCR se
observa que ésta es mayor que a la observada en células estimuladas solo a través del
TCR (comparar carriles 3 y 4). Cuando las células son estimuladas unicamente a través
de CD43 no se observo este incremento a lo diez minutos de estimulo, lo que concuerda
con la fosforilacién transitorio de la cadena ¢ en respuesta a las sefiales de CD43 (capitulo
II, Fig 9). Estos resultados sugieren que la coestimulacion de linfocitos T a través de
CD43 y TCR induce una mayor forforilacién de la cadena ¢ que la inducida por el
entrecruzamiento del TCR u que esta se prolonga por mds tiempo.

Los resultados anteriores indican que la molécula a‘da'ptadora,Cv‘byl‘ es‘_re“clutada por
la via de sefializacién de CD43. Por otra parte se ha répdrtaddi que la fdéfoﬁlacién en
residuos de tirosina de Cbl juega un papel importante en ‘r:nediar' las funciones de esta
proteina ya que permite regular su interaccion conhbtrfa's pfofefllaé. Sin. embargo, se
ignora como el entrecruzamiento de CD43 lleva al reclutamiento de Cbl. Para abordar
esta pregunta, se evaluo el estado de fosforilacion en residuos de tirosina de Cbl en
células estimuladas a través de CD43 o el TCR como control positivo. Como se muestra
en la Fig 18C, en células estimuladas a través del TCR, se observé un incremento en la
fosforilacion de Cbl en residuos de tirosina desde el minuto de estimulo, alcanzando
niveles maximos de fosforilacion a los cinco min. En cambio, solo se detectaron niveles
basales de fosforilacion en residuos de tirosina en células estimuladas a través de CD43,
aun al tiempo 5 min. Un blot anti-Cbl de la misma membrana muestra cantidades de
proteina similar en los distintos carriles. Estos resultados sugieren que a diferencia de las
seflales mediadas por el TCR, las sefiales de CD43 no inducen la fosforilacion de Cbl en

residuos de tirosina.
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La fosforilacién en residuos de tirosina de Cbl favorece la asociacion de esta
molécula con los dominios SH2 de la subunidad p85 de PI3-K asi como con el GEF Vav
en respuesta a las sefiales de numerosos receptores. Los datos que mostramos en el
presente trabajo, asi como datos previos de nuestro laboratorio, indican que las sefiales de
CD43 inducen la fosforilacion en tirosinas de Vav y de p85 asi como la coprecipitacion
de Vav y de ZAP-70 con la cadena-{. Por otra parte, los datos que presentamos en la Fig
18C indican que en respuesta a las sefiales de CD43 la fosforilacion en tirosinas de Cbl
no aumenta a diferencia de lo que ocurre cuando las sefiales son proporcionadas por el
TCR (Fig 18C). Para evaluar con mayor presicion el mecanismo de reclutamiento de Cbl
en respuesta a las sefiales de CD43, nos preguntamos si la fosforilacién en residuos de
serina de Cbl pudiera también favorecer la interaccién de Cbl con Vav. Para ello,
hicimos inmunoprecipitados de Cbl a partir de linfocitos T activados a través del TCR o
de CDA43, y los complejos inmunes se trataron con fosfatasa alcalina o con una fosfatsa
especifica de tirosinas (fosfatasa de Yersinia). Como se observa en la Figl 8D, a pesar de
no inducir la fosforilacién en residuos de tirosina de Cbl (carril 2, panel superior), la
activacién de linfocitos T humanos de sangre periférica a través de CD43 por cinco min
promovid la asociacion de Cbl con Vav (comparar carriles 1 y 2, panel intermedio).
Como era de esperarse, la activacidon a través del TCR resulté en un incremento en la
fosforilacion en tirosinas de Cbl asi como de su asociacién con Vav (comparar carriles 1
y 7, paneles superior e intermedio respectivamente).

El tratamiento de los inmunoprecipitados de Cbl con fosfatasa alcalina provocé la
desfosforilacion completa de las moléculas de Cbl inmunoprecipitadas a partir de células
estimuladas a través de CD43 (comparar carriles 2 y 3, panel superior) o del TCR
(comparar carriles 7 y 8, panel superior). La adicién de B-glicerolfosfato (inhibidor de
fosfatasas) previno este efecto (carriles 4 y 9) bloqueando parcialmente la interaccion de
Cbl con Vav. La adicién de NaVO, reestableci6 esta asociacion (comparar carriles 3 y 4,
panel de intermedio). El tratamiento con fosfatasa alcalina tuvo un efecto menor sobre
las interacciones de Cbl-Vav iducida por el TCR comparado con los inmunoprecipitados
de Cbl en presencia de inhibidores de fosfatasa (carriles 8 y 9). El tratamiento con
fosfatasa de Yersinia también resulté en una desfosforilacién total de Cbl en células

estimuladas a través del TCR o CD43 (carriles 5 y 10), mientras que la desfosforilacion
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se previno en presencia de NaVO, (carriles 6 y 11). Se observaron niveles equivalentes
de las interacciones entre Cbl y Vav en los inmunoprecipitados de Cbl de células T
estimuladas a través de CD43 drespué‘s del tratamiento con PTPasa de Yersinia en
presencia o ausencia de NaVO, “(carriles 5 y 6); lo mismo se observdé en
inmunoprecipitados de Cbl de células T estimuladas a través del TCR (carriles 10y 11).
Un blot anti-Cbl muestra las cantidades de proteina en todos los carriles (Fig 18D panel
inferior). Estos resultados sugieren que las interacciones entre Cbl y Vav mediadas por
CD43 son independientes de la fosforilacidon en residuos de tirosina de Cbl. El dominio
PTB de Cbl no se une a Vav fosfoirlada en tirosinas en respuesta al entrecruzamiento de
CD43, excluyendo la posibilidad de que la interaccion de Cb! con Vav pueda estar
mediada por el dominio PTB de Cbl y los residuos de tirosina de Vav. En conjunto, estos
datos sugieren que la asociacién de Cbl y Vav puede estar mediada parcialmente por la
fosforilacidn en residuos de serina o treonina de Cbl. 7 |
La proteina adaptadora Cbl es fosforilada en residuos de tirosina en respuesta a
distintos estimulos extracelulares, lo que favorece su asociacién con otras proteinas. En
linfocitos T primarios asi como en células Jurkat, la fosforilacion en tirosinas de Cbl en
residuos de tirosina resulta en su asociacién con distintas proteinas como son ZAP-70,
Syk, Fyn, la cinasa de lipidos PI3-K, el GEF Vav y la molécula adaptadora Crk (210-
214). Se ha propuesto que una de las consecuencias de la interaccion de Cbl con proteinas
tales como ZAP-70 o la cadena { es la de mediar su degradacion en un proceso
dependiente de ubiquitinacion (252). La ubiquitinacién y degradacion de la cadena { y de
ZAP-70 mediada por Cbl puede explicar la sobreexpresion de estas dos proteinas en los
timocitos del raton deficiente en Cbl (220, 253, 254). Estos resultados sugieren que Cbl
regula la expresion de las subunidades del complejo CD3 y de la cinasa ZAP-70 en
linfocitos T, lo que a su vez influencia las cascadas de sefializacion a través del TCR.

Una mayor fosforilacién de ZAP-70 y de otras proteinas en general en los timocitos del

raton Cbl” apoyan esta idea (220, 253, 254). En conjunto, estos resultados han llevado a -

proponer que Cbl es una molécula que regula negativamente la sefializacion a través del -
TCR (251). S
En este trabajo mostramos que ‘las sefiales mediadas por CD43; inducen-la

asociacion transitorio de ZAP-70 cdn Cbl. Si la asociacién entre Cbl y ZAP-70 obserVada
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en respuesta a las de CD43 resulta en la ubiquitinacién. de ZAP-70 y subsecuente
degradacién es algo que deberd determinarse. Por su parte y como era de esperarse, las
sefiales mediadas por el TCR resultaron también en la asociarci(')r'lrdé ZAP-70 con Cb],
pero con una cinética distinta a la observada para CD43. La asociacién de'ZAP-70-con
Cbl es respuesta a las sefiales mediadas por el TCR solo se observaron al min y a los dos
min de estimulo, en una cinética de cinco min. Interesantemente, cuando los linfocitos T
se estimulan a través de CD43 y el TCR, la asociacion de ZAP-70 con Cbl se observd
desde el min de éstimulo hasta los cinco min. Estos datos sugieren que la coestimulacion
a través de CD43 y el TCR hacen mas estable la asociacién entre ZAP-70 y Cbl. Habra
que evaluar si esta estabilidad es resultado de un retardamiento en la degradacién del
complejo ZAP-70/Cbl. ‘

En este trabajo también mostramos que la coestimulacion a través de CD43 y el
TCR por diez min induce niveles de fosforilacion de la cadena C mayor a los observados
en respuesta al TCR. Interesantemente, estas diferenciaé solo se observaron en la
isoforma p23 de la cadena { que corresponde a la forma fosforilada en las seis tirosinas
de los tres ITAMs. A diferencia de los resultados reportados en el capitulo II de este
trabajo y obtenidos con cinéticas de hasta cinco min, este efecto solo se evalué a los diez
minutos por lo que es probable que la ausencia de la isoforma de 23 kDa de la cadena ¢
en células estimuladas a través de CD43 se deba a que a este tiempo las sefiales mediadas
por CD43 no inducen la fosforilacion en tirosinas de la cadena ¢ (Fig 19C). Estos
resultados sugieren que la coestimulacion a través de CD43 y el TCR induce una mayor
fosforilacion de la cadena ¢ comparado la observada en respuesta al TCR. La mayor
fosforilacion de la cadena ¢ podria resultar de diferencias en el grado de. fosforilacién o
bien de desfosforilaciéon de la cadena ¢,y esto de alguna manera podria prevenir o
retardar la activacion de una fosfatasa que mediara la desfosforilacién de la cadena &.
Alternativamente, las sefiales mediadas por CD43 podrian retardar la degradacion de la
cadena { mediada por Cbl en respuesta a las sefiales mediadas por TCR. En conjunto,
estos resultados sugieren que la molécula adaptadora Cbl es reclutada por la via de
sefializacion de CD43 a través de un mecanismo dependiente de la fosforilacion en
residuos de serina, lo que a su vez podria constituir un mecanismo importante a través del

cual las sefiales mediadas por CD43 regulen las cascadas de sefializacién en linfocitos T.
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Figura 18. Las seiiales mediadas por CD43 inducen el reclutamiento de la proteina adaptadora Cbl. (A)
Linfocitos T humanos normales (2x107) se estimularon con L.10, OKT3 o ambos por diferentes tiempos a
37°C. Las células se lisaron y los lisados preclarificados con proteina A se incubaron con un mAb anti-
Cbl.  Los complejos inmunes se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa, que se incubaron con un mADb anit-ZAP-70 y posteriormente con anticuerpos anti-Cbl. (B)
Linfocitos T humanos normales (2x107) se estimularon con 1.10, OKT3 o ambos por diez minutos a
37°C. Los lisados celulares se preclarifica con proteina A ¢ incubaron con un mAb anti-cadena £. Los
complecjos inmunes se separaron por SDS-PAGE y se transfiricron a membranas de nitrocelulosa. Las
membranas se incubaron con un mAb anti-cadena . (C) Linfocitos T humanos normales (2xlO7) sC
estimularon como en A. Los lisados preclarificados con proteina A sc incubaron con un mAb anti-Cbl.
los complejos inmunes se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa.
l.as membranas se incubaron con un mAb anit-PY y posteriormente con anticuerpos anti-Cbl. (D)
Linfocitos T humanos (2x107) se¢ estimularon como en A. Los inmunoprecipitados de Cbl obtenidos a
partir de lisados celulares se incubaron con fosfatasa alcalina en presencia o ausencia de B-glicerofosfato,
o con fosfatasa de Yersinia en asuencia o presencia de NaVO,. Los complejos inmunes se separaron por
SDS-PAGE y se transfiricron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se incubaron con un mAb
anit-PY, y luego con con anticuerpos anti-Cbl.
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CAPITULO 1V

CONCLUSIONES
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;Cudl es entonces la funcién de CD43 en la fisiologia de un linfocito T? La respuesta a
esta pregunta es complicada ya que CD43 parece regular distintas facetas de la respuesta

inmune de un linfocito T. El hallazgo de que las proteinas ERM son importantes -

organizadores en la formacion de un nuevo complejo proteico, distal a aquel formado en=~ "

la interfase de una célula T con su APC, ha permitido proponer una posible funcién de
este complejo en la fisiologia de los linfocitos T (186, 255). CD43 fue el prirﬁef
componente descrito de este complejo proteico denominado DPC por sus siglas en inglés
(distal pole complex), pero en el se han localizado otras proteinas como son . La
sobrexpresion: de mutantes de las proteinas ERM que no pueden ser fosforiladas en
residuos de serina y que funcionan como dominantes negativas, imposibilita la exclusion
de CD43 del sitio de contacto entre célula T y APC (186, 255), mientras que la
redistribucion de PKC-0 o talina hacia el sitio de contacto asi como la expresién de CD69
no parecen verse afectados (187), lo que sugiere que las cascadas de fosforilacién
tempranas en respuesta al TCR ocurren de manera normal.” Sin embargo, la produccién
de IL-2 e INF-yparecen verse afectadas por la sobrexprcéion de dominantes negativas de
ERM, aunque no todas la citocinas parecen afectarse de igual iminera, ya que la expresion
de IL-5 o TNF-x es aparentemente normal (186, 187, 255). Estos resultados indican que
por un lado, las proteinas ERM participan de manera impoﬁante en la activacion celular
normal de linfocitos T, y por otra parte que, moléculas coreceptoras como CD43 parecen
regular diferencialmente la produccién de citocinas. En este sentido, se pédria pensar
que la redistribucion diferencial de CD43 en la superficie celular juega un papel
importante en la produccidn diferencial de citocinas durante distintas respuestas inmunes,
y que la permanencia de CD43 en el sitio de contacto entre célula T y APC podria inhibir
la produccion de IL-2 e INF-y sin afectar la secrecién de IL-5 o TNF-a.

Aunque poco se sabe acerca de las sefiales tempranas que determinan la respuesta
diferencial de los linfocitos T en respuesta a la estimulacién antigénica, se han reportado
diferencias en la participaciéon y los niveles de activacién de distintas proteinas que
participan en la sefalizacion temprana del TCR. Por ejemplo, la diferenciacion de
linfocitos T hacia un fenotipo Th2 correlaciona con con bajos niveles de activacion de
ZAP-70 y una ausencia de fosforilacion de LAT [Boutin et al., 1997]. La participacién

de las proteinas ZAP-70 y LAT en la via de sefializacion de CD43 podria contribuir con
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esta sefializacion diferencial observada en distintos fenotipos celulares [Balamuth et al.,
2001; Tanaka et al.,, 2003]. En apoyo a esta idea, el entrecruzamiento de CD43 en la
superficie celular induce la producciéon de INF-y pero no de IL-4, lo que siguiere la
participaciion de CD43 en favorecer respuestas celulares del tipo Th1 (Olivares, datos no
publicados). Alternativamente, la fosforilaciéon diferencial de LAT podria también
contribuir con el establecimiento de distintas respuestas celulares. Ratones deficientes en
la expresion de LAT que son reconstituidos con una mutante de LAT, en donde la Tyrl36
es sustituida por un residuo de fenilalanina imposibilitando su asociaciéon con PLC-y, 7
contribuye con una diferenciacion anormal hacia respuestas celulares del tipo Th2
[Aguado et al., 2002]. La valoracién de cuales residuos de tirosina de LAT son
fosforilados en respuesta al entrecruzamiento de CD43 podra darnos una mejor idea al
respecto. En este sentido el reclutamiento del binomio molecular cadena {/ZAP-70 por la
via de CD43 podria conllevar al ensamblado de complejos moleculares que participen de
manera diferencial en la sefializacion de linfocitos T. Por lo que serd interesante
determinar la contribucion de moléculas como la cadena ¢, ZAP-70 o LAT en las
respuestas celulares mediadas por CD43 y su contribucion en la prodUCcién diferenc‘ialgde 3

citocinas.

Otro punto importante de resaltar es que la mayoria de los ligandos de CD43, son
también reconocidos por otras moléculas. Por ejemplo, ICAM-1 es ademads ligando de
LFA-1 (256), MHC-I de CD8 y el TCR (257) y Galectina-1 de CD45 (147). Un ejemplo
interesante en donde una molécula es reconocida por mas de un ligando lo constituye la
molécula B71/2, B71/2 se espresa constitutivamente en la superficie de células
presentadoras de antigeno pero su expresion aumenta en respuesta a sefiales mediadas por
reeeptores TLRs (receptores semejantes a Toll) (258). En el caso de las interacciones
entre un linfocito T y una APC, la molécula B7 es reconocida por CD28, una molécula
coreceptora de linfocitos T (259). La interaccion de CD28 con B7 desencadena seiiales
coestimuladoras que comprometen al linfocito con el inicio de una repuesta inmune (260,
261). Ademds de la expresion de distintos genes para citocinas, CTLA-4 es una molécula
cuya expresion en la superficie celular del linfocito T aumenta como resultado de'la

activacién celular (262). CTLA-4 regula negativamente las sefiales i'ntrécelUlares ;
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emanadas del TCR, debido a su asociacién con la fosfatasa de tirosinas Syp (230, 263).
CTLA-4 compite con CD28 por la interaccion con B7 ya que la afinidad entre CTLA-4y -
B7 es mayor que la de CD28 con B7 (261). Esta interaccion secuencial de B7 con CD28 |
y CTLA-4 constituye un mecanismo de regulacidn de la respuesta inmune en donde la -
interaccion de CD28 con B7 genera sefiales de activacion mientras que la interaccion de

CTLA-4 con B7 genera sefales de atenuacion (261). Interesantemente la ausencia de

expresion de CTLA-4 en linfocitos T conlleva a un fenotipo de hiper reactividad que

puede desencadenar en autoinmunidad (264). Este equlibrio entre las sefiales positivas y

negativas asegura que un linfocito T no permanezca activado por un tiempo indefinido.

Como B7, CD43 es una molécula que comparte sus ligandos con otras moléculas. Asi por

ejemplo, [CAM-1 es un ligando de CD43 (145) y de LFA-1 (256), MHC es ligando de

CD43 (148) y de CD8 . Haciendo una analogia en ¢l caso de B71/2 y CD28/CTLA-4,

resulta atractivo pensar que CD43 pudiera competir con otras moléculas coreceptoras por

la interaccién con ligandos comunes y que las sefiales resultantes de estas interacciones

fueran opuestas. En este sentido, serd interesante evaluar las cinéticas de interaccién de

estas moléculas asi como el tipo de sefiales intracelulares que resultan de cada interaccién

y sus consecuencias sobre la fisiologia de un linfocito T. Si bien en este trabajo hemos

reportado la participacion de la cadena { en la via de seiializacion de CD43 en respuesta a

su entrecruzamicnto con un mAb, serd interesante determinar si la interaccion de CD43

con sus respectivos ligandos naturales conlleva también al reclutamiento de la cadena { o

alternativamente, si existen vias alternativas a través de las cuales CD43 induzca

cascadas de sefializacion.

Con el ponarama descrito anteriormente es claro que atribuirle una funcién a CD43

dentro de la fisiologia de un linfocito T parece ser poco acertado, por lo que un papel

multifacetico de la molécula de acuerdo al tipo de isoforma expresada, al estadio de

diferenciacién célular y al tipo de ligando involucrado parece ser el mds apropiado. -
Debera establecerse si la participacion de la cadena ¢ en la via de CD43 es importante en

el papel multifacético de la molécula.
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1. Anticuerpos y Reactivos.

Como antxcuerpos activadores, se utilizaron el anticuerpo monoclonal L10 una IgGl que

reconoce a la molécula CD43, y el anticuerpo monoc]onal ant1 CD3e, OKT3 una IgG2a
(American Type Culture Collection). Como antlcuerpos entrecruzadores, se ut:hzo el
anticuerpo anti-monoclonal, RaMIG. Los antxcuerpos antl t;, antl-?; FITC antl-ZAP 70,

anti-Lck, anti-Fyn, anti-Vav, anti- Cbl, anti-ERK y antl pERK son' de Santa Cruz
Biotechnology. Los anticuerpos secundarios -para - mmunoblot son ‘de Biomeda. Los
anticuerpos L10-PE y OKT3- TC son de Caltag: Los 1nh1b}dor¢s de proteasas y fosfatasas:
[PMSF (ImMO, BGP (10mM), NaF (10mM), DTT (0.5 mM) Na;VOs (200 mM),
antipaina (50 pg/ml), leupeptina (1 pg/ml) y éprotininé (10 pg/ml) son de Sigma;

2. Lineas celulares y pm‘iﬁcacio’n de linfocitos Ty NK cells de sangre periférica.

Las lineas celulares Jurkat (J22) y JCaM (Células Jurkat deficientes en Lck), se
mantuvieron en fase de crecimiento logaritmico a 37°C, 5% CO; en RPMI completo.
Antes de cada experimento las células se incubaron por 24 hrs a 37°C, 5% CO; en RPMI
2% FCS con el proposito de mantener a las células en estado no activado.

Los linfocitos T se purificaron de concentrados linfocitarios de sangre humana
obtenida de donadores voluntarios, adultos sanos. El aislamiento de los linfocitos se hizo
sobre un colchdn de ficoll-hypaque. El ficoll permite, en base a la densidad de eritrocitos
y linfocitos, separar ambas poblaciones. Los concentrados celulares diluidos, volumen /
volumen en PBS 1X (amortiguador de fosfatos salino: NaCl 137 mM, KCL 2.7 mM,
NaHPO, 8.1 mM, KH>PO,4 15 mM pH 7.3), se depositan lentamente sobre un colchén’de
ficoll-hypaque y se centrifugan a 350 x g por 30 min. Los linfocitos quedan en ]:a
interfase entre el PBS y el ficoll, de donde se extraen. Estos se lavan dos veces con PBS,
centrifugandose a 350 x g por 15 min, para eliminar el exceso de ficoll. Una vez lavados,
los linfocitos se resuspenden en medio de cultivo RPMI 1640 (Hyclone) completo [5% de
suero fetal bovino (FCS) (Hyclone), 5% de suero: bovino de recién nacido, (BCS)
(Hyclone, UT), 2 mM de L-glutamina, 100 U de penicilina, 50ug/ml de estreptomicina y
50uM de p-mercaptoetanol] y se dejan a una concentracién de 8x107 cel/ml en cajas de

Petri toda la noche a 37°C, 5% CO; para permitir la adhesion de células monociticas. Las
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células no adherentes a las placas de cultivo se cosecharon y se centrifugaron a 350 x g
por 7 min, se resuspendieron en RPMI completo y se incubaron por 1 h a 37°C, 5% CO;
en columnas de lana de nylon. Posteriormente las células T se eluyeron de las colurﬁnas
con RPMI 1640 completo a 37°C. Los linfocitos B permanecen pegados a lana de nylon.”
Con el proposito de tener linfocitos no activados, las células T se incubaron por 24°'h a
37°C, 5% CO, en RPMI 2% FCS. El grado de pureza de las células obtenidas se analiz6
por citometria de flujo (Fig. 19A) o

Las células NK humanas se purificaron a partir de células pohmorfonuclezfres de o

sangre periférica por seleccion negativa utilizando el kit para punﬁcaclon de celu]as NK'
(Miltenyi Biotec). Para la deplecién de linfocitos T, B, monocltos, basoﬁlos, 4celulasv
dendriticas, plaquetas y eritrocitos, se utilizé un coctel de anticuerpos ant1 CD3 -CD14;
-CD19, -CD36 y —IgE conjugados a un hapteno. Posteriormente los comple_]os se
incubaron con microesferas magnéticas acopladas a un anticuerpo mono‘clboﬁé] anti-
hapteno, Finalmente las células marcadas magnéticamente se depletaron reteniéndolas en
una columna magnética El grado de pureza de las células obtenidas se analizé por

c1t0metna de ﬂUJO (Fxg IQB)

A o B’

N == RaMIG Ctrl
wm Ctr

- CD16

Fig 19. Grado de pureza de linfocitos T (4) o células NK (B)
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3. Actwacwn celular

Para semejar la interaccion de CD43 y el TCR con sus respectivos hgandos las

“moléculas fueron entrecruzadas con anti-CD43 (L10), anti TCR (OKT3) y~el antl'IgG e

(RaMIG), estos se utilizaron a una concentracion de 4 ug/ml. Este procedlmlento ha SldO
validado en varios trabajos para diferentes moléculas de superficie y se sabe que las
sefiales intracelulares que se generan de esta manera son equivalentes a aquellas :
resultantes de la interaccién receptor-ligando (De Smet et al. 1993; ansrdﬁié'trélr;"ﬁlt§9§):.' .
En general, 2x107 de células se incubaron durante 15 min a 4°C con el anticUerbd ‘ranti‘- ‘
CD43 (L10), o con el anticuerpo anti-CD3e (OKT3). El entrecruzamiento de L10 (CD43)
o del TCR (OKT3) se realizé con la adicidén de un anticuerpo policlonal anti-IgGs de
raton y la cinética de activacién si inicid incubando las células por diferentes periodds de
tiempo. a 37°C. Postenormente, las células se lavaron con PBS fri6 con el propos1to de
eliminar el exceso de anticuerpo (10 sec a 14000 x g). Se deseché el sobrenadante y las
células se Ilsaron en 100 ul de buffer de lisis. (Hepes 25 mM pH 7.5, Tritén x-lOO/S%, ,
MgC]ol 5 mM Nacll50 mM, EDTA 0.2 mM en presencia de los mhlbxdores PMSF
ImM, BGP 10 mM, NaF 10 mM, NaVO, 200 uM, leupeptina lmg,/ml antlpama Smg/ml :
aprotinina 10mg/ml, DTT 0.5 mM) durante. 30 min a 4°C en agltacnon Los hsados '
celulares se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se conservo

para su andlisis subsecuente o bien para inmunoprecipitacion.

4. Inmunoprecipitados ,
Como resultado de la activacidon, los complejos inmunes presentes en los liSados ce]ularés

de células activadas se eliminaron por incubacién con 20 pl de esferas de Proteina A 7
sefarosa a 4°C por 1 h. La mezcla se centrifugé por 10 segundos a 14,000 rpm a 4°C y el
sobrenadante se incubd con el anticuerpo indicado en agitacién a 4°C. Después de 2 h de
incubacidn con el anticuerpo primario, se adicionaron 20 pl de una mezcla 1:1 de proteina
A sefarosa 4B:PBS a los lisados y se incub6 por 2h adicionales a 4°C"y’ en agitacion, Las
esferas se lavaron dos veces con TNE-T (Tris/HCI 50mM pH 7;5,'.Nav(‘31 140 mM, EDTA
5 mM, Triton X 100 1%), dos veces con TNE (Tris/HCI 50 mM pH 7.5, NaCI-140 mM, -

EDTA 5 mM) y una vez con agua bidistilada. Los complejos inmuhes 'a$ociados ala"
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Proteina A sefarosa 4B se desnaturalizaron en presencia de buffer de muestra 2x
(Tris/HCI 625 mM pH 6.8, 15% de glicerol, 2% de SDS, 0.001% de azul de bromofenol,
5% de B-mercaptoctanol), para luego ser separados por electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE).

5. Inmunoblots

Las proteinas se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
de 0.22 um previamente humedecidas en buffer de transferencia (Tris/HCl 48 mM y
glicina 39 mM, pH 7.4). La transferencia de proteinas a la membrana se realizé a 120
mAmp por lh, utilizando una camara de transferencia semi-seca (BioRad). Para blots,
las membranas se bloquearon con leche descremada o BSA al 5% en TBS-T (Tris/HCI
200mM pH 7.5, NaCl 1.5 M) durante 1h a temperatura ambiente (TA). Posteriormente,
las membranas se incubaron con el anticuerpo correspondiente, por lo general a una
concentracién de 1pg/ml diluido en TBS-T por 1 h a TA o toda la noche a 4%C. Después
de lavar las membranas tres veces (10 min c/u) con TBS-T, se agregd el anticuerpo
secundario acoplado a HRP a una dilucién de 1:5000 en TBS-T. Por dltimo, las
membranas se lavaron tres veces con TBS-T y sc revelaron por el método de
quimioluminiscencia (ECL, Amersham), el cual es un método no radioactivo que detecta
la luz emitida por la reaccién de la peroxidasa con su sustrato en presencia de luminol.
Los fenoles presentes en la reaccién aumentan la intensidad de emision luminosa de las

muestras hasta 1000 veces por 5-20 min hasta decaer después de 1h (Withehead, 1979).

6. Ensayo de cinasa in vitro

Para realizar los ensayos de cinasa, los complejos inmunes se purificaron a partir de los
lisados celulares adicionando 20 pl de proteina A-sefarosa. Estos complejos se lavaron
dos veces con TNE-T, una vez con TNE y una vez con buffer de cinasa (Hepes 20mM,
NaCl 160mM, MgCl, 5SmM y MnCl, 5mM). Después, los complejos inmunes se
incubaron con 50 pl del buffer de cinasa por30 min a TA en la presencia de 20 pM de (y-
32p)y ATP y enolasa como sustrato exégeno cuando se indica. Al finalizar el tiempo de
incubacion, los tubos se centrifugaron a 14 000 x g por diez seg, se tomo el sobrenadante

(50 pl) y se le adiciond un volimen igual de buffer de muestra 2X, mientras que las
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esferas se lavaron 2 veces con TNE-T, una vez con TNE y una vez con agua antes de
agregar 20 pl de buffer dfa muestra 2X. = La muestras se corrieron en geles de

poliacrilamida al 1,,0%: eﬁ"&:dndiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La cantidad de

proteina presente 'eh'lds distintos carriles se evalué con una tincién con azul de Comassie”™ ™~

y los comp]ejos mmunes se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. El grado de
fosforllacmn de las protemas se evalu6é mediante autoradiografia, y en el caso de las

membranas de mtrocelulosa se realizaron ensayos de inmunoblot cuando procedla

7. Recubt umenm de esferas de late\f pohstu eno con anticuerpos : ;

Una suspension acuosa de esferas. de pohstlreno al 2.5% se mezcl6 ‘con una soluc1on de
glutaraldheido al 8% durante 4 6 horas a TA. Las esferas se lavaron dos veces con PBS:y
se incubaron con 200-400 pg de L10 (anti-CD43), OKT3 (anti-CD3) o RaMIG. La
mezcla se incub6 toda la noche a TA. Las esferas se centrifugaron por diez minutos a
12000 x g y la pastilla se resuspendié en 1 ml de ethanolamina 0.2 M para bloquear sitios
inespecificos. Después de 30 minutos de incubacién, las esferas se centrifugaron por seis
minutos a 12000 x g y se resuspehdierdn en una solucién de BSA. La suspension se
incub6 por 30 min a TA. - Finalmente las esferas se centrifugaron por seis min y se
resuspendieron en 1 ml de b’hffef de almacenamiento. El greado de unién del anticuerpo
a las esferas se determind por citometria de flujo (Fig. 20)

A

= Ctrt
' L10

o

Fig 20. Perfiles de citometria de flujo de esferas recubiertas con L10 (4), OKT3 (B) o
RaMIG (C)

TESIS CON
FaLl - R ORICEN
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8. Inmunotincion y microscopia confocal.

Linfocitos T o NKs de sangre periférica se incubaron con esferas de latex acopiadas a

anticuerpos anti-CD43, anti-CD3, RaMIG o BSA, en una relacién de 1:2.'Desptiés*de"'"'

centrifugar la mezcla células-esferas por 5 min a 700 rpm, los conjugados se incubaron a
37°C por diferentes tiempos. Las células se fijaron con paraformaldheido (PFD) al 2% a -

TA por 10 minutos, posteriormente, las células se incubaron por 1h a 4°C con solucién de

FACS (PBS, FCS 2% y NaNj; 0.02%) en presencia de saponina al 0.05% y uno de los

siguientes anticuerpos anticuerpos: anti-{ FITC, anti-CD43-PE o anti CD3-TC. Al final,
las células se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con PFD al 2% por 10 min a TA.
Los conjugados se montaron sobre laminillas de vidrio en medio de montaje (PBS 50%:
glicerol 50%). Las muestras se analizaron utilizando un microscopio confocal MRC-600
equipado con una liser de krypton/argon (Bio-Rad) acoplado a un microscopio
Axioscopio (Zeiss, Germany) con un objetivo PlanNeofluar 40X (apertura 0.75) o un

objetivo PlanApochromatico 63X W Korr (apertura 1.2).
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APENDICE 1

Molécula Tipo de molécula Funciéon
Actina Proteina estructural del Rearreglos de! citoesqueleto
citoesquleto
CD2 Molécula de adhesién celular Adhesiodn celular y
coestimulacion
CD4 Co-receptora Cocstimulacion en linfocitos T
CDS Glicoproteina de superficie celular | Regula la activacion celular
CDS8 Co-receptora Coestimulacion en linfocitos T
CDl6 Receptor de baja afinidad para IgG | Media la fagocitosis y
agregadas cototoxicidad celular
CD26 Glicoproteina transmembranal de Protcasa de membrana celular,
tipo 11 activacion y adhesidn celular
CD28 Co-receptora Coestimulacién de linfocitos T
CD38 Glicoproteina transmembranal de Participa en la sintesis de ADP-
tipo I ribosa ciclica; proliferacion
CD45 Fosfatasa transmembranal Necesaria para la seiiazlicion a
través del TCR
CDS56 Molécula de adhesion celular Adhesién celular
CD71 Receptor para transferrina Activacion celular
Cbl Proteina adaptadora (citosolica) Regula negativamente la via de
sefializacion del TCR
Csk Cinasa dc tirosinas Regula negativamente la funcin
de Lek y Fyn
Ezrina Proteina del citoesqueleto Media la asociacion de
proteinas de superficie con el
citoesqueleto de actina
ERK 1/2 Cinasa de tirosinas y treoninas Fosforila factores de
transcripeion
Fak Cinasa de tirosinas Participa en rearreglos del
citoesqueleto y adhesiones
focales
Fyn Cinasa de tirosinas Fosforilacion de los ITAMs y

otras proteinas

Galectina-1

Lectina tipo S

Adhesion celular

Grb2 Proteina adaptadora (citosélica) Regula la via de MAP cinasas
LAT Proteina adaptadora Participa en la sefalizacion
(transmembranal) intracelular
Lck Cinasa de tirosinas Fosforilacion de los ITAMs y
otras proteinas
Lyn Cinasa de tirosinas Seifializacion intracelular
Moesina Proteina del citoesqueleto Media la asociacién de

proteinas de superficic con el
citoesqueleto de actina




NF-AT Factor de transcripcion Regula la transcripcion de genes
para citocinas
NFxB Factor de transcripcion Regula la transcripcion de genes
Para citocinas
PI3-K Cinasa de fosfoinositodos Seializacion intracelular
PKC Cinasas de serina y treonina Seiializacion intracelular
PLC—y Enzima de fosfolipidos Degradacion de P1 3,4 P
PYK-2 Cinasa de tirosina Recarreglos del citoesqueleto
Ras GTPasa Activa a ERK1/2
Rac GTPasa Rearreglos del citoesqueleto
Rho GTPasa Rcarreglos del citoesqueleto
She Proteina adaptadora (citosolica) Sciializacion intracclular
SLP-76 Proteina adaptadora (citosolica) Sciializacion intracelular
Sos Factor intercambiador de Activador de Ras
nucledtidos de gunaina
Vav Factor intercambiador de Seiializacion intracelular
nucleotidos de gunaina
ZAP-70 Cinasa dc tirosinas Seiializacion intracelular
Zyk Cinasa de tirosinas Seiializacion intracelular
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The CD43 Coreceptor Molecule Recruits the {-Chain as Par;\.\
of Its Signaling Pathway’

N

Mario Ernesto Cruz-Muiioz,* Enrique Salas-Vidal,* Norma Salaiza-Suazo,! Ingeborg Becker,!

Gustavo Pedraza-Alva,® and Yvonne Rosenstein®* .

CD43 is an abundant cell surface sialoglycoprotein implicated in hemopoictic cell adhesion and activation. Cell stimulatidn
through CD43 results in recruitment of different signaling proteins, including members of the Src family kinases, Syk, phospho-
lipase Cy2, the adapter protein She, the guanine nucleotide exchange factor Vav, and activation of protein kinase C. In this study,
we report that in human T lymphocytes, the {-chain is part of the CD43 signaling pathway. Upon CD43 engagement, the {-chain
was tyrosine-phosphorylated, generating docking sites for tyrosine-phosphorylated {-associated protein of 70 kDa and Vav, In
vitro kinase assays suggested that L-associated protein of 70 kDa could account for the kinase activity associated with the {~chain
following CD43 engagement. Cross-linking CD43 on the surface of the Lck-deficient JCaM.1 cells failed to phosphoryiate the
-chain and associated proteins, suggesting that LeK is a key element in the CD43 signaling pathway leading to £ phosphorylation.
CD43 engagement with heads coated with anti-CD43 mAb resulted in concentration of the g-chain toward the bead attachment
site. but interestingly, the distribution of the T cell Ag receptor complex remained unaflected. Recruitment of the {-chain through
CD43-medinted signals was not restricted to T lymphocytes because phosphorylation and redistribution of the {-chain was also
observed in NK cells, Our results provide evidence that the {-chain functions as a scaffold molecule in the CD43 signaling pathway,
favoring the recruitment and formation of downstream signalting complexes involved in the CD43-mediated cell activation of T

iymphocytes and other leukoeytes such as NK cells.

o evoke an effective immune response, T Ivinphocyies

respond 1o a variety of signals generated by coreceptor

molecules, in addition 1o those of the T eell Ag receptor.
Integration of that information will result in a panicular intracel-
Ielar signaling cascade, ultimately feading 10 a fully ditferentiated
effector T cell Coreeeptor molecules provide the cells with the
capacity to discriminate the contest in which Ag s presented, reg-
ulating T cell-APC interactions as well as the threshold for T cell
activ ation. In addition, signals generated through these molecules
modulate other fucets of the T cell response such as anergy or
apoptosis (1, 2).

In conjunction with the CD3 y-, &, e<hains, the {-chain con-
stitutes the signaling apparatus of the TCR. However, usage of the
¢-chain is not restricted to the TCR-CD3 signaling pathway, Co-
receptor molecules, such as CD2, CD4, CD5, CDS, CD16, CD26,
CD45, €D, and CD71 (3-10) hav ¢ been found to associate with
the CD3-¢ complex as well as with members of the Sre family
Kinases such as Lek and Fyn oas part of their signaling pathways.

The intracellular domains of ¢-chain include a signaling motif
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called immunoreceptor tyrosine-based activation motif (1ITAM)?
that comprises the consemsus sequence Yxx (L), Ysx(L/D
(11). The cytoplasmic tatl of the -chain contains three TTAMs
with six tyrosine phosphorylation sites. Lek and Fyn are respon-
sible for phosphorylation of the tyrosine residues within the
ITAMs of the {-chain, creating binding sites for the Syk family
kinase members, Z-associated protein of 70 kDa (ZAP-70) and
Syk. Once ZAP-70 is recruited to the phosphorylated ITAMs, itis
activated following phosphorvlation by Src family kinases (2),
leading to the recruitment of adapter proteins and effectors en-
zymes, such as linker for activation of T cells (LAT), Shc, growth
factor bound protein (Grb)2. phospholipase C (PLC)y, Vav, and
Src homology 2 domain-containing leukocyte protein of 76 kDa
(SLP-76) (12).

CD43 is a sialoglycoprotein expressed on the surface of all he-
mopoictic cells except erythrocytes (13). It is a member of the
growing family of cell surface-associated mucins, which are char-
acterized by the presence of extensive @-linked glyean substitu-
tions and an clongated structure (14, 15). This abundant glycop-
rotein scems 10 play multiple roles in regulating leukocyte
migration and activation. Due to its extended structure that pro-
trudes 45 nm from the cell surface and its highly glycosvlated
nature (16), it has been proposed that CD43 constitutes a func-
tional barrier that negatively affects T cell interactions and fune-
tions. Lymphocytes from CD43-deficient mice were reported to
have enhanced rolling and adhesion in response to chemotactic
stimuli, as well as increased in vitro proliferation (17-19). How-
ever, using the same model, resulting of their inability to emigrate

4 Abbreviations used in this paper: 1TAM, immunoreceptar tyrosine-based activaion
wotif; ZAP-70, {-assocrated protein of 70 kDa; LAT, linker for activation of T cells;
Grb, growth factor bound protein; PLC, phospholipase Ci SLP-76, Src homology 2
domain-containing leukocyte protein of 76 ADa; MAPK, milogen-activated protein
kinase; GEF, puanine exchange factor; IVK, in vitro khinase assay; TC, tricolor;
RaMIG, rabbit anti-mouse 1pG.
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out of the vasculature, CD43 ™'~ leukocytes were found to have an
impaired capacity to infiltrate tissues (20).

CDA43 can act as a coreceptor molecule on T cells, independently
of CD28 expression (21). In human T lymphocytes, CD43 engage-
ment leads to tyrosine phosphorylation and recruitment of the Src
family kinases Lck and Fyn to the cytoplasmic tail of CD43 (22,
23), CD43-specific activation of T cells also results in tyrosine
phosphorylation of the adapter proteins She and SLP-76, promot-
ing the formation of the macromolecular complexes She/Grb2/Vav
and Vav/SLP-76 and activation of the mitogen-activated protein
kinase pathway (24}, ultimately regulating gene eapression by re-
cruiting transcription factors such as AP-1, NF-AT, and NF-xB
(25). To generate intracellular signals, CDA3 requires its intracy-
toplasmic domain (26). CD43 also ransduces signals leading to
dendritic cell maturation (27) and activation of NK cells (28). In
immature hemopoietic cells, CD43 signals were tound to increase
the phosphon lation of the tyrosine Kinases Syk and Lyn (29) as
well as that of PLCy2 (30). However, the mechanisms through
which CD43 leads 1o these events are partially understood.

In this report, we demonstrate that in nonmal human T lympho-
cvtes as well as in Jurkat cells, CD43-specific signals resulted in
tyrosine phosphorylation of the {-chain, leading to the subsequent
association of tyrosine-phosphonlated ZAP-70 and Vav 1o the
Z-chain. Moreover, CD43-mediated signals induced Lok and Fyn
Kinase activity. Consistent with this, results of experiments con-
ducted in JCaM. 1 cells, a cell line deticient in Lok expression (21,
suggested that CDA2-dependent tyrosine phasphanvlation of the
Z-chain and association of ZAP-Z0 and Vav 1o the -chain were al!
dependent on the presence of Lok By confocal micrescopy, we
show that the C-chain was recruited 1o the contact sites between
human T lymphocytes and beads coated with a maAb specitic for
CD43. Interestingly, redistribution of the CD3 complex was un-
affected in response to CD43 ligation, Recruitment of the {-chain
through CD43-mediated signals was not restricted to T lympho-
cytes because phesphon lation and redistribution of the ¢-chain
wias also observed in NK cells. Tuken together, these data suggest
that the Z-chain participates as a key component in the CD43 sig-
naling pathway in T Iymphocy tes and other leukocytes such as NK
cells,

Materials and Methods
Reagents

L10, 20 1gGl mAb that recognizes CDA3 (13), and OKT3 (anti-CD3, 1gG2:
American Type Culture Collection, Manassas, VA) were either punfied
from ascites on protein A-Sepharose columns or used as ascites. 3D6 is an
IgGl mAb that recognizes the V'P7 protein from human rotavirus (32).
Rabbit anti-mouse 1¢G (RaMIG) was gencrated by repeated immunization
with purified mouse IgG and anti-mouse 1gG Igs were affinity purified. The
anti-¢-chain, anti--FITC, anti-pd-chain, anti-ZAP-70, and anti-Vayv Abs
were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). The anti-
phusphotyrosine 2G10 was from Upsiate Bivtechnology (Lake Placid,
NY). The anti-CD3 tricolor (TC) and anti-CD43 PE were from Caltag
Labortories (Burlingame, CA). The poly clonal antiserz directed against
Lck and Fyn were a gift from Dr. C. Rudd (Dana-Farber Cancer Institute,
Boston, MA). Polysterene latex microspheres (2-pum diameter) were pur-
chased from Polysciences (Warrington, PA), and mAbs were coupled on
the surface of the bead according to the manufacturer’s protocol.

Cells

Jurkat and JCaM.1 cells were cultured in RPMI 1640 (HyClone Labora-
tories, Logan, UT) supplemenied with 5°6 FCS (HyClone Laboratories)
and S% bovine iron supplemented calf serum (HyClone Laboratories), 2
mM t-glutamine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 50 U/ml penicillin, 50
py/ml streptomycin, and 50 uM 2-ME. Human peripheral blood T cells
were isolated from healthy adult donors by Ficoll-Hypague gradient cen-
trifugation. The bufly coat was washed three times with PBS and resus-
pended in supplemented RPMI 1640, Adherent cells were removed by
plating the cells onto 100.mm Petri dishes (4 % 107 cells'plate) for at least
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2 hat 37°C ina 5% CO, atmosphere. Nonadherent cells were collecied and
loaded on nylon wool columns pre-equilibraled with supplemented RPMI
1640. The resultant purified cells were predominantly OKT3* (>80¢4) and
L10° (>93%), as determined by FACS analysis. NK cells were isolatgd by
negative selection using a NK Cell Isolation kit (Milienyi Biotee, Aubln,
CA). Before activation, all cells were arrested for 24 h in RPMI 1640,
supplemented with 2% FCS.

Activation of cells and imnunoprecipitation

Purified T lymphocyies, Jurkat cells, or NK cells (2 x 107) were incubated
in 0.5 ml of cold RPMI 1630 for 15 min at 4°C with L10, OKT3, or
anti-CNI6 (1300 dilution of ascites or 4 pg/ml purified 1gG when indi-
cated). Additional cross-Tinking was achieved with RaMIG (4 pg/ml), after
which cells were activated by incubating them at 37°C for the indicalged
periads of ime. Cells were then tysed in 25 mM HEPES, pH 7.5, 1530 mM
NaCl, L3 mM MeCl 0.2 mM EDTAL 03% (v ) Triton X-100, 0.5 mM
DTT, 20 mM B-glycerophosphate, 1 mM Na VO, 5 mM NaF, 4 mM
PMSE, T pgmd leupeptin, 1 pe/ml aprotinin for 20 min at 4¢C, Lysates
were spun at 14,000 < ¢ for 10 min ¢t $°C and supernatants were pre-
cleared wath protein A-Sepharose for 1 h at $°C before immunoprecipita-
tion with the indicated Ab for 2 h or overnight at 4°C. Immune complexes
were hanested with protein A-Sepharose for 4 h at 4°C and washed twice
with TNE-T (130 mM NaCl, 20 mM Tns, pH 7.5, 5 mM EDTA, 19 (v/v)
Triten N-100), once with TNE (130 mM NaCl, 530 mM Tris, pH 7.5, 5 mM
ENTA}and once with H.O. Immunoprecipitated proteins were resolved by
SDS-PAGE and immunoblotted.

Immunobloning

Proteins were transterred 10 0.22-um nitrocellulose membranes { Bio-Rad,
Rivhmond, CA) blocked with $% BSA or 2%, nonfat mlk in TBS-T (50
mM TRS, pH 008y Tween 20) and incubzted with the indicated Ab
diluted in THN-TU After three washes with TBS-T, membranes were incu-
hated with the appropriate secend Ab coupled to BRI and proteins were
visuglized by BCL (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
LUK feliewing the manutaciuner’s instructions.,

It vitro kinase assays (1VR<

For IVKs, Lek, Fyn, or the ¢-chain were precipitated as described above
and immune complexes were washed twice with cold TNE-T, cnce with
TNE and once with kinase buffer (20 mM HIZPES, pll 7.4, 100 mM NaCl,
3 mM MgCly, 5 mM MnCl;) Beads were then incubated a1 30°C for 20
min with 50 ul of the same Linase buffer containing 10 uCi [y-PJATP
(2009 Cy mmol; NEN Lite Sciences, Boston, MA) and § pg of enolase, as
exogenous substrate, The supernatant was recovered and mined with an
cqual volume of 2« loading butler and beads were washed as deseribed
above. Proteins were resolved by SDS-PAGLE and transferred to nitrocel-
lulose membranes. Radiotubeled proteins were visvalized by weray film
expasure, and intenaty of protein phosphonlation was quantitated with a
Fluer-S MultuImager (Bio-Rad)

Conjugate formation and immunofuorescence nicroscopy

Celis were nixed with Ab-coated latex beads at a 1:2 ratio. Afier centnt-
ugation for 5 min at 100 % g, the cell-bead mixture was incubated 1t 27°C,
5% CO; for the indicated periods of time, Cells were fixed with 2% para-
formaldehyde at room temperature, permeabilized for 5 min with 0.55%
saponin in PBS containing 2% FCS and stained for 30 min with anti-{
FITC, anti-CD43-PE, or anti CD3-TC diluted in PBS/2% FCS. Afier wash-
ing rwice with PBS, vells were mounted on glass slides. Samples were
obsenved under an MRC-600 confocal laser scanning system equipped with
a kryptonargon luser (Bio-Rad) coupled to an Axioscope microscope
{Zciss, Oberkochen, Germany ) with a PlanNeofluar 40X (aperture 0.75) or
a PlanApochromat €3X W Korr (aperture 1.2) objective.

Results
CD43-mediared signals induce the tvrosine phosphoryvlation of
the L-chain

We have previously shown that CD43 ligation results in the ty-
rosine phosphorylation of the adapter proteins She, SLP-76, the
guanine exchange factor (GEF) Vav, and members ot the Src fam-
ily kinases such as Lck and Fyn (23, 24, 33). In T lymphocytes,
recruitment of most of these molecules is dependent on tyrosine
phosphorylation of the J-chain, a target molecule through which
several coreceptors have been found to signal (3, 6, 9, 10). We
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investigated whether CD43 also recruited the {-chain as part of its
signaling pathway. Jurkat cells were activated with the anti-CDA43
mAb L10 for different periods of time and participation of the
{-chain in the CD43-signaling pathway was evaluated, Compared
with basal levels, CD43 ligation augmented tyrosine phosphory-
lation of the {-chain in a time-dependent manner, as visualized in
the Z-chain immunoprecipitates (Fig. 1.4, lanes 1-5); maximum
phaspharylation levels were resched within 1 min of stimulation
and decreased after 5 min. No particular effect was detected when
incubating the cells with the irrelevant Ab (3D6, {gG1) for up to 20
min; in experiments shown here, cells were treated with the irrel-
evant mAb for 1 or 5 min. In addition to phosphorylation of the
{-chain, CD43-dependent signals resulted in enhanced tvrosine
phosphorylation of additional proteins that coprecipitated with the

¢-chain. Predominant-associated proteins had molecular masses of

70 and 95 kDa. As was the case for the ¢-chain, maximal phos-
phoryvlation of these {-chain-associated proteins was observed afier
1 and 3 min of stimulation, respevtively. Phosphorylation of the
95-KkDa protein was very transient (at time 3 min) while that of the
70-kDa protein was sustained for up to 5 min tollowing CD43
engagement, decreasing thereafter. Overall, these data suggest that
CDA3-mediated signals are highly regulated.

By blotting with anti-Vav Abs, we confirmed that the 93-kDa
phasphoprotein associated with the {-chain after 3 min of CD43
engagement was Vav (Fig. 14), a molecule that is tyrosine-phos-
phorviated in response to CD43 engagement on human T lympho-
cytes (24). ZAP-70 has been reported as being an essential mole-
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FIGURE 1, CD43-mediated signals induce {-chain phosphorylation. Ju-
rkat celis (2 X 107) (4) or human normal peripheral T lymphocytes (8)
were stimulated as described under Marerials and Methods with anti-CD43
110 mADb for the indicated times at 27¢C. Cells were lysed and precleared
lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-Z-chain mAb. Immune
complexes were resolved by SDS.PAGE, transferred to nitrocellulose, and
subjected to immunoblotiing with the anti-phosphon rosine (anti-PY') mAb
4G10 Uert panel). Membranes were 1eprobed with anti-Z-chain, anti.ZAP-
70, or anti-Vav Abs. Migration of molecular mass markers is indicated.
Data shown are tepresentative of at least five independent experiments.
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cule for carrying downstream signals from the {-chain, Blotting the
membrane with anti-ZAP-70 Abs revealed that the {-chain im-
mune complexes isolated from CD43-stimulated Jurkat cells.con-
tained ZAP-70 (Fig. 14). The ZAP-70 molccules associaleb-.!o
{-chain were tyrosine-phosphoryluted and association of ZAP-70
to the Z-chain was dependent on phosphorylation of the Z-chain
itself. The anti-Z-chain blot showed that comparable amounts of {
were fmmunoprecipitated in all lanes (Fig. 1.4). When these ex-
periments were conducted on human peripheral blood T lympho-
cytes (Fig. 18), an increase in -chain phosphorylation in response
to CD43 engagement was also observed, with cells shm\'ing.‘zm
~3-fold increase in tyrosine phosphorylation of the -chain ower
basal levels as early as 1 min after stimulation (compare lane 3 vs
lanes 1-2), reaching maximal levels (5-fold increase) at 5 min
(lane 3), and decreasing slightly thereafier. Proteins associated to
the {-chain immune complexes were also observed and these pro-
teins were identified as ZAP-70 and Vav as well (data not shown).
As was the case for Jurkat cells, association of PY-Vav and PY'-
ZAP-70 10 the {-chain were dependent on tyrosine phosphoryla-
tion of the {-chain, Howeser, this association was only detected at
time 5 min, when maximal phosphonylation of the {-chain was
registered. These results are consistent with previous reports that
demonstrate that phosphon lated tyrosine residues of the {-chain
constitute binding sites fur proteins with SH2 domains such as
ZAP-TC (12, 33, Altogether, these dita suggest that ligating CD43
on the surface of T cells induces tyrosine phosphor lation of the
{-chain, generating docking sites for tyrosine phosphonylated
ZAP-70 and Vav.

The CD43-mediated signals recruit the ZAP-70 kinase
Association of ZAP-70 with the {-chain induces the kinase activity
of this enzyme, leading to tyrosine phosphorylution of @ number of
downstream targets including Vav and LAT (35, 36). Because we
found ZAP-70 associated with tyrosine-phosphorylated {-chain
molecules in response 10 CD43 ligation, we evaluated the enzy-
matic activity present in -chain immunoprecipitates from Jurkat
cells activated with the anti-CD43 mAb L10. IVK activity was
reflected on three protein bands (Fig. 24), two of which were iden-
tified as ZAP-70 and the ¢-chain itself (data not shown). In vitro
phosphorylation of the ¢-chain as well as that of ZAP-70 mole-
cules was enhanced in response to CD43 ligation, as compared
with control cells (compare lanes 2-+ with lune 7). Maximal phos-
phorylation for both molecules was observed at 3 min, decreasing
thereafier (Fig. 24, lane 3). Equivalent amounts of {-chain were
immunoprecipitated in all cases (Fig. 24. barrom panel). The third
band (~50 kDa) is a yvet unidentitied protein (anti-Lek and anti-
Fyn Abs did not blot). Altogether, these data suggest that the Ki-
nase activity associated with the -chain immune complexes
comes from ZAP-70 molecules associated to the {-chain.

To further evaluate the recruitment of ZAP-70 10 the CD43 sig-

naling pathway, ZAP-70 was immunoprecipitated from CD43-
stimulated Jurkat cells and its level of tyrosine phosphorylation
was evaluated by anti-phosphotyrosine blot. As shown in Fig. 28
CDA43-mediated signals resulted in enhanced tyrosine phosphory-
lation of ZAP-70 as compared with control mAb-treated cells
(compare lanes | vs 2-3, top panel); this phosphorylation was
maximal at 3-min stimulation, and decreased thereafier. Equiva-
lent amounts of ZAP-70 molecules were immunoprecipitated in all
cases (Fig. 28, bottom panel).

LAT is a transmembrane adapter protein espressed in T lym-
phocytes, NK cells, mast cells, and platelets, and it is efficiently
tyrosine-phosphorylated by the ZAP-70/Syk family protein ty-
rosine kinases (12, 36). To corroborate that ZAP-70 was activated
following CD43 engagement, we assessed LAT phosphorylation
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FIGURE 2. CD43-mediated signals induce the recruitment of the ZAP-70 kinase. A, {-chain immunoprecipitates from unstimulated (fane 1) or stim-
ulated Jurkat cells with anti-CD43 110 mAb (lanes 2-5) were subjected to IVKs as desenbed in Materials and Methods. Proteins were resolved by
SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes, and visualized by autoradiography. Membranes were reprobed with the indicated Abs. 8, Cells were
stimulated as above and precleared lysates were immunoprecipitated (IP) with anti-ZAP-70 mAb. Immunce compleaes were resolved by SDS-PAGE,
transferred to nitrocetlulose and subjected to immunoblotting with the anti-phosphotyrosine {anti-PY) mAb 4G 10, The same membranes were reprobed with
anti-ZAP-"0, C, Following stimulation of Jurkat cells with anti-CD43 110 mAb, cell lysates were resolved by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose
membrane, and subjected to immuncblotting with the anti-phasphoty rosine (anti-PY) mAb 3G10. The same membrane was reprobed with anti-LAT Ab,
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Simular results were obtained 1n three independent experiments,

as a downstream substrate of ZAP-70, When cell Iysates from
Jurkat cells stimulated with the anti-CD43 mAb L10 were probed
with anti-phosphotyrosine mAb, enhanced tyrosine phosphoryla-
tion of a 36/38 kDa protein was obsened as compared with un-
stimulated cells (Fig. 2C). Phosphorvlation of this protein was de-
tected at 1 min of stimulation and remained so up to 10 min
following activation (lanes 2-5, top panel). Reprobing the mem-
brane with an anti-LAT mAb, supgested that the 36/38 kDa protein
could be LAT and confirmed equivalent protein loading between
lanes (Fig. 2C, horom panel). Altogether, these data suggest that
CD43-mediated signals resulted in tyrosine phosphorviation and
recruitinent of ZAP-70,

CPDA3 ligarion resudes in Fyn and Lok kinese activine

Members of the Sre family Kinases such as Lek and Fyn phos-
phorylate tyrosine residues within the ITAMs of the {-chain (1, 2).
Phosphorylation of these signaling motifs is necessary to initiate
downstream signaling cascades, providing these kinases with a key
role in starting and amplifving signals generated through the
¢=chain (12). Cross-linking CD43 on normal human T lympho-
cytes has been reported to result in Lek and Fyn tyrosine phos-
phorylation (22, 23). To evaluate the kinase activity of either en-
zyme, IVKs were conducted on Fyn and Lek immunoprecipitates
from L10-stimulated Jurkat cells, using enolase as an exogenous
substrate. CD43-mediated signals induced the kinase activity of
these enzymes, as refiected by enhanced phosphorylation of eno-
lase (Fig. 3.4, right and lefi pancls) as well as of additional proteins
that coprecipitated with either one (data not shown). However, the
kinetics of enolase phosphorylation was slightly different: while
maximal phosphorylation by Fyn (3.8-fold over basal levels) was
detected at 3 min (Fig. 34, left panel, lane 4), Lck kinase activity
reached its maximum (5-fold above basal levels) at 1 min (Fig. 34,
right panel, lane 9). Five minutes following CD43 ligation, the
enzymatic activity of cither kinase decreased (lanes 5 and 11),

increasing again at 10 min of stimutation (lunes 6 and /2). Anti-
Lek and anti-Fyn blots showed that similar amounts of protein
were immunoprecipitated in all lanes (Fig. 34, bonom panels).
Equivatent amounts of enolase were added to each sample, as de-
tected by Coomassie stain of the gel (Fig. 34, middle panel); the
densitometric values (( p-cnolase/enolase)’Fyn or Lck) correct for
the amount of Fyn/Lek immunoprecipitated. These data suggest
that Fyn and Lck kinase activity lead CD43-mediated signals
downstream.

The fact that Lck and Fyn kinase activity were enhanced fol-
lowing CD43 engagement led us to investigate whether these Ki-
nases act indistinctly over the CD43-dependent Z-chain phosphor-
ylation. Despite the fact that similar amounts of the ¢ molecule
were immunoprecipitated in all lanes (Fig. 38, botrom panel),
cross-linking CD43 on the surface of the Lek-deficient JCaM. 1
cells did not result in tyrosine phosphorylation of the ¢-chain, nor
of those proteins found to associate with it (Fig. 3, lanes /- 6). As
expected, in Jurkar cells, CD43 ligation resulted in enhanced phos-
phorylation of the {-chain molecules and association of phospho-
proteins to immunoprecipitated ¢-chain molecules (Figs. 3, lanes
7-12, and 1). These data suggest that Lek is necessary to mediate
the CD43-dependent tyrosine phosphorylation of the ¢-chain and
subsequent association of phosphorylated ZAP-70 and Vav.

CDA43 ligation leads to redistribution of the {-chain in T
Ivmphocytes
Using T lymphocyles isolated from nonnal human peripheral
blood activated with immaobilized anti-CD43 mAb, we evaluated
whether CD43-mediated signals resulted in relocalization of the
Z-chain. Latex beads coated with the anti-CD43 mAb L10, anti-
CD3e mAb OKT3, RaMIG, or BSA were mixed with T cells at a
2:1 ratio and incubated for different periods of time. Conjugates
were fixed and stained for {, TCR-CD3, or CD43, and analyzed
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FIGURE 3, Fyn and Lck kinases are activated in
response 10 CD43 cross-linking on the T cell surface.
A, Jurkat cells (2 X 10") were stimulated with the
anti-CD43 mAb 110 for the indicated times. IVKs
were performed on Fyn or 1ok immune complexes
isolated from cell lysates. Supernatants containing the
substrate (enolase) were separated by SDS-PAGE and
phosphorylation was svisualized by s-ray film eapo-
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were reprobed with anti-d-chain Abs. Equivalent re-
sults were obtained 1n three independent experiments.

under confocal microscopy. Most T cells (>90%) formed conju-
gates with anti-CD43 mAb-coated beads. Looking for those con-
jugates formed by one cell and one or two beads, we analyzed the
redistribution of the -chain and the CD3 complex. As shown in
Fig. 44, in the majority of conjugates (76% = 12), the {<chain was
polarized 10 the cellbead site attachment at times evaluated (15
and 20 min). Interestingly., in mosteases (W0 = 6%, the TCR-CD3
complex remained uniformly distributed on the cell surface. Only
5% of the cells formed conjugates with conirol beads (BSA-
coated) and no redistribution of the {-chain or of the CD3 complex
was observed. Consistent with what has been reported (21, 37, 38),
when cells were incubated with OKT3-coated beads, CD43 was
excluded from the cell bead contact area (Fig. 458). As expected,
when cells were stimulated with L10-coated beads, CD43 was con-
centrated to the bead site attachment (Fig. 38), and RaMIG-coated
beads did not induce redistribution of CD43. Thus, following
CD43 ligation there is a relocalization of the Z-chain to the contact
sites between CD43 and anti-CD43-coated beads and, contrary to
what has been deseribed, when T eells are stimulated through the
TCR (21, 37, 38), CD43 ligation does not induce the redistribution
of the TCR-CD3 complex.,

CD3-mediated signals recruir the C-chain in NK cells

In NK cells, CD43 has been reported 1o be a molecule that trans-
duces activation signals resulting in tyrosine kinase activity, che-
mokine synthesis, proliferation, and cytotoxic activity (28, 29).
The {-chain is also expressed on the surface of NK cells, where it
associates with CD16 (40). When interacting with Ab-coated tar-
gets, CDI16 signals through ITAM motifs of both the {-chain and
the FceRI y-chain (6, 40). To test whether CD43 also recruited the
¢-chain in NK cells, we evaluated phosphorylation of the {-chain
in response 10 CD43 cross-linking on the cell surface of normal
human NK cells. NK cells were stimulated for 3 min with the
anti-CD43 mAb L10 or with an anti-CDD16 mAb, as a positive
control (6). As shown in Fig. 54, CD43 ligation on NK cells re-
sulted in enhanced {-chain tyrosine phosphorylation as compared
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with control cells (compare lanes 1 and 3). As expected. CD16
ligation (Jane 2) resulted in enhanced Z-chain phosphorylation al-
though 10 a lower extent than that induced through €D43, at least
at that time point. The anti-¢~chain blot shows that comparable
amounts of £ were immunoprecipitated in all lanes (bortom panel).
These data suggest that the {-chain is also recruited in NK cells as
a result of CDA3-mediated signals,

Moreover, we evaluated whether CD43 ligation resulted in re-
distribution of the ¢-chain in NK cells, Latex beads coated with the
anti-CD43 mADb L10 were mixed with human peripheral blood NK
cells and incubated for different periods of time. Similar to what
we found with T eells, but with different kinetics, we observed that
at 30 min, the {-chain was concentrated toward the bead site con-
tact. In the very few conjugates formed when cells were incubated
with beads coated with RaMIG, no particular redistribution of the
{-chain was observed (Fig. SB). Alogether these data show that in
NK cells, the {~chain is also recruited in response to CD43 ligation,

Discussion

CDA43 is a coreceptor molecule thought to regulate numerous cel-
lufar functions in T Jymphocytes (41), dendritic cells (27), NK
cells (28), monoeytes (42), as well as neutrophils (43, 44). In all
these cells, CDA43 recruits a variety of signaling molecules includ-
ing members of the Sre family kinases (22, 23, 29, 43), PLCy2
(30), the adhesion kinase proline-rich tyrosine kinase 2 (28), the
GEF Vav, the adapter molecules She and Grb2, and the mitogen-
activated protein kinase signaling pathway (24). However, litille is
known about the early mechanisms through which CD43 recruits
these molecules,

Phosphorylation of the {-chain on tyrosine residues creates
docking sites for proteins with SH2 domains such as ZAP-70 and
phosphatidylinositol 3-kinase, leading to the formation of active
signaling complexes that allow for the diversification of the
signaling pathwavs (12). Data reported here show that CD43 en-
gagement on the surface of Jurkat as well as of normal human
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FIGURE 4. Anti-CD43 coated latex beads induce the redistribution of
G-chain in T oeells. T cells were mived at 4 122 ratio with anti-CD43. or
BSA-coated laten beads (0 or slternativels with anti-CD2- o RaMIG-
coated beads (5) andimcubited @ 375C for the indicuted times. Conjugates
sere washed with PBS containing 2% 1CS and sodium azide. Cells were
then fised with 29 paraformaldehy de. permeshilized with 0.05%6 saponin
in PBS, and were stained with the anti-gechain FITC mAb, ami-CD3 TC
(), or 2nti-CD43 PE(S). Atter washing with PBS, cells were mounted on
glass slides using 50°% PBS:20% plyveerol.

peripheral blood T lymphocytes resulted in transient phosphory-
lation of the {-chain and enhanced association and phosphorylation
of the tyrosine kinase ZAP-70 and the GEF Vav to the {-chain. We
also show that in response 1o the CD43-mediated signals, there is
tyvrosine kinase activity associated to the g-chain, The fact that
increased tyrosine phosphorylation of Z.AP-70 was detected in
ZAP-T0 immunoprecipitates from CD42-stimulated cells wogether
with the fact that we could not find Lek or Fyn associated to the
Z-chain of Jurkat cells or peripheral blood T lymphocytes sugpests
that ZAP-700is a key molecule to recruit downstream effector mol-
ecules such s LAT and Vav to the CD43-specific signaling path-
way. The different kinetics in {-chain phosphorylation we ob-
served between Jurkat cells and T lymphocytes can result of the
intrinsic differences between both cell types as well as of the fact
that individual blood donors have slightly different kinetics and
activation levels. In a previous report, we showed that in human T
Iymphocytes, CD432 cross-linking phosphonylated the adapter pro-
tein She, promoting the formation of She/Grb2/Vav complexes
(24). Because we could not detect She in the {-chain immunopre-
cipitates isolated from CD43-stimulated cells, the presence of Vav
molecules in the C-chain immune compleses may result of the
interaction between ZAP-70 and Vav, suggesting that different
pools of Vav can be recruited through the CD43-mediated signals.
Additional experiments are required to clarify this point.

The Src family kinases play an essential role in leukocyte acti-
vation through several cell surface molecules including CD43
(3-5, 22, 23), These kinases phosphorvlate tyrosine residues of
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FIGURE 8, CD43-mediated signals recruit the C-chain in NK cells. 4,
NK celts (2 % 107) were stimulated as descnibed under Maierials and
Methods with the indicated mAbs for 3 min a1 37°C. Cells were Iy sed and
precleared lysates were imumunaoprecipitated (1) with ant-¢-chain mAh.
Immune campleses were resolved by SDS-PAGE, ransferred to nittocel-
lulose membrane, and  subjected 10 immunoblotting with  anti-
phosphotyrosine (anti-PY) mAb 4G10. The same membranes were re-
probed with anti-Z-chain Abs. Data shown are representative of two
independent expenments. B, NK cells were mived at a 1:2 ratio with anti-
CD432- or RaMIG-couted latex beads. After 15 or 30 min at 37°C, conju-
gates were washed with PBS containing 2% FCS and sodium azide, fized,
permeabibized. und stained with anii-Z-chain-FITC. After washing with
PHS, cells were mounted on plass shdes using Su%6 PBS:50% glycerol

numercus substrates, among which are the ITAM motifs. In this
study. we show that CD33 engagement results in Fyn and Lek
activation, as determined by in vitro phosphoryviation of enclase
and increased phosphorylation of additional proteins that copre-
cipitated with these kinases (data not shown). Interestingly, a de-
crease in enolase phosphorvlation was observed at 5 min of stim-
ulation and a new peak was reached within 10 min of stimulation,
suggesting a biphasic wave of Lck and Fyn activity. The fact that
we could not detect enhanced Fyn or Lek phosphorylation levels in
the Fyn or Lek immunoprecipitates used for IVK assays in re-
sponse to CD43 cross-linking could be the result of their high
constitutive phuspharylation, as has been suggested (45), or alter-
nativety could be due to the comigration of phosphoryiated 1gG H
chains with Fyn and Lok, However, when the Fyn or Lek immu-
noprecipitates were blotted with an anti-phosphotyrosine mAb, an
increase in tyrosine phosphorvlation of Fyn and Lek was observed
(data not shown, and Rets. 22 and 22). Consistent with data show-
ing that L<k is necessary for tyrosine phosphorylation of the
¢-chain as well as of associated ZAP-70 (31), experiments con-
ducted on the Lek-deficient JCaM. 1 cells demonstrated that Lck is
necessary for tyrosine phosphorylation of the {-chain and subse-
quent association and activation of ZAP-70 in response to CD43
ligation.

Using latex beads coated with the anti-CD43 mAb L10, we
found that the ¢-chain and the CD43 molecules were recruited to
the contact zone between the T Iymphocyte and the bead. This
polarization was delectable as soon as § min afier the onset of the
experiment and remained so at least for 30~-40 min, Interestingly,
distribution of the TCR-CD3 complex was unatiecied in response
1o CD43 ligation, Because Vav has been shown to be necessary for
the recruitment of the {-chain 10 the actin cytoskeleton and sub-
sequent polarization of the {-chain following TCR engagement
(46), it is possible that through the {-chain-Vav association we
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report here, the CD43-inediated signals recruit the actin cytoskel-
eton and induce the redistribution of the -chain, as shown in re-
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. Salmeron, A., A. Borroto, M. Fresno, M. J. Crumpton, S. C. Ley, and B. Alarcon.

1995, Transferrin receptor induces tyrosine phosphorylation in T cells and is
physically associated with the TCR {-chain. J. Immunol. 154:1675.

sponse to TCR-ligation. Experiments conducted in Vav-deficient 11. Cambier, J. C. 1995. New nomenclature for the Reth motif (or ARHIYTAM/
cells could address this issue. ARAM/YXXL). Jmmunol. Today 16:110.
- .o . 2w e .3 E, .. E. Samelson, 1999, T u
In NK cells, the Z-chain is also associated to CD2 and CD16 (6, 12 van l;“'.')w"d'ﬂf 073,? L. E. Sa ,‘,‘(}';_._m T cell antigen-receplor signal
47). Here, we report that in NK cells, as in T cells, the {-chain is 13. Remald-O'Donnell, E., C. Zimmerman, D. Kenney, and F. S, Rosen, 1087, Exe
phosphoryvlated in response to CD43 ligation. Similar to what we pression on blood cells of sialophorin, the surface glycoprotein that is defective
PR Aot . et pen , . e in Wishott-Aldrich syndrome. fivod ™0 14,
found in T cells, the Lchain was concentrated toward the contact 14. Carlsson, S. R., and M. Fukuda. 1956, lsclation and characterization of leuko-
site with the anti-CD43-coated beads. Whether the {-chain phos- stalin, a major sialoplycoprotem on human leuhocytes J Biol Chem 26712779,
phorylation we observe in response to CD43 cross-linking also 15. Fubuda. M, S.R. Carlsson, ). C. Klock. and A Dell. 19%6. Structures of O-linked
. -l e .t et C 7 APLT0 in NN ce . altgasaccharides isolated from nommal granulocytes, chromic myelogenous leu-
mdygu the rmmnlny.m and activation of ZAP-70 in NK cells re bemia celis, and acute mycogenous leubemnia cells, J ol Chem. ~61:12796
mains to be determined. 16. Cyster, J., C. Somaza, N. Killeen, and A. F. Williams. 1990. Protein sequetce
Recently, CD43-dcpcndcnl signals were shown to enhance HIV and gene structure for mouse leuhasialin (CD43), a2 T lymphocyvie mucin without
wpe 1 l" scrinti \ dvity and v “duction induced introns 1n the coding sequence. Eur. J [mownol JMLATS
ype ranscriptional activity and virus production induce 17, Manjunath, N.. R. §. Johnson, . E. Staunton, R. Pasqualini. and B. Ardman,
through TCR stimulation (48). Interestingly, Lek, and the scaffold 1993, Targeted disruption of D42 gene enhances T lymphocvie adhesion. J. Jm-
proteins LAT and SLP-76 were all required for the HIV-1 tran- " :““""’ “rl ! :‘:1 ( N 41 ardman 199 X 1
rivns ity T i - . $. Manjunath orrea, M. Ardman, an Ardman, 1995, cgan\'c regula-
s}urlpuonal activity m(@mlud lhrlough TCR and CD43 Losnlmul.x- won of T- H” muwsm“ w0d activation by CDA. \‘ e
tion, suggesting a crucial role for Lek, LAT, and SLLP-76 in the 19 MoEvoy, L. M. H. Sun, J. G. Frelinger, and E. . Butcher. |m,7 An-CD43
CD33.medinted signaling pathway. In immature hemopoietic inhibition of f et homng. J Evp Med 1038 I49.~
cells, CD42 cross-linking induced Lyvn and Svk phospt lati 20. Woodman, R C. | Tohnstan, M. ) Hickey. D Teoh. P Rembardt. B, Y Poon,
culls, - - ‘_'r“'\‘\' inking mduved Lyn an YK phosphory ‘1_“("" and P. Kubes 1998, The funchional paradey of D43 m feuhocyie recrntment:
(29). Unpublished data from our faboratory have shown thatin T a study wsing CDA2-deficient mice J Exp Med Jax Jat
lymphocytes, Syk is abso recruited in response o €43 signals.® 21 Sperhing. A L LS Green, RO Mosles, POL Smath, ROJ DhPaole. ). R Klewn,
The e l.‘ £ Svk 1 7AP-"0 in the CD43 sienali T ath JoAL uestene, and C B Thompsen 1995 CDS3 0y a e T oelf costimue
he precise role of Syk and ZAP-70 in the S ~ipnaling path- latory receptar that functions independuntly of CD8 S By Mad INS 139
way is currently being investigated, 220 Alvarado. Mo Co Klasseno L Cermys. V' Haorepss, and RoE. Schinide 1908,
Altogether, these data suggest that tyrosine phosphorylation and MENM-59 moneclonal antibady detects a CDAX epitope mvohved m boanphocyie
actnation. Kur J dmonenad 25 1051
relocalization of the ¢-chain resulting off CD43-dependent signals 33 prgraza-aha, 6. LB Menda, 8. . Burahoff, and Y. Rosenstein. 1996 (D43
rovide a mechanism through which this molecule may recruit specific activanion of T ¢ulis mduces association of CDA3 o i hinase. J. Biol
P £ 3 I >
downstream effectors such as ZAP-70, LAT, or SLP-76. The Chom 271 278604
hain mial A DA T 4. Pedraza-Alva. G L B Menda, S. ) Burahotf, and Y. Resenstem. 1998, T cell
{-chain might function as a scatfeld molecule that favors the for- activaton through the CD43 molecule leads to Vav tyresine phosphorylaton and
mation of signaling complexes involved in T and NK cell activa- mitogen-activated protein kinase pathway activation. /. Biol. Chem 173 14218,
jon following CD43 ligation. will be of interes b ey i 25 Santana, M. AL G Pedraza-Alva, N Mivares-Zavalea, V. Madnd-MMarina,
tion f g C wat TUwill be of interest to evaluate V. Horegsh S, J. Burahoff, and ¥ Posenstean, 2600, ¢4 2.mediated sgnals -
whether other molecules containing ITAMs, i.c.. the y-chain and duce DNA binding activiy of AP- 1 NF-AT, and NFaB transctiption factors i
Kinases such as Sy k. function as Key elements of the CD43-medi- human T lymphoevtes. J Bual Chom 275 3030
26, Park.J. K., Y. ). Rasensiam, i Runnldu Donnell. B E. Brerer, oS Rosen, and

ated signals in those cells that do not express {-chain molecules

and'or ZAP-70,
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CD43, one of the most abundant glycoproteinson the T
cell surface, has been implicated in selection and matu.
ration of thymocytes and migration, adhesion, and acti-
vation of mature T cells. The adapter molecule Cbl has
been shown to be a negative regulator of Ras, Further-
more, it may also regulate intracellular signaling
through the formation of several multi-molecular com-
plexes, Here we investigated the role of Cbl in the CD43-
mediated signaling pathway in human T cells, Unlike T
cell receptor signaling, the internction of the adapter
protein Chl with Vav and phosphatidylinositol 3-kinase,
resulting from CD43-specific signals, is independent of
Chbl tyrosine phosphorylation, suggesting an alternative
mechanism of interaction. CD43 signals induced a Chl
serine phosphorylation-dependent interaction with the
w-isoform of 14-3-3. protein. Protein kinase C-medinted
Cbl serine phosphorylation was required for this inter-
action, because the PKC inhibitor RO-31-8220 prevented
it, as well as 14-3.3 dimerization. Moreover, mutation of
Cbl serine residues 619, 623, 639, and 642 abolished the
interaction between Cbl and 14-3-3, Overexpression of
Cbl in Jurkat cells inhibited the CD43-dependent acti-
vation of the mitogen-activated protein kinase (MAPK)
pathway and AP-1 transcriptional activity, confirming
nevertheless a negative role for Chl in T cell signaling.
However, under normal conditions, PKC activation re-
sulting from CD43 engagement was required to activate
the MAPK pathway, suggesting that phosphorylation of
Cbl on serine residues by PKC and its association with
14-3-3 molecules may play a role in preventing the Cbl
inhibitory effect on the Rus-MAPK pathway. These data
suggest that by inducing its phosphorylation on serine
residues, CD43.mediated signals may regulate the mo-
lecular associations and functions of the Cbt adapter
protein,

T cell stimulation through the TcR! and/or co-receptor mol-
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! The abbreviations used are: TeR, T eell receptor; SH2, Sre homology
domain 2; Ab, antibody; mAb, monoclonal antibody; MAPK, mitogen-
activated protein kinase; ERK, extracellular signal-rejulated kinase;

ecules leads to the activation of several protein-tyrosine ki-
nases (1), thus inducing a cascade of tyrosine phosphorylaticn
events. Phosphorylation of tyrosine residues provides docking
sites for adapter molecules that recognize phosphorylated res-
idues through Src homology 2 (SH2) domains or phasphoty-
rosine-binding (PTB) domains 12), Adapter molecules have
emerged as critical components of cellular signaling 13, 4). The
formation of tyrosine phosphorylation-dependent multi-protein
complexes invalving adapter and effector proteins has been
shown to be essential for signal transduction. Disruption of
these complexes by mutating specific phosphotyrosine residuss
of either the adapter or the effector proteins leads to the inhi-
bitien of cellular responses «3-71. On the contrary, hyperphos-
phorylation of adapter molecules such as She resulted in en-
hanced cellular response (81,

Cbl, the oncogene product of the Casitas B-lincage lym-
phoma has been implicated in several signal transduction
pathways. Chl is transiently phosphorylated on tyrosine resi-
dues after activation of several receptors and co-receptors by
their cognate ligands, inciuding: TeR, B cell receptor, Fey re-
ceptor, FeeRI, colony-stimulating factor-1 receptor, interleu-
kin-3 receptor, CD38, CD2S, interferon y receptor, epidermal
growth factor receptor, platelet-derived growth factor receptor,
nerve growth factor receptor, and integrin receptors, among
others ireviewed in Ref. 9. Cbl tyrosine phosphorylation is
directly mediated by ZAP-70 and Syk kinases, although it is not
vet clear whether it may also be a direct target for the Src
family kinases, Fyn and Lck (10, 111, Cbl tyrosine phosphoryl-
ation induces its association with several signaling molecules
including tyrosine kinases such as ZAP-70 and Fymn, (12, 13);
the lipid kinase PI3K (14-16); the guanine exchange factor
(GEF) Vav 17); and the adapter molecule Crk (18-21).
Through its proline-rich regions, Cbl may interact with the
SH3 domain of kinases from the Src family Fyn (22) or Lyn (23)
and with the adapter molecules Grb2 (24, 25) and Nck (26). Cbl
phosphorvlation on serine residues favors its association with
proteins of the 14-3-3 family (27). This complex array of inter-
actions suggests a central role for Cbl in cellular signaling.
Recent data point 10 a negative role for Cbl in cellular signal-
ing. Genetic evidences from the nematode Cacnorhabditis el-
cgans suggested that the Cbl homologue Sli-1 is a negative
regulator of the Ras-dependent epidermal growth factor signal
transduction pathway (28). In Jurkat cells, overexpression of
Cbl inhibited the Ras-dependent activation of the MAPK path-

1TB, phosphotyrosine-binding domain; PI3K, phosphatidylinusitel
3-kinnse; GEF, guanine exchange factor; GST, glutathione S-transfer.
ase; PAGE, polyacrylamide gel clectrophoresis; PTPase, protein-tyro-
sine phosphatase; TPA, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate; PLC,
phospholipase C; PKC, protein kinase C.
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way and AP-1 transcriptional activity (29). Recent data ob-
tained from the ¢-Cbl”™’~ mouse clearly showed that the ab-
sence of Cbl leads to enhanced T cell signaling upon CD3
ligation, involving ZAP-70 kinase activity (30). IHowever, a
positive role for Cbl in integrin-mediated ccll adhesion has also
been described (31). Thus, Chl seems to be a complex adapter
molecule that, depending on the signal, may function both as
positive and negative regulator.

The T cell surface glycoprotein CD43, is a transmembrane
glycoprotein. Two isoforms of CD43 (115 and 130 kDa) are
generated by post-translational modifications of the glycosyla-
tion pattern. The 115-kDa form of CD43 is expressed on all T
cells, whereas the 130-kDa is more abundant on resting CD8"
cells and is up-regulated on both CD4" and CDS™ lymphocytes
upon activation (32-34). CD43 functicns are not well defined.
CD43 has been shown to play a positive role in cellular adhe-
sion mediated by integrins (35, 361 and in T cell homing (37).
On the contrary, bazed on the negative charge of the sialic acid
residues of (D43, it has been suggested that it participates in
anti-adhesive processes (38, 39). Also during thymic develop-
ment, CD43 may play a role in the positive selcction of imma-
ture cortical thymocytes, through its interaction with galec-
tin-1 on thymic epithelial cells (40-421. A role for CD43 in
negative selection has also been proposed, probably through
mechanisms involving CD43-1CAM interactions 143). Co-liga-
tion of CD43 with the TcR enhances T cell proliferation above
levels observed when cross-linking the TeR alone. in normal as
well as in CD28 /" mice 440 Furthermore, it was recently
shown that CN43 may modulate TeR signaling and immune
responses 451 CDA43 ligation with different monoclenal anti-
bodies (mAbs was reported to induce the generation of diacy]-
glyveerol and inositol phosphates, Ca®* mobilization, and PKC
activation 461, These effects are mediated by the highly con-
served cytoplasmic domain of CD43 because deletion of the
entire cyoplasmic domain abolished the co-receptar functions
of CD43 when expressed in an antigen-specific murine T cell
hybridoma (471

Despite the fact that CD43 participates in different immu-
nological processes, the molecular event involved in CD43 sig-
naling are still poarly understood. We have recently shown that
cross-linking CD43 on the cell surface of human T lymphocytes
with the anti-CD43 mAb L10 leads to a CD43-Fyn kinase
interaction and to Fyn phosphorylation on tyrosine residues.
This interaction is mediated by the Fyn SH3 domain and pre-
sumably a praline-rich sequence located in the cytoplasmic
domain of CD43 (48). Other groups have shown that CD43 can
also interact with Lek (49, although no functicnal data were
provided regarding this association. We have also shown that
CDH43-specific activation of human T lymphocytes induces ty-
rosine phosphorylation of the adapter protein $he and of the
GEF Vav, leading to the formation of 2 macromolecular com-
plex that comprises She, Grb2, and Vav. CD43 ligation results
also in the formation of Vav-SLP-76 complexes and the activa-
tion of the MAPK pathway (50). Recent data suggest that the
interleukin-2 gene expression mediated by CD43 signaling is
Ca®". and PKC-dependent and that it involves activation of the
transcription factors AP-1, NFAT, and NFkB.?

In the present report we show that cross-linking CD43 on
human peripheral T lymphocytes induced the association of
Cbl with the GEF Vav, the lipid kinase PI3K. and the r-soform
of the 14-3-3 family of proteins; interestingly, these interac-
tions did not require Chl-tyrosine phosphorylation. The induc-
tion of 14-3-3 dimcrization, the 14-3-3-Cbl interactions, and

*Santana, M. A., Pedraza-Alva, G., Oliveras-Zavaleta, N., Madrid-
Marina, V., Horejsi, V., Burakoff, 8. J., and Roscnstein, Y. (2000) J.
Biol. Chem. 275, 31460-31468.

MAPK activation mediated by CD43 ligation were found|
PKC-dependent, Furthermore, we show that the CD43-ind
14-3-3-Cblinteractions required serine phosphorylation qubl
Nevertheless, overexpression of Cbl in Jurkat cells inhibited™
the CD43-dependent ERK kinase and AP-1 transcriptional ac-
tivity, suggesting a negative role for Cbl in CD43-dependent
carly signaling events. Altogether, these data clearly show that
CD43 signaling induces Cbl-serine phosphorylation rather
than Cbl-tyrosine phosphorylation and that Cbl serine phos-
phorylation may contribute to regulate the molecular as‘ocla-

tions and functions of this adapter molecule, \

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents—-1.10, an Gl mAb that recognizes CD43, was either pu-
rified from ascites on protein A-Sepharose columns or used as ascites
11:500+. Rabbit anti-mouse IgG antiserum was penerated by repeated
immunizations with purified mouse IgG, and anti-mouse IgG iinmuno-
globulins were affinity purificd. 3D6, an IgG1 mAb that recogmizes the
VP7 protein from human rotavirus (31), was used as a negative control
in all experiments and was the kind 5ift from Dr. Luis Padilla-Noriega
tnstituto de Tnvestigaciones Biomedicas/Universidad  Nacional Au-
tonoma de Méxieo), The anti-Vav, anti-14-3-3, and anti-Cb] antibedies
were from Santa Cruz Biotechnology «Santa Cruz, CAL The anti-phe
photyrosine $G10 mAb has hoen described elsewhere (5210 The anti-
GST antibody was generated by rabbit immunization with purified GST
protein. Protein A-Sepharose was from Zymed Laboratories Ine. 18an
Francisco. CA) and Ficoll-Hypaque was from Sigma. The plasmid con-
taining the AP-1 element linked to the thymidine kinase prometer and
the Juciferase reporter gene was the kind gift of Dr. M. Rincon from the
Unive » of Vermont,

Cell Culture—Jurkat cells were cultured in RPAI 1640 (Hyclone,
Logan, UTr supplemented h 5% fetal calf serum «Hyelones and 5%
bovine iron supplemented calf serum cHyclone), 2 mat Lglutamine
Sipman 50 units/ml penicilling 50 pe/ml streptomyein, and 30 uM
S-mercaptocthanol. Peripheral blood T cells were izolated from healthy
adult deners by Ficoll-Hypague gradient centrifugation. The buffy coat
was washed three times with phosphate-buffered saline and resus-
pended in supplemented RPMI Adherent cells were removed by plating
the cells onto 100.mm Petri dizhes 4+ 107 cells/plate) for at least 2 h
a1 37 °Cin a &% CO, atmosphere. Nonadherent eells were collected and
loaded on a nylon coluinn pre-equilibrated with supplemented RPMI,
incubated for 45 min at 37 °C, and eluted with supplemented RPMIL
The resultant purified cells were predominantly OKT3” 1>80%) and
L10° (3-@55), as determined by fluorescence-activated cell sorter
nnnl\

CLI[ Activation and Binding of Cellular Protein to GST-14-3-3
Fusion Proteins—Purified Teells (2 < 107)or Jurkat cells 12 = 10T were
incubated in 0.5 ml of cold RPMI for 15 min at 4 °C with the following
antibedies: L10 (1:500 dilution of ascites or 1 ppinl of purified 1gGy,
3D6, or OKT3 at 1 py/ml. Cross-linking was achieved by further incu-
bating the cells with rabbit anti-mouse IpG (1 y/mb for 15 minat 4 °C,
following which cells were activated by incubation at 37 °C for the
indicated times. Alternatively, when indicated, cells were stimulated
with 4 pg'm! of L10 anti-CD43 or 4 ug/inl of OKT3 anti-CD3 mAbs, and
cross-linking was achicved using 10 wp/ml of rabbit anti-mouse IgG at
37 °C for different time periods. After activation, cells were lysed in 100
ulof lysis buffer 123 ma Hepes, pH 7.7, 1502 NaCl, 1.5 ma MgCl;, 0.2
mM EDTA, 0.5% Triton X-100, 0.5 mM dithinthreitol, 20 my B-glyee
ophosphate, 1 my Nay,VO,, 5 mu NaF, 4 mM phenylmethylsulf
fluoride, 1 yuyyml Ioup(-pn'n. 1 pg/m! aprotinin) for 30 min at 4 °C.
Lysntes were spun at 14,000 ~ g for 15 min at 4 °C, and supernatant
volume was adjusted to 300 ul with fresh ivsis buffer and incubated
with approximately 10 ug of fusion protein noncovalently coupled to
glutathione-Sepharose beads for 2 h at 4 °C. Beads were washed four
times with cold ly buffer, and bound proteins were resolved by
SDS.PAGE and subjected to immunablotting.

Immunoblotting—Proteins were transferred to Immobilon-P mem-
branes (Millipore, Medford, 3AY Membranes were blocked with 5%
nonfat milk in Tris-buffer caline \TBS; 10 mM Tris, pH 7.5, 150 mM
NaCly, followed by incubation with the indicated antibody diluted in
TBS with 0.05% Tween 20 (TBS-T; Bio-Rad). After three washes with
TBS-T, the membranes were incubated with the appropriate second
antibody coupled to horseradish peroxidase (Biomeda Corp, Foster City,
CA), and proteins were visualized by ECL (Amershamn Pharmacia Bio-
tech), following the manufacturer's instructions.

Immunoprecipitation—Protein A preclesred lysates from activated
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or nonactivated T cells (2 X 107 cellular equivalents) were immunopre-
cipitated with the indicated antibody (1 pg/ml) for 2 hat 4 °C. Immune
complexes were harvested with protein A-Sepharose for 1 h on ice and
washed once with cold TNE-T (150 mM NaC), 50 my Tris, pH 7.5, 5 mM
EDTA, 1% Triton X-100 (w/v)), twice with TNE (150 mym NaCl, 50 my
Tris, pH 7.5, 5 my» EDTA), and once with H,0. When indicated, Cbl
precipitates \wrc treated for 30 min at 37 °C with 5 units of alkaline
phosphatase or 25 units of protein-tyrosine phosphatase (PTPase from
Yersinia) in 50 ul of the buffer sugygested by the manufacturer tRoche
Molecular Biochemi . To inhibit alkaline phosphatase, 10 mM
B-glveerophosphate was added to the reaction mix, and 100 uy of
NaVO, was used tainhibit PTPase. Inmunoprecipitated proteins were
subjected to SDS-PAGE and immunoeblotted as described above.

Lipid Kinase Assay--PISK assay was performed basically as de-
seribed previou (A3, with the following modifications. Cbl precipi-
tates were washed twice with 100 my Tris, pH 6.8, containing 500 my
LiCl and two final washes with 10 my Trix, pH 7.5, containing 100 my
NaCland 1 my EDTA. 10 g2 of phosphatidylinesitol were added to each
immunoprecipitate and equilibrated for 5 min at 30 °C and then 40 pl
of kinase buffer were added (100 mM Hepes, pH 7.5, 5 my MgCly, 10 ,:Ci
of [v-PIATP, and 10 uM ATP). After incubating at 30 °C for 10 min,
reactions were stopped by adding 400 p) of 1 8 HC! and 400 ul of
chloroform/methanol1:1), the aqueous phase was disvarded, and lipids
were extracted with 1y HCVinethanol £ 1:10. Phospholipids were sepa-
rated by thin layer chromatography using I-propancl’2 8 acetic acid
(GR35 axr ol nd detected by anteradiography.

Trarsfiction end Luafirase Assayvs- -Transient transfection of Jur-
kat cells was performed by electroporation as deseribued previously s
Briefly, 107 cells were washed twice with phosphate-buffered saline,
resuspended in 400 ul of RPMI and mived with an cqual volume of
RPMI containing 10 ug of DNA and 30 ;0 of DEAE-dextran pricr to
clectroporation at 270 V, 950 uF in s Bio-Rad pene pulser. After elec-
troporation, cells wereallowed 1o stand for 10 min at rosm temperature.
Cells transfected with the same plasmid were pooled and cultured for
48 hin complete RPMIL Finally, cells were stimulated for the indicated
time under different experimental conditions. Luciferase activity was
determined as described previously 35,

RESULTS

Chl Associates with Vauv and the p85 Subunit of the PISK
upon CDH43-specific Cell Activation—We have previcusly
shown that cross-linking CD43 on the cell sur{ace of human
peripheral T cells induces the formation of a macromolecular
complex containing Grb2 and tyrosine-phosphorylated She and
Vav. Because we identified Vav as the p93 tyrosine phospho-
rylated protein, we found that Vav precipitates contained the
adapter molecule Cbl. Fig. L4 shows that in resting human
peripheral T cells, Cbl and Vav can associate. Cbl precipitates
from cells treated with an isotype control mAb (3D6) contained
Vav tlanes 6 and 8, lawer panel). This association was clearly
enhanced by CD43 cross-linking with the L10 mAb and activa-
tion at 37 °C for 1 or 5 min danes 2 and ). Similarly, Vav
immunoprecipitates from 3D6-treated cells contained basal
levels of associated Cbl danes 5 and 7, upper panel), and the
amount of Cbl found in Vav immunoprecipitates increased with
tite when cells were stimulated with the anti-CD43 mAb L10
danes 1 and 3, upper pancl). Equivalent amounts of Cbl t/anes
2, 4, 6, and 8, upper panel) or Vav lanes 1, 3, 5, and 7, upper
panel) were precipitated from T cells lysates, independently of
the treatment,

Because we had previcusly shown that CD43 ligation in-
duced Vav tyrosine phosphorylation t30), we asked whether the
Vav molecules associated with Cbl were tyrosine phosphoryl-
ated. Fig. 18 shows that Cbl immune complexes isolated from
isotype control antibody-treated cells contained low levels of
tyrosine phosphorylated Vav tanes 3 and ). On the other
hand, following CD43 engagement, the amount of tyrosine
phosphorylated Vav associated with Cbl increased tlanes I and
2), ldentification of Vav in Cbl precipitates was performed
using anti-Vav polyclonal antibodies (data not shown). Thus,
these data show that Vav molecules associated with Cbl in
resting or activated T lymphocytes are tyrosine phosphorylated
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Fig. 1.CD43 cruss -linking induces Vav-Cbl interactions in hu.
man T cells. 4, 2 » 107 T cells were stimulated at 37 °C for different
preriods of time \\'i(h anti-CD43 mAb L10 dlanes 1-4) or the isotype
control mAb 3D6 1 & und 61 or left untreated lunes 7 and &,
Precleared cell lysates were ln.munopru(lpllalLd with anti-Vavdanes I,
4,5, and 7 or anti-Cbl polyelonal Abs darics 2,7, 6, and 8). Precipitated
p-‘mcx'.\ were separated by SDS-PAGE and blotted with the in
antibodies. 82, Chl was precipitated from precleared T cell iy
anti-CD43 mAb-stimulated cells taries I and 2+ or izotype control mAb.
treated cells Uanes 3 and 5 precipitated proteins were separated by
S$DS-PAGE and blutted with enti-phusphotyrosine 4G10 mAb. The po-
sition of Vav is indicated. JP, immunoprecipitation.

B

and that CD43-mediated signals induce the association of ty-
rosine phosphorylated Vav to Cbl

Cbl has also beer shown to interact with the pS3 subunit of
the PISK, upon T and B cell activation through the TeR or the
BeR (16, 56). A similur interaction has been described to be
induced in macrophages by colony-stimulating factur stimula-
tion (14, 57). We tested whether CD43-specific activation of
human T lymphocytes induced Cbl-p85 interactions. As shown
in Fig. 24, p85 immunoprecipitates from L10-treated cells con-

tained Cbl. This association was time-dependent, with maxi-
mum levels of association observed at 1 and 5 min after acti-
vation ({anes 1 and 2) and decreasing after 10 min ane 3).
Only very low levels of Chl were found in p83 precipitates from
control antibody-treated cells (Jane ). To further characterize
this interaction, we tested whether the PI3K associated with
Cbl upon CD43 cross-linking was active. Cbl immunoprecipi-
tates from CD43-stimulated or control-treated peripheral hu-
man T cells were subjected to a PI3K assay. Fig. 28 shows that
the PI3K associated with Cbl in response to CD43-mediated
signals was active in a time-dependent manner, with maxi-
mum activation levels reached afer 1 min of activation and
decreasing thereafter (Fig. 2B, lanes 1-3). Basal levels of the
PI3K activity associated with Cbl remained constant in control
isotype mAb-treated lymphoceytes (Fig. 2B, lanes -6). The
CD43-induced PI3K activity associated with Cbl was approxi-
mately four times lower than that resulting from TPA stimu-
lation of the same cells (data not shown). These data clearly
indicate that T cell activation through the CD43 molecule in-
duces Chl interaction with activated PI3K, suggesting a role for
both Cbl and PI3K in the CD43 signal pathway.

Cbl-Vav Interaction Induced by CD43 Occurs Independently
of Cbl Tyrosine Phosphorylation—Association of Cbl with Vav
and p85 in response to TcR signaling is mediated by Vav and
p85 SH2 domains and tyrosine phosphorylation of Cbl on res-
idues Tyr*® (17) and Tyr3! (58), respectively. Therefore, we
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F1G. 2. Active p85 associates to Cbl upon T cell netivation thmugh
CD43. 4,2 « 107 human peripheral T cells were stimulated at 37 °C for the
indicated time periods with anti-CD43 mAb L10 danes I-3) or with the
isoiype control mAb 3D6 (ane ). pS3 was precipitated from the prvdtar('d
cell Iyxates. Proteins were separated by SDS-PAGE and blotted with anti-
Cbl antibodies. B, human peripheral T cells were stimulated with anti-CD43
mAb L10 vancs 1-3) or isorype control mAb 3D6 (luncs $-61 for different
periods of time. Cbl was precipitated from precleared cold |
Juected to PIK The position of phosphatidylinositol o}
indicated. /P, mnmuneprecipitation

sphate PIPVis

investigated whether signaling through CD43 in normal T cells
induced Cbl tyrogine phosphoryviation. Cell lvsates from T lyvmi-
phocyres activated with the L10 mAb, OKT3 tmab, or the con-
trol mAb 8D6 were immuneprecipitated with anti-Chl, and the
presence of tyrosine-phosphorylated Cbl was assessed by im-
munoblotting with the anti-phosphotyrosine antibody 4G10. As
shown in Fig. 34, only basal levels of tyrasine phosphorylated
Cbl could be detected after CD43 cross-linking for different
time periods (lancs 2-5, upper panel). As expected, T cell stim-
ulation through the TeR clearly induced Chbl tyrasine phospho-
rylation vanes 6-3. upper panel). When cells were treated with
the control antibody ‘data not shownbor left unstimulated, only
basal levels of tyrosine phosphoryvlated Chl were observed dane
1. Reprobing the sume membranes with anti-Chl antibodies
showed that similar amounts of Chl were precipitated in all
cases tFig, 34, lower paneh. Similarly, the Cbl molecules that
co-precipitated with Vav or pS5 following CD43 ligation were
not tyrosine phosphorylated idata not shownh

To determine whether phesphorylation on residues other
than tyrosines was involved in the CD43-induced Cbl-Vav in-
teraction, we immunoprecipitated Cbl from CD43- or TcR-acti-
vated T lymphocytes and treated these immune complexes with
alkaline phosphatase or with a tyrosine speciiic phosphatase
tPTPase) from Yersinia. As shown in Fig. 3B, activation of
human peripheral T cells with the 1.10 mAb for 5 min had no
effect on Cbl tyrosine phosphorylation as compared with un-
stimulated T cells danes I and 2, top panelh. However, CID43
signals induced Cbl-Vav interaction tanes I and 2, middle
panel). Activation through the CD3 complex induced Cbl tyro-
sine phosphorylation and Cbl-Vav interaction 'compare lanes 1
and 7, top and middle panels, respectively), Treatment of Cbl
precipitates with alkaline phosphatase totally dephosphoryl-
ated Cbl precipitated from L10-stimulated tcompare lanes 2
and 3, top parel) or OKT3-stimulated cells fcompare lanes 7
and 8, top panel), whereas the addition of the phosphatase
inhibitor g-glycerophosphate prevented this effect (anes +f and
9, top panel). Cbl dephosphorylation resulted in a partial block-
ade of the CD43-induced Cbl-Vav interaction that was over-
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Fi3. 3. Activation of human peripheral T eells through CD43
cross-linking does not induce Cbl tyrosine phosphorylation. A,
2« 107 T cells were unstimulated dune ror stimulated at 37 °C fur the
indicated time periods with the anti-CD43 mnAb L10 tlancs -
OKT3 ilancs 6-91. Cbl was precipitated from precleared cell Iy s
and proweins were separated by SDS-PAGE and blotted with anti-
phosphatyrosine 4G 10 mAb rupper puniel) or with anti-Cbl polyclonal
Ab dower panel). B, Cbl was precipitated from precleared T cell lysates
12« 107 of unstimulated lane I or stimulated cells for 5 min with
anti-CD43 mAb L16 Janes 2-6) or with anti-CD3 mAb OKT3 tlancs
7-11%. Cbl precipitates were left untreated danes 2 and 7) or treated
with alkaline phosphatase in the absence (Zanes 3 and 8) or the presence
of 3-glycerophosphate dancs 4 and 9) or treated with PTPase in the
ahsence Hanes 5 and 10) or presence of NaVO, (lanes 6 and 12), Proteins
were separated by SDS-PAGE and blotted with anti-phosphotyrosine
4G10 mAb ep panels, anti-Vav polyclonal Ab (middle panel), or anti-
Chl polyelonal Ab thottom panel 1P, immunoprecipitation,

come by the addition of phosphatase inhibitors (compare lanes
3 and 4, middle panel:. Alkaline phosphatase treatment had a
minor effect an TeR-induced Cbl-Vav interactions as compared
with the precipitates containing phosphatases inhibitors (fanes
8 and 9, middie panel). PTPase treatment of Cbl precipitates
from CD43- or TcR-stimulated cells resulted also in complete
Cbl dephosphorvlation (/anes 5 and 10, top panel), whereas
dephosphorylation was prevented by the addition of the PT-
Pase inhibitor NaVO, lanes 6 and 11, top panel). Equivalent
levels of Chl-Vav interactions were found in Cbl precipitates
from L10-stimulated T cells after PTPase treatment in the
absence or presence of NaVO, Uanes & and 6, middle panely; the
same was true for Chl precipitated from OKT3 stimulated cells
(anes 10 and 11). Blotting the same membrane with anti-Cbl
antibodies shows that equivalent amounts of Cbl were precip-
itated (Fig. 38, bottom panch. These results suggest that the
CD43-mediated Cbl-Vav interactions are independent of Cbl-
tyrosine phosphorylation. The Chl-PTB domain does not bind
tyrosine-phosphorylated Vav after CD43 engagement (data not
shown), ruling out the possibility that this Cbl-Vav interaction
could be mediated by Cbl-PTB domain and Vav tytosine resi-
dues. Altogether, these data suggest that Cbl-Vav interactions
may be partially mediated by phosphorylation on serine or
threonine residues,
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CD43 Signaling Leads to Cbl and Raf Serine Phosphoryla-
tion and to Their Interaction with the 14-3-3 Molecule—Data
presented above and the multiplicity of different domains pres-
ent in Cbl suggest that domains other than the PTB domain or
post-translational modifications of Cbl rather than phosphoryl-
ation of Tyr™®, could participate in the Cbl-Vav interactions
induced by CD423. Recently, it was reported that T cell treat-
ment with TPA resulted in the association of Cbhl with the
isoform 7 of the 14-3-3 family of proteins and that this associ-
ation was dependent on the PKC-mediated Chl-serine phospho-
rylation 127). Because previous reports suggest a role for PRC
in the CD43 signaling pathway (461, we tested whether activa-
tion of T cells through CD43 could induce Chl-14-3-3 interac-
tions, as indicative of Cbl serine phosphorylation in response to
CD43 activation. As shown in Fig. 44 wpper panel), cross-
linking CD43 in human peripheral T cells with the .10 mAb
induced the association of Cbl to a GST-7-14-3-3 fusion protein
in a time-dependent manner. Maximum association was found
after 10 min of activation tfanes 1-5). TeR or TPA stimulation
also induced 14-3-3-Cbl associution tanes 6 and 7Y, no associ-
ation was found in cantrol cells dane &), even though equivalent
amounts of fusion protein were used in all cases. as determined
by anti-GST immunoblotting (Fig. 44, lower panely.

Rafis a direct effector of Ras and is the first kinase activated
in the MAPK pathway; furthermere, it is constitutively associ-
ated with a dimer of 14-3-3. Even though the role for this
asseciation has been controversial, it was recently demon-
strated that 14-3-3 interacts as a dimer with Raf phospho-
serines 259 and 621. Upon cell activation, new sites on Raf
become phosphorylated, probably by PRC, inducing the as=oci-
ation of 14-3-3 1o these new sites, thus stabilizing the active
state of Raf, in the absence of GTP-bound Ras 159). Asexpected,
we found that the ussociation of Raf to the GST-14-3-3 fusion
protein was constitutive (Fig. 48, lane 8). Moreover, a shift in
Ral mobility was observed in Jurkat cells in response to CD43-
vlane 2, TeR- dane -0, or TPA-mediated signals tune 6), us
compared with control-treated eclls tlane 8. This shift is indic-
ative of Raf activation (60,

Onthecontrary,Chl-14-3-3 association was ciearly activation-
dependent (Fig. 4B, lanes 2, 4, and 6) because no association
was observed in control-treated cells tlane &1, Neither Cbl nor
Raf were found in GS'T precipitates (anes 1, 2,5, and 7). These
data suggested that CD43-mediated PKC activation induces
serine phosphorylation of both Chl and Raf. To test this possi-
bility we pretreated Jurkat cells with RO-31-8220 or stauros-
porine (two PKC inhibitors) prior to cell activation. RO-31-8220
pretreatment diminished CD43-mediated Cbl-14-3-3 and ac-
tive Raf-14-3-3 interactions 1Fig, 4C, compare lanes 1 and 2,
upper panel) and had no ¢ffect on the basal Raf-14-3-3 associ-
ation (Fig, 4C, lanes 3 and 4, upper panel). Blotting the same
membranes with anti-14-3-3 antibodies showed that CD413 sig-
naling may also induce 14-3-3 dimerization (Fig. 4C, compare
lanes 1 and 3, lower panel), because endopenous 30-kDa 14-3-3
molecules were detected in the precipitates. 14-3-3 dimeriza-
tion was also PKC-dependent because R0O-31-8220 pretreat-
ment decreased this interaction (compare lanes I and 2, lowcr
panel). Similar results were obtained with staurosporine (data
not shown). These data clearly show that CD43 signaling leads
to PKC activation and serine phosphorylation of Cbl and Raf.

To further prove that CD43 signals lead to Cbl scrine phos-
phorylation and 14-3-3 association, Jurkat cells were trans-
fected with plasmids containing the human IgG1-Fc fragment
fused in frame with the wild type or mutated Chl-serine-rich
region required for the interaction with 14-3-3 (27), and their
ability to interact with GST-14-3.3 in vitro, after CD43 engage-
ment, was monitored. Fig, 5 shows that GST-14-3-3 was able to
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Fi6. 4. CD43 cross-linking induces Cbl-14-3-3 intexsction in 5
PKC-dependent manner, A, 2 » 107 human peripheral T cells were
stitnulated at 37 “C for the indicated periods of time with anti-CD43
mAb L10 danvs 1-5), an1i-CD3 mAb OKT3 tane 63, 50 ng/ml TPA dane
71, or isotype control mAb 3D6 (/ane 8). Cells lysates were incubated
with Sepharose 4B-GST-14-3-3 fusion protein for 2 h at 4 °C. Bound
proteins were separated by SDS-PAGE and blotted with anti-Cbl or
anti-GST polyclonal Abs. B, 2 » 107 Jurkat were stimulated as de-
seribed above for 5 min with anti-CD43 mAb L10 unes 1 and 2),
anti-CD3 mAb OKT3 i/anes 3 und 4, or isotype control mAb 3D6 (lanes
7 and 8) or for 15 min with 50 ng/ml TPA (lanc 5 and 6). Total cell
extracts were incubated with Sepharuse-4B-GST tanes 1, 3, 5,und 7Y or
with Sepharose 4B-GST-14-3-3 fusion protein (lanes 2, 4, 6, and 8) for
2 h at 4 °C. Bound proteins were sepurated by SDS-PAGE and blotted
with anti-Cbl or anti-Raf palyclonal Abs. C, 2 < 10" Jurkat cells were
incubated for 30 min in the absence or in the presence cof 10 pat
RO-31-82220 prior to activation with anti-CD43 mAb L10 ilanes I and 2)
or isotype contro) mAb 3D6 dlanes 3 and ) for 5 min. Total cell extracts
were incubated with Sepharose 4B-GST-14-3-3 fusion protein for 2h at
4°C. Bound proteins were separated by SDS-PAGE and blotted with
anti-Chl or anti-Raf upper panel) or anti-14-3-3 Uower panel) polyclonal
Abs.

precipitate the wild type Cbl fragment (amino acids 615-644
(S4)), whereas mutation of the serine residues 619, 623, 639,
and 642 for alanine residues (A4) prevented this interaction
(compare lancs 1 and 2 with lanes 3 and , upper panel).
Consistent with the data presented above, the 14-3-3-Cbl in-
teraction was enhanced following CD43 ligation with the L10
mAb (lanes 1 and 2, upper panel). Blotting the same membrane
with anti-GST antibodies shows that equivalent amounts of
GST-14-3-3 fusion protein were used for precipitation (/anes
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Fic. 5. Cbl serine residues S619, S623, S639 and S642 are re-
quired for the CD43-induced Cbl-14-3-3 interaction. Jurkat cells
were electroporated with 10 ug of the vector 84 encoding for the wild
type ¢-Cbl 14-3-3 binding site, fused to the human IgG Fe lanes I and
2) or with 10 g of the vector A4 encoding for the mutated ¢-Cbl 14-3-3
binding site (fancs 3 and 4). After 36 h, cells were treated for 10 min
with isotype control mAb 3D6 (lanes 1 and 3) or anti-CD43 mAb L10
dares 2 and ). Total cell extracts were incubated with Sepharose
4B-GST-14-3-3 fusion protein for 2 h at 4 °C. Bound proteins were
separated by SDS.PAGE and blotted with anti-hFe or anti-GST poly-
clonal Abs.

1-4, lower paneh. Thus, these results demonstrate that in
human T cells, CD43 signaling leads to Cbl serine phosphoryl-
ation and that through this mechanizm, CD43 induces the
interaction between Cbl and 14-3.-3.

Cbl Overexpression Negatively Regulates CD43 Signaling
Pathicay—~Recently it became clear that in T cells, Cbl may
function as a negative regulator of the MAPK-dependent TeR
signal transduction pathway (29, 30, It is nat yet clear, how-
ever, whether tyrosine or serine phosphorylation of Cbhl play a
role in regulating Chl negative effect on T cell activation. Con-
trary to TeR signaling, we have shown here that T cell activa-
tien through CD43 engagement has no effect on Cbl tyrosine
phosphorylation levels. Moreover, D43 signaling induced the
phesphorylation of Cbl on serine residues and its interaction
with 14-3-3. Because we had previously shown that CD43
cross-linking induced MAPK pathway activation (50), we
tested the effect of Cbl overexpression on the CD43-dependent
activation of the MAPK pathway in Jurkat cells. Fig. GA (upper
panel) shows that CD43 (ane 2) and TeR dane 3) cross-linking,
as well as TPA treatment (ane ) of cells transfected with the
empty vector (lanes 1-4), resulted in a different pattern of ERK
activation as determined by blotting with anti-p-ERK antibod-
ies, when compuared with untreated cells dane 1. Independent
of the stimulus (/anes 6-8), overexpression of Cbl drastically
diminished ERK activation. The same membrane was blotted
with anti-ERK antibody to show that equivalent amounts of
protein were laaded in each lane (Fig. 64, lower paneh. To
determine whether Cbl had also a negative effect downstream
of the MAPK pathway, at the transcriptional level, Jurkat cells
were co-transfected with a plasmid containing four AP-1-bind-
ing sites upstream the thymidine kinase promoter linked to the
tuciferase reporter gene and cither an empty vector or the
vector encoding for Cbl. As shown in Fig. 68, in cells trans-
fected with the empty vector and the reporter plasmid, CD43 as
well as CDJ ligation induced AP-1 trans-activational activity
(approximately 2-fold over background levels), whereas TPA
treatment resuited in a stronger effect (approximately 4-fold).
Cbl overexpression prevented the induction of luciferase activ-
ity mediated by the different stimuli. Thus, these results sug-
pest that independently of the fact that CD43 signaling induces
Chl-serine phospherylation and interaction with 14-3-3, Cbl
overexpression has a negative role on the CD43-dependent
MAPK and AP-1 activation.

PKC Activation through CD43 Signaling Is Necessary to Ace
tivate the MAPK Pathuway in Human T Lymphocytes—Activa-
tion of the Rus-MAPK pathway can be induced by positive
signals (reviewed in Ref. 61) or by eliminating the default
negative eftect of Cbl (30). The strong induction observed after

e
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Fici. 6. Chl plays a negative role on the CD43 signaling path.
A, Jurkat cells were electroporated with 10 ugr ufunp:\ veetor
s I-+41 or with 10 g of the vector coding for Cbl dusies ). After
36 h, cells were left unstimulated Jancs T and 5 or stimule
anti-CD43 mAb L10 danes 2 and 6, anti-CD3 mAb OKT3 taries 3

71, 0r 50 ng/ml TPA danes 4 and 8 for 15 min. Cell lyvsates (10 ugi were
separated by SDS-PAGE and blotted with anti-pERK monoclonal Ab
wpper panclt or anti-ERK polyclonal Ab dower panelt. B, Jurkat cells
were electroporated with 5 ug of empty vector and 5 pg of the reporter
plasmid AP-1-PRL-Luc or with 5 ugr of the vector coding for Cbl and 5
ug of the reporter plasmid AP-1-PRL-Lue. After 12 h of stimulation as
described above, total cell extracts were prepared, and luciferase activ-
ity was measured.

TeR engagement results probably from activating both mech-
anisms. We asked whether the phosphorylation of Cbl on serine
residues by PKC activation after CD43 engagement could pre-
vent the negative effect of Chl on MAPK activation, The ration-
ale for these experiments was that CD43 signaling requires
PKRC activation to cancel the inhibitory effect of Cbl, thus
inducing MAPK activation. Human peripheral T cells were
pretreated with the PKC inhibitor RO-31-8220 or with the
PLCy inhibitor U73122 before stimulation through CD43 or
TPA and activation of the MAPK pathway was monitored by
immunobloting with anti-active ERK antibodies. Fig. 7 (upper
panel) shows that CD43 engagement or TPA treatment re-
sulted in ERK activation when compared with isotype control
antibody-treated cells danes 1, 2, and §). The PKC inhibitors
RO-31-8220 (lanes 3 and 6) and G06976 (data not shown)
partially prevented the CD43-dependent ERK activation and
totally blocked ERK activation induced by TPA. Stimulation of
PKC activity in response to CD43 ligation depends on the
activation of PLCy (46). As expected, inhibition of PLCy with
the specific inhibitor U73122 blocked MAPK activation in re-
sponse to CD43 signaling and had no effect on TPA-stimulated
cells (compare lanes f and 7). Equivalent amounts of ERK were
present in all lanes as determined by blotting the same mem-
brane with anti-ERK antibodies (/anes 1-7, lower panel). These
results suggest that CD43-dependent MAPK activation re-

b]

22

~

s ‘

TESIS mN |
FALL " 7 i ENI



€CD43 Regulation of Cbl 735

. .1°.6 oo <&
® 3P, e o
= -  Biot anth-p-Erk

- — — —

Inhibitor: .-

En SRS g ap Blot: antl-En2

1 2 3 4 5 6 7

Fic. 7. CD43-dependent MAPK pathway induction requires
PKC activation. 2 < 107 human peripheral T cells were incubated for
3N min in the absence or presence of 10 ;03 RO-31-§2200r 2 um U73122,
prior to activation with isotype control mAb 3D6 tane ), anti-CD43
mAb L10 tancs 2-4), or with 50 nginl TPA tanes 5-7 for 10 min. Total
cell extracts were separated by SDE-PAGE and blotted with anti-phos-
phorylated ERK tupper panelyor anti-ERK ower pandd) polyclonal Abs.

quires the activation of PKC, which depends on previously
activated PLCy. Together these results suggest that the PKC-
dependent Cbl phosphorylation on serine residues and its sub-
sequent association with 14-3-3, resulting of CD43 engagement
on the surface of normal human T lymphocytes, probably
blocks the default negative effect that Cbl has on MAPK activ-
ity, resulting in activation of the MAPK pathway.
DISCUSSION

Following receptor engagement, the formation of tyrosine
phosphorylation-dependent multimeric enmplexes involving
adapter and ¢ffector proteins has been shown to be essentiul for
signal transduction. Upon cell activation through different
stimuli, the adapter protein Cbl becomes phosphorylated on
tyrosine residues, favoring its interaction with SH2-containing
signaling molecules. In primary murine T cells as well as in
Jurkat T cells, TeR activadon induces Cbl tyrosine phosphoryl-
ation on tyrosine residues 700 and 731, resulting in the inter-
action with the SH2 domains of Vav and PI3I, respectively (17,
581, Here we show that in human normal peripheral T cells,
CD43 engagemient induced also the interaction of Chl with Vav
and PI3K. Unlike with TeR signaling, these {nteractions were
independent of Chl tyrosine phosphorylation because only ba-
sual tyrosine phosphorylation levels were detected when cross-
linking CD43 for different periods of time. Nonetheless, under
the same experimental conditions, the association with Vav
and PI3K was enhanced after 5 min of activation. Furthermore.
cven though PTPase treatment of Cbl precipitates from CD43-
or (N3-stimulated T cells resulted in complete Chl tyrosine
dephosphoryvlation, the interaction with Vav was not affected.
Removal of phosphate groups from serine, threenine, and tyto-
sine residues with alkaline phosphatase resulted in complete
Cbl dephosphorylation and in partial blockade of the CD43-
induced Cbl-Vav interaction. Interestingly, this treatment had
only a minor effect on the formation of the Cbl-Vav complex
mediated through the TeR. Transient expression of a mutated
form of the Cbl molecule (Y700A) in Jurkat cells did not pre-
vent the formation of this complex,® further suggesting an
alternative mechanism through which Chl and Vav interact
following CD43 engagement. The highly conserved amino-ter-
minal region of Cbl (Cbl-N) binds to phosphorylated tyrosine
residues and has a cell transforming activity. Point mutations
in Cbl that disrupt its recognition of phosphotyrosines also
interfere with its negative regulatory function and, in the case
of v-Cbl, with its oncogenic potential (62, 63). Cbl-N is com-
posed of three interacting domains: a four-helix bundle (4H), an
EF-hand calcium-binding domain, and a divergent SH2 do-
main, Mutations in the 4H, EF-hand, and SH2 domains con-
firm that the three domains together form an integrated phos-

phoprotein-recognition module (64). The possibility that the
Cbl PTB domain could bind tyrosine phosphorylated Vadwas
eliminated, because neither the Wt PTB nor the G306E muthnt
PTB domain were able to bind Vav after CD43 engagement.
(data not shown). This was particularly important, because we
had previously shown that CD43 signaling leads to Vav tyro-
sine phosphorylation (50). Altogether these data suggest that
the interaction between Chl and Vav induced by CD43 signal-
ing is independent of Cbl tyrosine phosphorylation and that
phosphorylation on residues other than tyrosine may be in-
volved in this interaction, Therefore, CD43 and the TeR induge
Chl-Vav interactions by two independent mechanisms, \

The dephosphorylation experiments bring evidence that
phosphorylation of Tyr™ of Cbl is not the only mechanism by
which Cbl and Vav interact in response to TcR engagement,
suggesting that interactions between these two molecules are
also mediated by domains that do not recognize phosphoami-
ncacids, like SH3-proline-rich regions. Using a yeast two-hy-
brid system, Vav-Cbl-b interactions have been shown to be
mediated by the SH3 domain of Vav and the proline-rich region
of Cbl-b (63). Furthermore, the proline-rich region of Cbl has
been reported to interact with the amino-terminal SH3 domain
of Crk-L, leading to lamellopodia and membrane rufile forma-
tion, indicating that Cbl participates in evtoskeleton rearrange-
ments essential for cell adhesion, spreading and migration (31,
66, 571, Vav was also shown to be Jocalized to the lamellopodia
and to regulate Rac-dependent lamellopodia formation after
wyB3y-integrin activation 1681, Although at the moment we do
not know whether the Vav molecules associated to Chl in re-
sponse to CD43 ligation are active, it is possible that the Cbl-
Vav complexes we find participate in the CD43-dependent cy-
toskeleton reorganization (69, 701,

In the present report we show that CD43 signaling induced
Cbl-PI3K interaction and the activation of Cbl-associated
PI3K. Engagement of CD43 on different hematopoietic cells
induces homotypic cell adhesion, a process described as par-
tially dependent on integrin activation 171-74), In human pe-
ripheral T cells, this process is prevented by wortmannin and
Ly294002, two specific inhibitors for PI3K.* CD43-dependent
signals have been shown to have a regulatory role on integrin-
mediated T cell adhesion to endothelial cells and extra-cellular
matrix components ¢36, 75). Chl-associated PI3K activity in-
duced after CD28 engagement is required for integrin g8, acti-
vation (31). Altogether, these data suggest that multimolecular
complexes containing Chl-Vav and/or PI3K may play a role in
the cytoskeleton remedeling required for cell adhesion and
migration induced by the interaction of CD43 on the surface of
a T cell with a putative receptor on the surface of endothelial or
dendritic cells (37, 76-78).

T cell activation through CD43 ligation with the L10 mAb
also promoted the interaction of the + isoform of the 14-3-3
amily of proteins with the Chl and Raf molecules. Phosphoryl-
ation of ¢-Cbl serine residues Ser®!®, Ser’™, SerS?, and Ser®*<
through a PRKC-dependent mechanism was found to be respon-
sible for this association (27). Mutation of those residues pre-
vented this interaction in response to CD43 cross-linking. Con-
sistent with this, 14-3-3-Cbl as well as 14-3-3-active Raf
complex formation resulting from CD43 ligation, were dimin-
ished by pretreatment of the cells with the PKC inhibitors RO
31-8220 or staurosporine, suggesting that a CD43-dependent
PKC activation (46), leading to Cbl and Raf phosphorylation,
was responsible for these interactions.

We described previously the activation of the MAPK path-
way resulting from CD43 ligation (50) that is consistent with a

* G. Pedraza-Alva, unpublished data.

¢ E. Layscca, unpublished data,
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shift in SDS-PAGE mobility of 14-3-3-asscciated Raf described
by others (60). Furthermore, activation of Raf depends on 14-
3-3 dimerization (59), a phenomenon we found in response to
CD43 cross-linking. The fact that RO 31-8220 and staurospo-
rine prevented the shift in mobility characteristic of active Raf
suggests that, in response to CD43 engagement, PKC is phos-
phorylating 14-3-3 and inducing its dimerization, Different
14-3-3 isoforms have been shown to be phosphorvlated by PKC
on Ser®™ (79, 80), by a sphingosine-dependent kinase on Ser™
(81), and by casein kinase I on Thr*¥* (82). Therefore, phospho-
rylation of 14-3-3 by different protein kinases may control its
own dimerization, regulating the formation of specific com-
plexes and thus signal transduction.

Cumulative genetic and biochemical evidences point at a
negative role for the Cbl family members in T cell signal trans-
duction. Overexpression of c-Chl in Jurkat cells inhibits both
the MAPK activation pathway and AP-1 transcriptional activ-
ity (29). ¢-Cbl null mice show enhanced T cell signaling after
TeR engagement, and ZAP70 kinase as well as MAPK uactiva-
tion levels were higher in those mice as compared with wild
type mice 130, 1), Consistent with these data. overexpressi
of ¢-Cbl in Jurkat cells prevented induction of the CD4:
TeR-dependent MAPK pathway as well as of AP-l-medinted
transcriptional activity, suggesting that when overexpressed,
Cbl may be acting as a negative modulator of CD43 signaling.

During the last year several groups showed that, to nega-
tively modulate cellular signaling, Cbl requires its PTB domain
to bind tyrosine kinase receptors (epidermal growth factor and
platelet-derived growth factor (63, 841 and tyrosine kinases
(ZAP70 and SYK 64, 85, 86 9 a= well as the RING finger to bind
compeanents of the ubiquitination machinery and target them
for degradation by the proteasome degradation or endocytic
degradation pathways 187-89. It was recently shown that Chl
overexpression in the Ramos B-lymphoma cell line resulted in
a decrease in Syk protein levels and that the Chl RING finger
domain was essential to induce 8yk down-medulation (90). One
of the carliest events followi ing CD43 engagement in T cells is
activation of the ZAP70 kinase® and that of the Ras-dependent.
MAPK pathway 150), The blockade of CD43-dependent signals
we observe upon c-Cbl overexpression may result from reduced
ZAP70 protein levels or from the generation of Cbl-CrkL-C3G
inhibitory complexes. These in turn may activate the Rapl
GTPase, a molecule shown to have negative c¢ffects on T cells
signaling (91), probably by counteracting the Ras-dependent
activation (92), ¢-Chl overexpression may also negatively mod-
ulate the Vav GEF activity. Although there is a direct correla-
tion between Vav tyrosine phosphory ‘15 and its GEF
activity 93, 94, whether Vav associated with Cbl, either
through its SH2 domain or the Chl-tyrosine phosphorylation-
independent mechanism deseribed here, has any GEF activity
remains to be determined.

From the overexpressjon experiments it is clear that Cbl has
a negative effect on CD43 signaling. However, it is not possible
to assess the role of serine-phosphorylated Chl in T cell activa-
tion resulting from CD43 engagement under these experimen-
tal conditions. Nonetheless, the fact that PKC and PLCy inhib-
itors prevented the activation of the MAPK pathway and the
association between Cbl and 14.3-3 after CD43 engagement,
strongly suggests that the CD43-induced MAPK activation re-
sults from a blockade of the negative effect of Chl on the MAPK
pathway by promnting the interaction of serine phosphorylated
Cbl and 14-3-3 molecules. Activation of the Ras-MAPK path-
way may result of two events: (i) activation of SOS GEF activity
by tyrosine phosphorylation and translocation to the mem-

CD43 Regulation of Cbl

brane where it binds and activates Ras and (ii) blocking the
negative regulation mediated by Cbl. In human peripher®d T
cells, TcR signaling induces a faster and stronger activation bf
MAPK activity when compared with CD43 engagement.® The\
TeR-dependent signals could activate both processes concomi-
tantly. On the contrary, because we have not been able to
detect SOS or SOS-1 tyrosine phosphorylation in response to
CI343 cross-linking in human T lymphocytes,® MAPK activa-
tion following CD43 engagement may result from blocking the
Cbl negative effects rather than activating SOS GEF activity.

Serine phosphorylation of Cbl has been shown to pre\'er‘\‘t
phosphorylation of tyrosine residues and the interaction of this
molecule with SH2-containing signaling proteins like PI3K and
CrkL (95, 961, suggesting a cross-talk between serine/threonine
and tyrosine phosphorylation signaling targeted to Cbl. Differ-
ential phosphorylation patterns of Cbl may regulate its func-
tions, probably by medifving its capacity to interact with dif-
ferent signaling molecules, thus modulating cellular signaling.
Phosphorylation of Chl serine residues as a result of CD43-
specific signals may play a role in modulating Cbl negative
effect on T cell signaling. Ongoing work is in progress to eluci-
date the biological role of Cbl serine phosphorylation and Cbl-
14-3-3 interaction induced by CD43 engagement in T cell
activation.
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