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RESUMEN 

CD43 es una molécula coreceptora que regula distintas funciones celulares como 

adhesión, activación o muerte celular en linfocitos T (1 ), células dendríticas (2), células 

NK (3, 4) y monocitos (5), así como neutrófilos (6, 7). El hecho de que se expresen 

diferentes isofomms de esta molécula y que se hayan descrito vatios ligandos sugiere que 

cada una de las funciones reguladas por CD43 parecen depender del ensamblaje de 

distintos complejos para activar cascadas de señalización. A la fecha, distintas evidencias 

señalan que el entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular induce la activación de 

una variedad de proteínas de señalización tales como miembros de la familia de cinasas 

de Src y de Syk, la cinasa de adhesión PYK2, proteínas adaptadoras como Shc y SLP-76, 

el GEF Vavl, las MAPK cinasas ERKl/2 y p38, así como los factores transcripcionalcs 

NF-AT y NF-KB. Sin embargo, poco se sabe acerca ele los mecanismos tempranos de 

señalización a través ele los cuales CD43 conlleva al reclutamiento de toda esta gama de 

proteínas de señalización. En este trabajo encontramos que en linfocitos T, la cadenas 

es parte de la maquinaria ele señalización de CD43. La fosforilación en residuos ele 

tirosina de la cadena s en respuesta al entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular 

resulta en el reclutamiento y fosforilación 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 ele cinasa asociada a la cadenas en respuesta a señales mediadas 

por CD43. El entrecruzamiento de CD43 en la superficie de células deficientes en la 

expresión de Lck (JCaM. l) no indujo un incremento en la fosforilación en residuos de 

tirosina de la cadena s ni de las proteínas asociadas, lo que sugiere que Lck es un 

elemento clave en la vía de señalización de CD43 que media la fosforilación de la cadena 

~· Utilizando esferas de latex recubiertas con anticuerpo anti-CD43, las señales mediadas 

por CD43 indujeron la redistribución ele la cadena s hacia los sitios de contacto 

establecidos entre célula y esfera, sin embargo, la distribución del complejo CD3 no 

pareció verse afectada. El reclutamiento de la cadena s en la vía de señalización 

mediada por CD43 no es un evento restringido a linfocitos T ya que la fosforilación y Ja 

redistribución de la cadena s también se observan en células NK. Nuestros resultados 

aportan evidencia de que la cadena s funciona como una molécula de andamiaje en Ja vía 



de señalización de CD43, lo que favorece el reclutamiento y fommción de complejos de 

señalización involucrados en la activación celular de linfocitos T y otras células 

hematopoyéticas corno células NK. Adicionalmente, cuando los linfocitos T se 

estimularon a través de CD43 y el TCR, la fosfmilación en residuos de tirosina de la 

cinasa ZAP-70 resultó más estable y prolongada respecto a células estimuladas solo a 

través del TCR, lo que sugiere que las señales mediadas por CD43 afectan a aquellas 

generadas a través del TCR. Por último, la participación de la molécula adaptadora Cbl 

en la vía de señalización de CD43 sugiere que esta molécula coreceptora puede regular 

los umbrales de activación en linfocitos T. 
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ABSTRACT 

CD43 is an abundant cell sul·face sialoglycoprotein implicated in hematopoietic · cell 

adhesion and activation. Cell stimulation through CD43 results in rccruitmcnt of 

differcnt signaling proteins, including members of the Src family kinases, Syk, PLCy2, 

the adapter protein Shc, the guanine nucleotide cxchange factor Vav and activation of 

PKC. Here we repmt that in human T lymphocytes, the ¡;, chain is part of the CD43 

signaling pathway. Upon CD43 cngagement, the ¡;, chain was tyrosine phosphorylated, 

generating docking si tes for tyrosine phosphorylated ZAP-70 and Vav. 111 vitro kinase 

assays suggcsted that ZAP-70 could account for the kinase activity associatcd with thc ¡;, 

chain following CD43 engagement. Crosslinking CD43 on the surface of the Lck 

dcficient JCaM. l cells failed to phosphorylate the ¡;, chain and associated proteins, 

suggesting that Lck is a key element in the CD43 SÍ!,'11aling pathway leading to ¡;, 

phosphmylation. CD43 engagement with beads coated with anti-CD43 mAb resulted in 

concentration of the ¡;, chain towards the bead attachment sitc, but intercstingly, the 

distribution of thc T ccll antigcn receptor complcx remained unaffcctcd. Recruitmcnt of 

the ¡;, chain through CD43-mediated signals was not restrictcd to T lymphocytes since 

phosphorylation ancl redistribution of the ¡;, chain was also observcd in natural killer cclls. 

Our results provide evidence that the ¡;, chain functions as a scaffold molecule in the 

CD43 signaling pathway, favoring thc recruitment and fonnation of downstream 

signaling complcxcs involved in the CD43-mediated cell activation ofT lymphocytes and 

other lcukocytcs such as NK cells. Morcovcr, when T cclls wcrc stimulatcd through 

CD43 ami TCR, thc tyrosinc phosphorylation of ZAP-70 was sustaincd comparcd with 

that induccd in response to TCR crosslinking alone. Thc rccruitment of the adapter 

protcin Cbl in the CD43 signaling pathway suggest that CD43 can be involved in the 

establishment ofthe activation thrcshold in T cells. 
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CAPITULO 1 

INTRODUCCIÓN 
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Una respuesta inmune requiere la participación coordinada de distintas células tales como 

linfocitos T, linfocitos 8, células dendríticas, macrófagos y de células "Natural Killer" 

(NK) entre otrns. A su vez, cada una de estas células responde a estímulos provenientes 

de patógenos y/o sus productos o bien del propio organismo, necesarios para mantener la 

homeostasís celular. La capacidad de respuesta, es decir, la activación de estas células 

está a cargo de distintos receptores de la membrana celular que disparan cascadas de 

señalización intracelular altamente reguladas. Los receptores responsables de reconocer 

específicamente el antígeno juegan un papel central en la activación 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 antígeno de células T (TCR), al receptor 

para el antígeno de células 8 (BCR), a distintos receptores para las porciones Fe de las 

inmunoglobulinas (lgs) y a receptores de citotoxicidad natural (NCRs) (8, 9). Sin 

embargo, si bien la interacción de los inmunoreceptorcs con su antígeno específico es el 

detonador de un elaborado proceso de activación, se requieren también las señales 

generadas por la interacción de otros receptores de membrana con sus respectivos 

ligandos para lograr que la célula se comprometa plenamente para diferenciarse y generar 

funciones efectoras como secreción de citocinas, actividad citotóxica o producción de 

anticuerpos. En conjunto, las señales generadas por las moléculas coreceptoras modulan 

las distintas repuestas celulares, modificando ya sea cuantitativa o cualitativamente las 

señales intracelulares que se generan a través de los inmunoreceptores. 

En linfocitos T, la función específica de las moléculas accesorias, o moléculas 

coreceptoras es compleja ya que algunas de ellas fomrnn parte del aparato de señalización 

nonnal del TCR (i. e. CD4, CD8 o CD45) mientras que otras favorecen la interacción 

fisica entre la célula efectora y las células presentadoras de antígeno, a la vez que generan 

señales que pueden modular positiva o negativamente las señales del receptor para el 

antígeno, así como señales propias. Por ejemplo, las integrinas leucocitarias, al 

interactuar con sus ligandos respectivos funcionan tanto como moléculas que regulan la 

adhesión como moléculas que suministran señales intracelulares que al ser integradas por 

la célula, generan una respuesta única. 

La molécula CD43, también conocida como leucosialina o sialoforina, es una 

molécula con funciones múltiples. Es, junto con la fosfatasa CD45, una de las proteínas 
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más abundantes de la superificie de los linfocitos T. CD43 se asoció inicialmente con el 

síndrome de Wiskott-Aldrich, una inmunodeficiencia asociada al cromosoma X (10). La 

expresión deficiente ele CD43 en Ja superficie celular de linfocitos en pacientes que 

sufren esta enfcnncdad sugirió que CD43 es una molécula implicada en la activación 

celular de linfocitos T. Sin embargo, ahora se sabe que una mutación en CD43 no es la 

principal causa de esta inmunodeficiencia ya que el gene que codifica para CD43 se 

localiza en el cromosoma 16 en humanos y que una mutación en una proteína intracelular 

de 502 aminoácidos, denominada WASP, es la causa de esta enfennedad (11 ). 

No obstante, hay abundantes referencias que sustentan al papel de CD43 como 

una molécula corcccptora. Sin embargo, los mecanismos a través ele los cuales el 

dominio intracelular de CD43 se conecta con distintas proteínas de señalización se 

conocen solo parcialmente. En este estudio, nos hemos propuesto identificar proteínas 

que jueguen un papel importante en la vía de CD43, Jo que permitirá entender como su 

cascada de señalización es ensamblada y como esta puede integrarse con aquella 

generada a través del TCR. 

l. El complejo TCR-CD3-( 

a) estructura general 

Una característica común ele los distintos tipos de inmunoreceptores es que constan de 

subunidades de reconocimiento asociadas a un complejo de proteínas que constituyen a 

su vez el aparato de señalización de estos receptores. Este tipo de módulos se encuentran 

en el receptor para el antígeno de células T (TCR); de células B (BCR); así como en 

varios receptores ele células "Natural Killer" (NK}, algunos receptores para fragmentos 

Fe, y otros receptores de células hematopoyéticas. 

En la mayoría de los linfocitos T, el TCR-CD3 se compone ele seis cadenas 

polipeptídicas distintas, las cadenas a¡3 o (yo), e, y, o y~ (Fig. 1 ). El dominio amino 

tenninal ele cada una de ellas está orientado hacia la parte extracelular y. el dominio 

hiclrofóbico atraviesa la membrana celular una sola vez. Las cadenas a¡3 o yo; pertenecen 

a la súperfamilia ele las inmunoglobulinas, constituyen la subunidad de reconocimiento 

del antígeno propiamente dicho, y son altamente polimórficas con10 resultad() de la 

recombinación somática ele distintos segmentos genéticos, lo que da lugar a un receptor 
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con características clonales. El dominio citoplasmático de las cadenas ap consta de tan 

solo 12 aminoácidos por lo que se piensa que no participa en la transducción de señales 

intracelulares. 

TCR 

----;J Tr,StS (_,,:~;-1 . 
l • .._r · · ;EN 

F~J.. ----····· ... 

Fig.l Estructura del receptor para el antígeno de células T (TCR) 

El conjunto de cadenas invariables constituido por miembros del complejo CD3 y 

miembros de la familia de la cadena ¡; fonnan el aparato de señalización del TCR ( 12). El 

complejo CD3 se compone de tres cadenas polipeptídicas relacionadas entre si y con 

pesos moleculares de entre 20 y 26 kDa (13, 14). Estas cadenas, denominadas CD3-o, 

CD3-E, y CD3-y, presentan dominios intracelulares de entre 79 y 104 aminoácidos, y son 

miembros de la súperfamilia de genes de las inmunoglobulinas. CD3-o y CD3-y, son los 

únicos miembros del complejo CD3 que contienen unidades de carbohidratos unidos por 

enlaces N-glucosídicos ( 15). Todos los miembros de este complejo se caracterizan por 

tener por lo menos un IT AM, una estructura cuya importancia se describe más adelante. 

Se ha propuesto que los genes que codifican para las cadenas CD3-o y CD3-ysurgieron 

por duplicación genética hace alrededor de 200 millones de años ( 16). 

La cadena ¡; es un polipéptido de 16 kDa que existe principalmente como un 

homodímero estructural y genéticamente distinto de las cadenas CD3-o CD3-e CD3-y 

( 17, 18). La cadena ~ presenta un dominio extracelular de tan solo nueve aminoácidos 

mientras que su dominio citoplasmático se compone de 122 aminoácidos en ratón y 113 

en humanos. A lo largo de su cola citoplásmica hay seis residuos de tirosina que son 

sustratos de einasas. En su extremo carboxilo tenninal existe una secuencia consenso 
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para la unión de nucleótidos, a través del cual Ja cadena I; puede unir análogos de GTP 

(19). 

Aunque Ja mayoria de los TCR expresados en Ja superficie de Jos linfocitos T 

contienen el homodímero ¡;¡;, una de las cadenas puede ser substituida por la cadena 11, 

producto de un empalme alternativo del gene de ¡;, o por la subunidad y del receptor Fe 

para IgE (FCc-y) (20). La cadena cadena 11 es idéntica a 1;, excepto en su extremo 

carboxilo terminal, donde el octavo exón de I; es substituido por un cxón específico de 11 

lo que resulta en un polipéptido de 22 kDa que no contiene el último residuo de tirosina 

de ¡;ni un sitio de unión a GTP (21, 22). En células murinas, el 5% de los complejos 

TCRs contienen el dímero l;r¡ (23) mientras que en humanos menos del 0.25% de las 

linfocitos T presentan este dímero (24). 

El dominio transmembranal de la cadena I; y el de la subunidad y del receptor 

FCe-y es idéntico en un 65% (25). De manera interesante, en ratones deficientes en 

montar respuestas citolíticas contra células cancerosas, la cadena I; es reemplazada por y, 

Jo que sugiere que este cambio de isotipo puede contribuir a un fenotipo 

inmunoclcficiente (26). 

A diferencia de Jos miembros del complejo CD3, la cadena I; y sus proteínas 

relacionadas no se asocian exclusivamente con el TCR ya que son capaces de 

ensamblarse con otros receptores ele membrana. Tanto la cadena I; y FCe-y se expresan 

en células NK donde se ensamblan con Ja forma transmembranal de CD 16 (27). La 

cadena I; también puede sustituir a FCe-y en el ensamblado del receptor Fe para JgE (28). 

En linfocitos T, la cadena ¡; fonna pm1c de la vía ele señalización de distintas moléculas 

de Ja superficie celular tales como CD4 (29, 30), CDS (31-33), CDS (34, 35), CD55 (36), 

CD59 (37), and CD43 (38). Consistente con esta idea, se han reportado complejos 

estables de CD2. CD4, CD5 CDS con el complejo TCR (34). 

b) Estequiometría y ensamblado 

El complejo TCR se caracterizó inicialmente como un complejo macromolecular 

compuesto de siete cadenas polipépticlicas en el cual cada subunidad estaba presente en 

una sola copia con la excepción del dímero i;i;. Sin embargo, múltiples líneas de 

investigación ahora sugieren que existen dos subuniclades CD-e por receptor (39-41). 
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Estudios adicionales sugieren que el TCR puede ser visto como un complejo formado por 

cuatro dímeros estables: las cadenas a¡3, CD3-oe, CD3-ye y¡;¡; (40). Este modelo de 

octámero, sin embargo, es difícilmente visualizado por estudios de 

coinmunoprecipitacón, en donde los complejos purificados a partir de la membrana 

celular utilizando anticuerpos anti-o o anti-y contienen CD3- o pero no CD3- y y viceversa 

(42). Ya que las subunidades CD3- o y CD3-y están muy relacionadas entre si, y 

además asociadas con CD3-e, es probable que CD3- o 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 pueda visualizarse como un 

complqjo altamente ordenado con más de un dímero a¡3 o ¡;¡;, 

El proceso de ensamblaje del TCR comienza en el retículo endoplásmico con la 

formación de los dímeros CD3ye y CD3oe. El dímero CD3ye se aparea con la cadena 

TCR-13 y el complejo CD3oe se aparea con la cadena TCR-a a través de los aminoácidos 

cargados positivamente presentes en sus dominios transmembranales. El apareamiento 

individual de las cadenas TCRa y TCR¡3 con los dímeros CD3 minimiza la repulsión de 

cargas entre las dos cadenas del TCR antes de formarse el enlace disulfuro entre ambas. 

El homodímero ¡;¡; es el último componente en sumarse al complejo parcialmente 

ensamblado antes de transitar hacia el aparato de Golgi. 

Cuando el cDNA que codifica para cada uno de los componentes del complejo 

TCR se transfeeta simultáneamente en células que no son linfocitos T, por ejemplo, 

fibroblastos, el complejo CD3 y la cadena ¡; son suficientes para permitir la expresión del 

complejo TCR en la superficie celular (22, 43). En hibridomas, la expresión del TCR en 

la superficie celular está limitada por la cantidad de ¡; sintetizada. Complejos parciales, 

que carecen de ~ pueden ensamblarse y salir del retículo endoplásmico, pero son 

rápidamente degradados en compartimentos Jisosomales (44-46) mientras que las 

subunidades individuales y otros complejos parciales son degradados en retículo 

endoplásmico (47). 
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11. Los ITAMsy la se1ia/izació11 en células del sistema i111111111e 

Como ya se mencionó anteriormente, una característica estructural común a Jos módulos 

de señalización encontrados en los distintos tipos ele inmunoreceptores es Ja presencia de 

una o más copias de un dominio ele señalización denominado IT AM, por sus siglas en 

inglés (lnmunoreceptor Tyrosinc Activation Motit), cuya secuencia consenso es 

YXXL/(X6 •8)YXXL/I, donde X denota cualquier aminoácido (48, 49). La firma ele este 

dominio está constituícla por dos residuos de tirosina que son sustratos de miembros ele la 

familia ele cinasas de tirosina ele Src (ver más adelante). La familia de proteínas que 

cotienen uno o más IT AMs incluye a las cadenas CD3y, CD3o, CD3e y las cadenas 

I;. asociadas al TCR; las cadenas lga e Igp asociadas al BCR; la cadena FceRip; la cadena 

y asociada a los receptores FceRI-, FcyRI-, y FcyRill; DAP 12; y varias moléculas 

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

DAP-12 TCR 
'l.. 

1,, 

... ~-K-K----H. =r,;-.. 
·, ' 

,, ! 

IBI ITAi\I 'Y 'Y CD ~ 

Fig.2 Proteínas de supe1:ficie que co11tiene11 ITAMs. 

Los IT AMs ocupan una posición clave en la propagación de cascadas de 

señalización intracelular en respuesta a la unión del receptor con su antígeno específico 

(50, 51 ). En general, uno de los· eventos más tempranos que resultan cle la unión del 

receptor con su ligando, es la fosforilación de los residuos de tirosinas presentes en los 

IT AMs. Dependiendo del estado de maduración de Ja célula, así como del tipo celular, 

estas cascadas de señalización culminan en distintas respuestas celulares tales como 
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diferenciación, muerte celular programada, sobre vivencia o desempeño de funciones 

efectoras que comprenden la producción de citocinas o actividad citotóxica. 

En el caso de los lTAMs presentes en el complejo CD3 y en la cadena t;, la 

fosforilación de estos residuos de tirosina conlleva al reclutamiento y activación de las 

cinasas de tirosina de la familia Syk, ZAP-70 y Syk. A su vez, la activación de estas 

cinasas pennite el reclutamiento y fosforilación de múltiples proteínas de señalización 

involucradas en conectar al receptor con una cascada de señalización y subsecuentes 

funciones efectoras (52). Se ha sugerido que una posible función de estos complejos 

multi-lTAM es la de facilitar la amplificación de la señal que se transmite a través de 

estos receptores, al incrementar la concentración local de proteínas efectoras (53, 54). 

Alternativamente, se ha propuesto que la presencia de múltiples lTAMs pcnnite que un 

receptor se acople a distintas cascadas de señalización iniciadas por la unión diferencial 

de cada lT AM con diferentes moléculas de señalización, lo que induciría señales 

intracelulares que difieran de manera cualitativa (54-57). Se ha demostrado que todos los 

IT AMs del complejo CD3-t; reclutan a la cinasa ZAP-70, pero que también pueden 

asociarse diferencialmentc con la cinasa Fyn, las proteínas adaptadoras Shc, Grb-2 o la 

subunidad p85 de la Pl3-K (56, 57). Sin embargo, debido a que la mayoría de estas 

asociaciones adicionales se ha demostrado in vitro, queda aún por determinar la 

relevancia funcional in vivo de estas asociaciones alternativas. 

El papel funcional de los IT AMs en la señalización del complejo TCR ha sido 

estudiado mediante el empleo de distintas mutantes del complejo CD3 o de la cadena t; 

que carecen ele uno o más IT AMs. En ratones deficientes para el gene que codifica para 

la cadena t;. la expresión del TCR en la superficie ele los timocitos disminuye; además 

estos animales tienen cantidades reducidas de timocitos y ele células T periféricas, lo que 

sugiere deficiencias en los mecanismos de selección positiva (53, 58). Más aún, cuando 

se examinó la especificidad ele los TCRs presentes en la superficie de las células T 

maduras de estos ratones, se encontró que los TCRs son autoreactivos, lo que también 

sugiere deficiencias en los procesos de selección negativa (59). Sin embargo, debido a 

que la expresión del TCR es extremadamente baja en estos ratones, la contribución 

directa de cada uno de los IT AMs presentes en la cadena t; no puede ser evaluada; Para 

valorar la importancia biológica de cada uno de los IT AMs con mayor precisión, los 
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ratones deficientes en ¡; fueron reconstituidos con transgenes que codifican para cadenas 

¡; con tres, dos, uno o ninguno de los IT AMs presentes en la cadena ¡;. Los experimentos 

realizados con estos ratones demuestran que la eficiencia de la selección positiva o 

negativa correlaciona directamente con el número de IT AMs presentes en la cadena ¡; del 

complejo TCR (54, 60). En conjunto, estos datos apoyan la idea de que los distintos 

IT AMs presentes en la cadena ¡; regulan de manera cuantitativa la señalización del TCR 

durante los procesos de selección de los timocitos. 

El TCR une a sus ligandos dentro de una ventana amplia de afinidades por lo que 

se puede pensar que los distintos ligandos inducen señales intracelulares de distinta 

intensidad, y que la intensidad de las señales se verá reflejada de acuerdo al número de 

lT AMs fosforilados en la cadena t;. 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 número de IT AMs 

presentes en la cadena¡; durante eventos de selección positiva (54). Péptidos que inducen 

selección negativa pueden inducir selección positiva si la fuerza de la señal generada a 

través del TCR es alterada disminuyendo el número de lT AMs presentes en Ju cadena ¡;. 

La contribución de los lT AMs presentes en la cadena ¡; también ha sido evaluada 

en linfocitos T periféricos mediante el empleo de distintas mutantes de la cadena ¡;. 

Estudios en donde proteínas quiméricas que consisten del dominio extracelular de CD 16 

o CDS fusionado al dominio transmcmbranal y a una región que contiene uno de los tres 

lT AMs presente en la cola citoplásmica de ¡; han demostrado una función redundante de 

los lTAMs en mediar actividad citolítica, flujos de Ca2
+ intracelular y reclutamiento de 

la cinasa ZAP-70 ¡; (61 ). De acuerdo a lo ante1ior, estos estudios sugieren un papel 

redundante de los IT AMs presentes en la cadena TCR-1; en la señalización mediada a 

través del TCR en linfocitos T periféricos. 

La contribución funcional de la cadena CD3 y también ha sido evaluada a partir de 

ratones deficientes en su expresión. Estos animales se caracterizan por una disminución 

importante en el número de timocitos doble positivos y de células T maduras, sugiriendo 

que CD3 y juega un papel importante durante las diferentes fases de la selección tímica. 

Los estudios realizados en ratones deficientes en la expresión de CD3 y pero que son 

reconstituí dos con una cadena CD3 y que carece de su dominio IT AM pennitieron 
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establecer el papel crucial de CD3 y en mediar eventos de selección positiva, aunque su 

participación parece ser dispensable en eventos de selección negativa. De manera 

interesante, en estos ratones la fosforilación de las cinasas ERK 1/2 y LA T 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 señalización (62). 

A semejanza de lo que ocurre con la cadena CD3-¡, un estudio reciente ha 

demostrado que las células T de un ratón deficiente en la expresión de la cadena CD3-o 

no sufren procesos de selección positiva. Además en estas células no hay fosforilación 

de Ja cadena ~ presente en microdominios membranales ni activación de las MAPK 

cinasas ERKJ/2 (63). Interesantemente, el fenotipo normal en estos ratones es 

reconstituído con la introducción de una mutante de CD3-o que carece no solo de Jos 

IT AMS sino de su dominio citoplásmico. En consistencia con esto datos, ratones con 

mutaciones en el dominio a del TCR, requerido para su asociación con la cadena o, 

sufren de un bloqueo en la selección positiva (64). Estos hallazgos demuestran no solo la 

impotiancia de los lT AMs en la señalización intracelular, sino también Ja participación 

de los dominios no-IT AMS presentes en el complejo CD3 en detectar o percibir cambios 

confonnacionales ocurridos durante la interacción con su ligando. Esta idea ha sido 

cmToborada por trabajos recientes que demuestran que el reclutamiento de la proteína 

adaptadora Nck a Ja cadena CD3E revela un cambio confonnacional de TCR esencial 

para la señalización intracelular del TCR y establecimiento de Ja sinapsis inmunológica. 

Este cambio confornrncional precede cualquier evento de fosforilación en residuos de 

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

III. Eventos te111pra11os de la se1ializació11 del TCR 

El evento central que conlleva a la activación y diferenciación de un linfocito T es Ja 

unión entre el TCR y su antígeno específico, un péptido de entre siete y doce 

aminoácidos presentado en asociación con las moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad expresadas en la superficie de células presentadoras de antígeno u 

otra célula blanco (Fig. 3). Este evento genera una miríada de señales intracelulares en 

las que participan segundos mensajeros, cinasas, fosfatasas así como proteínas 
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adaptadoras. En conjunto, estas señales regulan la expresión de distintos genes de 

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

Dada la infonnación que tenemos, se intuye qúe son 1nuchas las cascadas de señalización 

que se activan, pero los eventos muy tempranos son compartidos por la gran mayoría de 

tales cascadas. 

Célula T 

Señalización 
APC MHC TCR 

Fig.3 Interacción espec(fica del TCR co11 1111 antígeno presentado por las 111oléc11las del 
Complejo Principal de Histocompatibilida (M/-/C) expresado sobre la supe1ficie de 

células presentadoras de antígeno 

Uno de los primeros eventos de la activación de los linfocitos T en respuesta al 

antígeno es la fosforilación de los residuos de tirosinas presentes en cada uno de los 

IT AMs del complejo CD3-¡; por cinasas de la familia Src, Lck/Fyn. Como ya se 

mencionó anterionnente, las colas citoplasmátieas del complejo CD3 presentan una sola 

copia de este dominio, mientras que la cadena ¡; contiene tres dominios IT AMs. A 

diferencia de las cadenas del complejo CD3, la fosfodlación de la cadena ¡; resulta en la 

generación de dos isofonnas fosforiladas denominadas p21 y p23, las cuales han siclo 

detectadas en linfocitos T en reposo y activados respectivamente (66). Aunque se 

desconoce el mecanismo exacto a través del cual el reconocimiento del antígeno induce 

estos eventos de fosforilación, se han propuesto algunos modelos (Fig. 4). Uno de ellos 

propone que la yuxtaposición de Lck con el TCR, mediada por los coreceptores 

CD4/CD8, pennite iniciar la fosforilación del complejo TRC (Fig. 4A). Por otro lado, se 

sugiere que la distribución y el aumento subsecuente en la concentración focal del 

complejo TCR y de varias cinasas junto con la coalescencia de microdominios lipídicos 

14 



hacia estos sitios constituyen el mecanismo de disparo de la activación celular (Fig. 48). 

Finalmente, se ha sugerido que la exclusión de fosfatasas de la proximidad del complejo 

TCR favorece el balance entre fosforilaciones y desfosforilaciones hacia un aumento en 

el número de proteínas fosforiladas (Fig. 4C). En realidad, es probable que estos 

mecanismos no sean excluyentes entre sí, y que todos ellos participen de manera 

coordinada en iniciar la cascada de señalización a través del TCR (67). 
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Fig. 4 1'vlodelos a partir de los cuales se explica como se inicia la seiialización 
intracelular a través del TCR 

a) Pt1pel de las ci11asas de tirosilla de la familia Src 

La familia Src de cinasas de tirosina está compuesta por nueve miembros llamados -Src, 

e-Yes, c-Fgr, Lek, Fyn, Lyn Hck, Blk y Yrk (68, 69). La estructura primada de estas 

cinasas está altamente conservada (Fig. 5) (68). Todas poseen un sitio de miristoilación 

en el extremo amino tem1inal, el cual se requiere para su asociación estable con la cara 

interna de la membrana plasmática. Cada una de ellas contiene un dominio único de 60 a 
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80 aminoácidos cuya secuencia es diferente en todos los miembros de la familia. En el 

caso de Lck y Fyn, los sitios de interacciones específicas con los coreceptores CD4/CD8 

y el complejo CD3-t; respectivamente se encuentran en la región 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 tcnninal (73). La 

presencia de un dominio SH2 favorece las asociaciones con proteínas que contienen 

residuos de tirosina fosforiladas. En el extremo carboxilo tcm1inal se ubica el dominio 

catalítico, el cual contiene los sitios de union a A TP y de autofosforilación. Por último, 

también en el extremo carboxilo tenninal, se encuentra un residuos de tirosina (Tyr528
) 

cuya fosforilación regula de manera negativa la función de cinasa, y constituye el 

principal sitio de fosforilación in 1•ivo (74-77). 
Lck 

1 Unlco 1 Sll2 Sii 'Clnasa llJ 
\'J'>-' \'S05 

Fyn 

1 Unlco 1 Sll2 SllJ . Cinasa 111' 
Y-'17 Y528 

Fig. 5 Estructura general de las cinsas de la/ámilia Src (Lck y f)m) 

La función catalítica de las cinasas de la familia Src está regulada principalmente 

por fosforilación en residuostirosinas (78). La fosforilación del residuos de tirosina 

localizado en el extremo carboxilo tenninal (Tyr505 en Lck y Tyr528 en Fyn) está mediada 

por un grupo único de enzimas, de las cuales Csk es la mejor caracterizada. Csk posee 

una estructura similar a Jos miembros de la familia Src, pero carece de sitios que sufren 

modificación por lípidos y no presenta un residuo de tirosina en el extremo carboxilo 

tcnninal que regule negativamente su función, por lo que es una cinasa constitutivamente 

activa (79-83 ). 

La sustitución de la Tyr505 en Lck o de la Tyr528 en Fyn por fenilalanina resulta en 

la activación constitutiva de cada una de estas cinasas y puede conferir propiedades 

oncogénicas si se expresan ,estas mutantes en células de linaje fibroblástico. Se ha 

propuesto que la fosforilación en este residuo promueve una asociación intramolecular 
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entre el extremo carboxilo tem1inal y el dominio SH2 de la enzima, lo que la imposibilita 

para interactuar con sustratos intracelulares (58, 84). Adicionalmente, la deleción del 

dominio SH2 tiene la capacidad de activar el potencial oncogénico de estas enzimas en 

una manera análoga a lo que sucede con la mutación de la Tyr505 en Lck o la Tyr528 de 

Fyn (85, 86). 

ii) p56/ck 

Lck es una proteína 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 así 

como en todos los subgrupos de timocitos (31 ). Se expresa tambien en niveles altos en 

células NK (88) y células B activadas (89). 

Lck está fisica y funcionalmente asociada con CD4 y CDS (72). Se estima que 

tanto en linfocitos T maduros como inmaduros entre el 50 y 90% de la Lck celular total 

está establemente unida a CD4, mientras que una fracción menor ( l 0-25%) está asociada 

con CD8 (31). 

Como se mencionó anteriormente, la función de Lck está regulada principalmente 

por fosforilación en tirosinas y su actividad catalítica es reprimida por fosforilación de la 

Tyr505 ubicada en el extremo carboxilo te1111inal (67, 90-93). El estado de fosforilación 

de esta tirosina es el resultado del balance de las funciones opuestas entre la cinasa Csk y 

de CD45, una fosfotasa de tirosinas expresada abundantemente en células 

hematopoyéticas. La capacidad de CD45 para desfosforilar la Tyr505 de Lck se ha 

demostrado por análisis en líneas celulares deficientes en CD45, en donde la fosforilación 

de la Tyr505 está aumentada con respecto a la observada en líneas silvestres (76, 94). 

Debido a que líneas celulares carentes en CD45 muestran una señalización deficiente a 

través del TCR, se piensa que la desfosforilación de Lek mediada por CD45 sea un 

requisito para iniciar la cascada de señalización a través del TCR (75, 77, 95-98). 

El sitio de autofosforilación de Lck, la Tyr394
, no se observa significativamente 

fosforilado en células T en reposo, pero es rápidamente inducido en respuesta al 

entrecruzamiento de CD4 (33). Así mismo, se nota un aumento en la fosforilación de la 

Tyr394
, cuando se expresan mutantes de Lek en las que la Tyr505 se muta en líneas 

celulares de fibroblastos (32). Además de ser un marcador de activación de Lek, la 
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Tyr394 parece contribuir a la activación enzimática de Lck ya que cuando la Tyr394 es 

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

aumentar la capacidad de respuesta de las células (85). 

La activación de células T a través de un estímulo fisiológico o bien mediante el 

empleo de anticuerpos anti-TCR o lectinas induce la fosforilación de Lck en por lo menos 

dos residuos de serina, la Ser42 y la Ser49
, localizados en el extremo carboxilo terminal de 

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

serina por miembros de la familia de las MAP cinasas constituye una retroalimetación 

positiva de la señalización a través del TCR, y parece permitir discriminar entre 

respuestas inducidas por ligandos agonistas y agonistas parciales. 

Las interacciones intra e intermolcculares de Lck regulan la füncionalidad de la 

enzima. La asociación entre el dominio SH2 de Lck y la Tyr505 situada en el extremo 

carboxilo terminal es de baja afinidad, y la interacción de los dominios SH2 o SH3 de 

Lck con secuencias de mayor afinidad, presentes en otras proteínas desplaza la 

interacción del dominio SH2 de Lck con su Tyr505 (97, 99). La actividad enzimática de 

Lck puede regularse independientemente del estado de fosforilación de la Tyr505 pero 

depende de la interacción de Lck con proteínas fosforiladas en tirosinas. Este mecanismo 

de activación se ve ejemplificado durante el reclutamiento de Lck a los sitios de adhesión 

focal mediados por integrinas, donde su asociación con la cinasa de adhesión focal FAK 

estimula la actividad enzimática de Lck, independientemente del estado de fosforilación 

de la Tyr505 (99). 

m; pscJJ·" 
Fyn es una proteína cinasa de 59 kDa que se expresa en células de origen neuronal y 

hematopoyético ( 100). Como consecuencia de un empalme alternativo, existen dos 

isofornms de Fyn. Mientras que la isofonna más convencional, FynB, es detectada 

principalmente en cerebro, el producto alternativo, FynT, se acumula en células del linaje 

hematopoyético, especialmente linfocitos T. Estas dos isofonnas difieren exclusivamente 

en una secuencia de 50 aminoácidos, localizada en el extremo del dominio SH2 y el 

principio del dominio catalítico. 
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Fyn se expresa poco en timocitos dobles positivos CD4+CD8+; sin embargo, su 

expresión se incrementa en distintos sub grupos de linfocitos T maduros ( 1O1 ). La 

participación de Fyn en las señales de linfocitos T generadas a través del TCR se infirió a 

partir del hallazgo de que pequeñas cantidades de Fyn están asociadas al complejo TCR 

en Jisados de células T maduras obtenidos en presencia de detergentes suaves (71). 

Aunque Ja naturaleza de esta interacción aún aguarda una dctem1inación exacta, los 

experimentos in vitro señalan que está mediada por lo diez primeros aminoácidos de Fyn 

y los dominios citoplasmáticos del complejo CD3 y de la cadena ¡; (70). 

La contribución de Fyn a la señalización 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 fosforilación de proteínas en residuos de tirosina, 

movilización de Ca2+ intracelular y la producción de IL-2 en repuesta al cntrecruzamineto 

TCR (101). Por lo contrario, los timocitos de un ratón transgénico en los que se expresa 

una dominante negativa de Fyn, las respuestas mediadas por el TCR se atenúan (101). La 

perdida de expresión de Fyn mediante recombinación homóloga en células progenitoras 

embrionarias resulta en una respuesta pobre, lo que sugiere que Ja presencia de Fyn es 

necesaria para una respuesta óptima de timocitos en respuesta a las señales del TCR. Sin 

embargo, Ja ausencia de expresión de Fyn no afecta el desarrollo de células T maduras 

( 102, 103). 

De manera similar a Lck, la función catalítica de Fyn está regulada por 

fosforilación en tirosinas. La fosforilación de la Tyr528 de Fyn, localizada en el extremo 

carboxilo te1111inal, regula negativamente la actividad catalítica de la enzima. Por lo 

contrario, Ja desfosfotilación de esta tirosina por CD45 incrementa la actividad catalítica 

de la enzima. Ya que Fyn puede estar asociada con el complejo CD3 y de la cadena ¡;, se 

ha propuesto que Ja actividad catalítica de Fyn se estimula en respuesta a la interacción 

del TCR con su ligando. El entrecruzamiento del TCR en la superficie celular con 

anticuc1vos anti-TCR induce un ligero, pero reproducible incremento en la actividad 

catalítica de Fyn (91 ). Alternativamente, y al igual que Lck, la actividad catalítica de Fyn 

puede ser regulada independientemente del estado de fosforilación de Ja tirosina presente 

en el extremo carboxilo tenninal de estas enzimas(99). La interacción del dominio SH3 

de Fyn con el dominio SH2 de la proteína adaptadora SAP, induce un cambio 
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confonnacional de la cinasa Fyn que pennite su activación al quedar expuesto el sitio 

catalítico de la enzima (104). 

Como en el caso de Lck, Fyn contribuye a la señalización 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 participación de Fyn parece estar restringida a subgrupos de linfocitos 

T maduros. En respuesta a las señales del TCR, es probable que mediante la 

fosforilación de los lT AMs presentes en la colas citoplasmáticas del complejo CD3-

¡;, Lck y Fyn funcionen en paralelo, iniciando cascadas de selialización independientes. 

Alternativamente, es posible que estas dos enzimas funcionen a distintos niveles dentro 

de la cascada de selialización inducida por el TCR. Consistente con la segunda 

posibilidad, se ha reportado que Fyn pero no Lck, pennite la señalización a partir de 

TCR-1; expresada en células no linfoides tales como las células Cos-1 (105). 

A pesar de que Lck y Fyn pueden inducir la fosforilación in vitro de los IT AMs 

presentes en el complejo CD3-1;, los estudios realizados en una línea celular deficiente en 

la expresión de Lck más no de Fyn, células JCaM, selialan que la fosforilación en 

tirosinas de la cadena/; es mínima y que la fosforilación de ZAP-70 es prácticamente nula 

( 106). Estos datos sugieren que Lck parece ser la cinasa que induce la fosforilación en 

residuos de tirosina de la cadena ¡;. Fyn por su parte, parece inducir sólo cierto grado de 

fosforilación de la cadena ¡; en ausencia de Lck, pero es incapaz de compensar la ausencia 

de ésta ( 106). Por otra parte, la fosforilación de la proteína adaptadora SLP-76, las vías 

de las MAPK cinasas y la de los fosfoinosítidos así como la expresión de CD69 y la 

activación de NF-AT parecen ser nomrnlcs en estas mismas células (! 07), sugieriendo 

que Fyn puede mediar una vía de selialización alternativa a través del TCR, 

independiente de /; y de ZAP-70. Es posible pensar que distintos fenotipos podtian 

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

b) Regulación y f1111ció11 de las ci11asas de la famila Syk. 

La familia de cinasas de la familia Syk, se caracteriza por la presencia de dos dominios 

SH2 en serie que preceden un dominio éatalítico altamente conservado (Fig. 6) ( 108). 

Mientras ZAP-70 es una proteína expresada exclusivamente 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, 11 O). 
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Fig. 6 Estruc//lra general de la cinsas de la.fámilia Syk (ZAP-70 y Syk) 

Una de las principales funciones que cumple la fosforilación de los ITAMs en las 

colas citoplásmicas de los inmunoreccptorcs es la de generar sitios de unión para 

proteínas con dominios SH2 (52, 66, 67). ZAP-70 es una de las principales proteínas 

reclutadas al complejo CD3-I; en respuesta al entrecruzamiento del TCR en la superficie 

celular. Debido a la presencia de diez IT AMs dentro del complejo CD3-1;, se pueden 

reclutar potencialmente hasta diez moléculas de ZAP-70. Se desconoce si existen 

diferencias en el número de moléculas ZAP-70 asociadas al complejo CD3-

¡;, reclutadas en respuesta a distintos estímulos, y si esto contribuye con diferencias 

cuantitativas o cualitativas a la señalización a través del TCR. 

i) La ci11asa ZAP-70 

La función crucial de la cinasa ZAP-70 en la señalización 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 expresión de ZAP-70 -son también deficientes en la producción 

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 RA0-1
" reconstituidos con células de hígado fetal de ratones 

deficientes en Syk no desarrollan linfocitos B ni algunas células T yo+ intraepiteliales 

(112). En estos ratones, la mayoría ele las células T, así como otros tipos de leucocitos, 

parecen ser nonnales, lo que sigicre que la cinasa Syk no es esencial para el desarrollo de 

linfocitos Ta~+. 

Con la reciente caracterización de una línea celular deficiente en la expresión de 

ZAP-70 (P 116), se ha confinnado el papel de ZAP-70 en mediar dos eventos claves en la 

señalización intracelular de linfocitos T a través del TCR . El primero, como cinasa 

importante para mediar la fosforilación ele LAT, PLCy2, y SLP-76, y el segundo, como 

una molécula indispensable para mediar la movilización ele Ca2+, la activación del factor 

ele transcripción NF-A T y la producción de IL-2. 

El estímulo a través del receptor para el antígeno resulta en la fosforilación de 

ZAP-70 en múltiples residuos de tirosina. Entre las tirosinas que regulan de manera 

positiva la actividad ele ZAP-70 se encuentran las Tyr315
, la cual recluta a Vav, y la 

Tyr319
; cuya mutación inhibe la actividad catalítica ele ZAP-70. El reclutamiento ele Lck, 

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

de ZAP-70. En contraste, la Tyr292 regula ele manera negativa la actividad de ZAP-70 al 

favorecer el reclutamiento ele Cbl, una molécula adaptadora que regula negativamente la 

señalización a través del TCR. La actividad ele ZAP-70 es además regulada 

negativamente por fosforilación en la Tyr492
, la cual afecta la actividad intrínseca de 

cinasa ele ZAP-70, y por fosfotilación ele la Tyr598 en el extremo carboxilo tenninal de 

ZAP-70 (66). 

e) LA T e11 la vía <le se1ializació11 riel TCR 

LAT (previamente identificada como pp36/38) es una proteína adaptadora 

transmembranal expresada en céhilas T/NKs, células cebadas y plaquetas, blanco de 

fosforilación por la cinasa ZAP-70. La fosforilación en tirosinas ele LAT permite el 

reclutamiento ele diversas proteírlas á la membrana celular; estas proteínas incluyen a 

PLCy2, Gbr2, Grap y p85, así con1o a proteínas que se unen al dominio SH3 de Grb2, 

Sos, c-Cbl y el complejo SLP-76-Vav. LAT es una proteína que además de estar 
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fosforilada, es palmitoilada, lo cual pe11nite su asociación constitutiva con microdominios 

lipídicos ricos en glucolípidos, a la vez que favorece su fosforilación y reclutamiento ele 

proteínas clave (66). Estudios realizados en líneas celulares deficientes en la expresión 

de LAT (JCaM.2) han demostrado que LAT es esencial paru acoplar al TCR con las vías 

de PLCy2-Ca2
+ y Ras. Así mismo, estos datos sugieren que la activación deficiente de las 

vías de Rus y los flujos de Ca2
+ que se observa en líneas celulares deficientes en ZAP-70 

puede atribuirse a una ausencia en la fosforilación de LAT y consecuentemente a una 

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

d) Vav, 1111 conector de la se1ializació11 del TCR con el citoesque/eto 

Al interactuar con células presentadoras de antígeno, los linfocitos T sufren dramáticos 

cambios de fonna a través de Jos cuales las células se polarizan. La polaridad celular 

depende de rearreglos del citoesqueleto, y es el resultado de múltiples eventos altamente 

regulados en tiempo y espacio por numerosas moléculas. Vav es una proteína de 95 kDa 

que contiene distintos dominios que regulan las interacciones proteína-proteína tales 

como un dominio con homología 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 homología a pleckstdna (PH), un dominio de unión a 

fosfoinosítidos; y un dominio SH2 flanqueado por dominios SH3 ( 113, 1 14). 
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Fig. 7 Estructura general del GEF VA V 

Inicialmente, Vav de identificó como una proteína fosforilada en tirosinas en 

respuesta al entrecruzamiento del TCR y BCR (115). Tanto Lck como Fyn pueden 

inducir la fosforilación en tirosinas de Vav in vitro, lo que estimula la actividad de GEF 
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de Vav (116). Sin embargo, existe evidencia de que miembros de la familia Syk también 

pueden inducir la fosforilación en tirosinas de Vav. Vav puede unirse a ZAP-70 y a Syk 

a través de su dominio SH2, el cual reconoce la Tyr315 de ZAP-70 y probablemente la 

Tyr341 de Syk. La mutación de la Tyr315 de ZAP-70 inhibe su asociación con Vav así 

como la señalización del TCR, lo que sugiere que la asociación de Vav con ZAP-70 es 

significativamente funcional (117). Sin embargo, la fosforilación de Vav mediada por 

ZAP-70 o Syk no se ha demostrado in vivo. 

Además 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 .lurkat resulta en un incremento sinérgico de la actividad transcripcional de 

NF-AT, implicando una relación funcional entre Vav y SLP-76 (118). Así mismo, la 

asociación funcional entre Vav y Pl3-K también ha sido sugerida ya que la actividad de 

Vav puede ser modulada por los productos de PI3-K. 

En células T deficientes en la expresión de Vav, la fosforilación en tirosinas del 

complejo CD3, de la cadena y de ZAP-70 así como el reclutamiento de moléculas que se 

encuentran rio abajo tales como las MAP cinasas es nonnal en respuesta a las señales del 

TCR (114). Por otro lado, en ausencia de CD45 o de Lck, la activación de NF-AT 

dependiente de Vav en respuesta a las señales del TCR es abolida ( 119), mientras que la 

sobreexpresión de Vav resulta en un incremento en la actividad transcripcional de NF-AT 

en condiciones basales así como en respuesta al TCR. En conjunto, estos datos sugieren 

que la actividad de Vav depende de los elementos de señalización tempranos del TCR. 

Vav es un factor intercambiador de nuclcótidos de guanina para GTPasas de la 

familia Rho, implicadas en la regulación de la organización del citocsqueleto de actina. 

Los timocitos y linfocitos T provenientes de ratones Vav_¡_ muestran deficiencias en la 

capacidad de oligomerizar y fonnar agregados (Caps) del TCR lo que sugiere que Vav es 

un elemento importante para inducir la reorganización del citoesqueleto necesaria para la 

redistribución del TCR en la superficie celular, y en la fonnación de la sinapsis 

inmunológica (114). 

En resumen podemos decir que Vav es un factor que promueve el intercambio de 

nucleótidos de guanina para GTPasas de la familia Rho y está implicada en regular la 

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

producción de IL-2, proliferación y diferenciación de los linfocitos T. 

Ill CD43, una molécula co-receptora 

a) Estructura y distribución 

Como se mencionó ante1iormente, las señales que resultan de la interacción del complejo 

TCR con su antígeno, presentado por las moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad, no son suficientes pura comprometer a un linfocito T en generar 

funciónes efectoras. La participación de otras moléculas de la superficie celular 

conocidas como moléculas accesorias o coreceptoras que generan señales adicionales que 

se suman a aquellas generadas por el TCR, pennite no solo generar funciones efectoras 

sino también modular las distintas respuestas en las que participan los linfocitos T. Esta 

visión de la activación celular ha dado lugar al "modelo de las dos señales" para la 

activación de linfocitos. 

La hipótesis en Ju que se basa este modelo fue inicialmente propuesta para 

explicar como Jos linfocitos B discriminan entre Jo "propio" y Jo "no propio". Este 

modelo propone que las señales resultantes de la interacción del receptor con su antígeno 

generan tolerancia, un estado conocido como anergia, mientras que la señal generada a 

través del receptor para el antígeno, acompañada de una segunda señal resulta en la 

activación celular ( 120, 121 ). Posteriormente, se sugi1io que este modelo también podría 

aplicar para la activación de linfocitos T ( 122). Actualmente, el papel de las moléculas 

co-rcceptoras en generar señales que contribuyen a la modulación de aquellas del 

receptor para el antígeno es ampliamente aceptado. Las funciones de las moléculas co­

reccptoras son muy variadas. Entre las 1mis 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 proteína transmembranal de tipo l. con alto grado de glucosilación. 

Codificada por un solo gene presente en el cromosoma 16 de,humanos, CD43 se expresa 

en todas las células de origen hematopoyético con excepción df: eritrocitos y células B no 

activadas (123-126). CD43 está constituida por tres dominios bien definidos. Un 
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dominio extracelular compuesto de 235 aminoácidos, de los cuales uno de cada cuatro 

son prolinas, serinas o treoninas. La prolina proporciona rigidez a la molécula mientras 

que los dos últimos residuos establecen uniones 0-glucosídicas con la N­

acetilgalactosamina. La adición ele un residuo de galactosa y dos de ácido siálico da -

lugar a la presencia de 80 a 90 unidades ele tetrasacáriclo del tipo mucina (Fig. 9) (127-

129). El dominio transmembranul consta de 23 aminoácidos mientras que el dominio 

citoplásmico se compone de 123 aminoácidos (130-132). 
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Fig. 8 Estructura de la molécula coreceptora CD43 

El dominio citoplasmático de CD43 carece ele actividad enzimática pero resaltan 

un dominio rico en prolinas, dos secuencias consenso para la interacción con proteínas 

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 citoplásmatico de CD43 de humano, ratón 

y rata presenta una homología del 72%, lo que sugiere que este dominio es altamente 

conservado en mamíferos (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 

prefcrcncialmcntc 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 neutrófilos ( 125, 

136-139). La isofonna de mayor peso molecular resulta de cambios en el patrón de 0-

glicosilación, en parte debido a una mayor expresión de la enzima C2GnT en células 

activadas, la cual adiciona residuos de N-acetilglucosamina y fucosa a los tetrasacáridos 

presentes en la isofonna de menor peso molecular (Fig. 8) (137, 138, 140). Sin embargo, 

en la superficie de una misma célula se pueden expresar más de una isoforma 

simultáneamente ( 141, 142). 

Debido al alto contenido de residuos de prolina y al elevado grado de 

glicosilación y de cargas negativas, el dominio extracelular de CD43 adopta una 

confomrnción extendida. Estudios de microscopía electrónica revelan que CD43 se 

proyecta 45 nm desde la superficie celular, lo cual la hace ser una de las proteínas de 

mayor tamaño de la superficie celular (Fig. 9) ( 132). Además, el dominio extracelular de 

CD43 puede sufrir modificaciones por sulfatación (143). La glucosilación y sulfatación 

de las proteínas de la superficie celular participan de manera impotiantc en eventos de 

reconocimiento celular, por lo que es posible que a través de este tipo de modificaciones 

post-traduccionales, CD43 regule eventos de adhesión celular. La presencia de epitopes 

sialyl-Lewis x (sLe') en el domino extracelular de CD43 sugiere que esta molécula 

podría unirse a moléculas semejantes a lectinas tales como P- y E-selectinas ( 129, 144). 

Sin embargo, se ha propuesto que esta función adhesiva de CD43 puede ser 

contrarrestada por la presencia de más de l 00 moléculas de ácido siálico cargadas 

negativamente (128). Considerando lo anterior y aunado a la abundancia de CD43 en la 

superficie celular (-105 moléculas por célüla) (132), es probable que CD43 sea 

responsable de regular los primeros contactos entre las células. 
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b) CD43 y sus co11trareceptores 

La molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1) ( 145), albúmina de suero humana 

(HSA) (146), galectina-1 (147), las moléculas del complejo principal de 

hiscompatibilidad de clase 1 (MHC-1) (148) y la sialoadhesina (149) se han identificado 

como ligandos de CD43, aunque la relevancia funcional de cada una de estas 

interacciones in 1•ivo aún no se conoce. Esta multiplicidad de ligandos sugiere que las 

funciones biológicas de esta molécula pueden estar mediadas por su interacción con uno 

o más receptores. 

i)ICAM 

ICAM-1 es un receptor de adhesión, miembro de la superfamilia de las 

inmunoglobulinas, ligando de las integrinas leucocitarias LFA-1 (CD 11a/CD180) ( 150) y 

MAC-1 (CD1 lb/CDl8) (151). Estudios previos demostraron que la expresión de CD43 
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humano en un hibridoma de células T incrementa su capacidad de producir IL-2 en 

respuesta a la estimulación con células Daudi, probablemente como consecuencia de la 

interacción de CD43 con un posible ligando expresado en células Daudi, además del 

reconocimiento específico del antígeno (152). El hecho de que la interacción específica 

de CD43 con células Daudi resultara inhibida por anticuerpos anti-CD43 o anti-ICAM-1, 

y que a su vez anticuerpos anti-CD43 o anti-ICAM-I inhibieran las interacciones de 

CD43 con ICAM rccombinate sugerian que ICAM-I es un ligando de CD43 y que la 

interacción específica de CD43 con ICAM-1 puede contribuír al proceso de activación en 

linfocitos T (145). 

ii) HSA 

La asociación específica de CD43 con HSA se demostró por estudios de cromatografía de 

al pasar lisados de neutrófilos por columnas de HSA-sefarosa. La interacción de HSA 

con CD43 en la superficie celular de neutrófilos humanos inhibe el "spreading" celular y 

el estallido respiratorio en respuesta a TNF-a. sin afectar la adhesión celular. Así mismo 

la unión de HSA con CD43 también inhibe el corte proteolítico de CD43 de la superficie 

celular de neutrófilos en respuesta a TNF-a. Estos resultados sugieren que a través de la 

interacción de CD43 con HSA se regulan ciertas funciones celulares en neutrófilos (146). 

iii) Galecti11a-J 

La galectina-1 es un homodímero de 14 kDa, miembro de la familia de las lectinas que 

presentan un dominio de unión para carbohidratos como la galactosa (153, 154). La 

función exacta de la galectina-1 se desconoce, aunque se ha sugerido su participación en 

mediar eventos de adhesión celular ( 155, 156). La asociación de la galectina-1 con CD43 

se demostró mediante el empleo de anticuerpos anti-CD43 y anti-galectina-1 los cuales 

bloquean la unión de linfoblastos T o timocitos a células del epitelio tímico. El !:,>Tado de 

unión de la galectina-1 a timocitos varia de acuerdo al estado de maduración de los 

mismos, ya que timocitos inmaduros unen más galectina-1 que los timocitos maduros. Es 

probable que la unión preferencial ele galcctina-1 a timocitos inmaduros refleje 

diferencias en los patrones de glucosilación en ambas poblaciones ele timocitos y que la 

adhesión mediada por la interacción de CD43 con galeetina-1 participe en la maduración 
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de timocitos y que esta interacción se regule de acuerdo a Ja expresión de distintos 

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

iv)MHC 

Las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) juegan un papel 

clave en el procesamiento y presentación del antígeno. Durante las interacciones entre 

células T y células presentadoras de antígeno (APC), la interacción del TCR y CD4/CD8 

con moléculas del MHC da lugar a una serie de señales intracelulares esenciales para 

desencadenar el proceso de activación celular antígeno-específico. Estudios realizados 

con el fin de identificar moléculas involucradas en mediar la adhesión espontánea de 

células T y células presentadoras de antígeno, en este caso células dendríticas derivadas 

de monocitos demostraron la interacción de CD43 con moléculas del MHC clase l. La 

fonnación espontánea 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-1. Por otra parte, el entrecruzamiento de CD43 en la superficie 

celular de células T puede incrementar la afinidad de CD2 por su ligando CDSS, y de la 

misma manera, señales generadas a pmtir 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/CD58) participan en regular la adhesión celular de linfocitos T con determinados 

tipos celulares (148). 

v) Sialoculhesiua 

En macrófagos, CD43 se ha reportado también como molécula contrareceptora de la 

sialoadhesina, un receptor de adhesión de macrófagos implicado en mediar interacciones 

con células hematopoyéticas incluyendo linfocitos (149). La sialodhesina es un receptor 

de unión a ácido siálico; es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas; se 

expresa en Ja superficie celular de macrófagos y patticipa en eventos de adhesión celular 

entre macrófagos y células hematopoyéticas aunque también la sialodhesina puede 
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mediar la adhesión entre linfocitos T y B ( 157). La asociación entre CD43 y sialodhesina 

se demostró por experimentos ele coinmunoprecipitación a partir de lisados de células 

COS transfectaclas con CD43 y de linfomas murinos. Su interacción resultó ser 

dependiente de la presencia de ácido sialico y específica de las glucoformas de 115 y 130 

kDa de CD43. Estos resultados sugieren que la interacción entre CD43 y sialodhesina 

puede promover las interacciones celulares entre macrofagos y células T. 

Es claro que CD43 es una molécula que interactua con mús de una molécula. Sin 

embargo, en general, estas moléculas estún restringidas a ciertos tipos celulares y estadios 

de diferenciación, por lo que parece posible que la interacción de CD43 con cada uno de 

sus contrareceptores desencadene respuestas distintas ele acuerdo a un programa genético 

establecido en cada célula. 

vi) CD43 y s11 i11teracció11 con patágenos 

CD43 es también una molécula a través de la cual diversos patógenos ejercen sus efectos 

sobre las células hospederas. CD43 promueve interacciones estables entre micobaeteria y 

macrófagos, lo cual a su vez resulta en un aumento en la producción de TNF-a ( 158). De 

acuerdo a esto, macrófagos deficientes en la expresión de CD43 no producen TNF-a en 

respuesta a mico bacteria ( 158). Estos resultados sugieren una relación funcional entre 

CD43, la interacción de micobactcria a macrófagos y la producción de TNF-a. 

CD43 también se ha identificado como una molécula reconocida por la 

hemagl utinina del virus de la influenza A (IA V) ( 159, 160). La disfunción ele leucocitos 

polimorfonuclcares inducida por JA V parece estar mediada por su interacción con CD43, 

sin embargo, experimentos realizados en células deficientes en CD43 permitirián dar una 

mejor conclusión al respecto. Interesantemente, se sabe que los efectos de IA V sobre la 

disfunción de células polimorfonucleares parecen estar mediadas por pequeñas proteínas 

G triméricas ( 161 ), por lo que estos datos sugieren que por lo menos parte de las cascadas 

de señalización inducidas por IA V pueden estar mediadas por CD43. 

La trans-sialidasa es una enzima expresada en la superficie celular de 

Tripanosoma cruzi, un protozoario responsable de la enfennedad de Chagas (162). Por 

estudios de citometría de flujo y de inmunoprecipitación, se demostró que CD43 es un 

ligando natural de la trans-sialidasa (163), una proteína que transfiere residuos de ácido 
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siálico a glucoproteínas aceptoras semejantes a mucina (164). La interacción específica 

de CD43 con Ja trans-sialidasa de Tripanosoma cruzi induce señales de coestimulación en 

linfocitos T CD4+, lo que resulta en un incremento en la proliferación celular y en Ja 

producción de citocinas como TNF-cx e IL-4. 

Esos resultados sugieren que a través de Ja vía de señalización mediada por CD43, 

distintos patógenos pueden ejercer sus funciones sobre las células hospederas y que 

interesantemente, las interacciones de CD43 con antígenos de superficie de distintos 

patógenos desencadenan distintas respuestas celulares que a su vez son dependientes de 

cascadas de señalización. 

Es imp011ante mencionar también que en estadios asintomáticos, los individuos 

infectados con el virus del HIV desan·olJan autoanticuerpos contra una forma 

hiposialilada de CD43 (165, 166) aunque no existe evidencia de que la infección por HIV 

afecte los patrones de glucosilación de CD43. CD43 además puede potenciar Ja actividad 

transcripcional del virus del HIV en respuesta a señales mediadas por el receptor para el 

antígeno de células T (TCR). Esta actividad coestimuladora es dependiente del 

reclutamiento de moléculas adaptadoras como LAT y SLP-76, así como de cinasas de la 

familia Src (167). 

e) El Yi11-1'a11g o el mtó11 deficiente e11 CD43. 

Basándose en lo expuesto anterionnente, CD43 parece regular múltiples funciones ya que 

se ha asociado con eventos de adhesión, activación, proliferación celular así como con la 

generación de señales que conducen tanto a sobrevivencia como a muerte. 

Debido a sus características estructurales como son un alto grado de 

glucosilación, la presencia de cargas negativas y la abundancia, se ha sugerido que CD43 

es una molécula que regula la adhesión celular tanto de manera negativa como positiva. 

La participación de CD43 en la regulación negativa de la adhesión ha sido demostrada 

por estudios in vivo e in vitro en ratones deficientes en la expresión de CD43. Los 

linfocitos T de estos animales tienden a formar un número mayor de agregados celulares 

homotípicos y tienen mayor capacidad de unirse a fibronectina y a Ja molécula de 

adhesión intercelular, ICAM-1 (168). Asimist11o, los estudios de inmunización in vivo, 

realizados en ratones co43·¡- muestran que la ausencia de CD43 da lugar a una mayor 
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actividad citotóxica de linfocitos T contra células infectadas con vaccinia ( 168). 

Además, Jos linfocitos T de estos ratones proliferan más en respuesta a estímulos tanto 

dependientes como independientes del TCR (168, 169), lo que sugiere que otros 

mecanismos diferentes a la accesibilidad del TCR por su ligando son necesarios para 

explicar Jos efectos de CD43 en linfocitos T. 

Por otra parte, los estudios realizados en el ratón deficiente en CD43 que expresa 

un TCR especifico para el antígeno HY cuestionan las conclusiones anteriores respecto al 

papel de CD43 en la activación de linfocitos T ( 170). Los timocitos que expresan un 

TCR transgénico para el antígeno HY son seleccionados positivamente en hembras y 

negativamente en machos (171, 172). Los experimentos realizados en el ratón 

transgénico (HY) CD43 -¡-, muestran que los linfocitos T periféricos de estos ratones no 

muestran un fenotipo hiper-responsivo en respuesta a mitógenos ( 170), un fenotipo 

asociado previamente con la ausencia de CD43 ( 168), y además que CD43 no es 

indispensable en la selección positiva o negativa de los timocitos. 

Sin embargo, estos estudios no excluyen la posibilidad de que CD43 influencie la 

fisiología 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 infección por el virus 

de la coriomeningitis linfocitaria (LCMC), pero la deleción CD43 resulta en un 

incremento en el número de linfocitos CD8+ al día 15 de infección debido a un 

incremento en la expresión de Bcl-2 en los linfocitos, lo que resulta en una menor 

susceptibilidad a la muerte celular por apoptosis ( 173). Esta desrcgulación en Ja 

homeostasís linfocitaria puede causar mortandad en infecciones de tipo crónico en 

ratones deficientes en CD43(173). 

Cuando se analizan otras facetas de las repuesta inmune como la migración 

celular en ratones deficientes de CD43, los resultados demuestran que CD43 es una 

molécula con funciones duales. Los ratones deficientes en la expresión de CD43 

presentan una mayor migración de linfocitos T hacia órganos linfoides secundarios en 

respuesta a estímulos quimiotácticos. Este incremento en la migración celular parece 

deberse en parte a un mayor rodamiento y adhesión de los linfocitos T a vénulas 

endoteliales ( 174, 175). Sin embargo, a pesar de ser más "pegajosos", los leucocitos del 

ratón 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 regulación de la migración y de la 

extravasación de los leucocitos. 

Los distintos fenotipos observados en el ratón deficiente de CD43 sugieren que 

esta es una molécula que regula distintas facetas de la respuesta inmune tales como 

activación linfocitaria o migración celular. CD43 es una molécula que se expresa en casi 

todo el linaje hematopoyético por lo que las consecuencias de la ausencia de CD43 

deberán de ser evaluadas en otros tipos celulares como células NK y células dendríticas, 

en distintos escenarios. 

ti} CD43 ¿ !t11110/éc11/t1incómotlao11111/tift1cética? 

El hecho que distintos mecanismos regulen la expresión o distribución de CD43, sugiere 

que las funciones de CD43 en la adhesión celular son importantes. El dominio 

extracelular de CD43 puede ser cortado de la superficie celular de células cebadas y 

neutróftlos en respuesta a PMA o al entrecruzamiento de CD43 ( 176-178). La presencia 

del dominio extracclular de CD43 en plasma humano sugiere que tal mecanismo ocurre 

de manera natural ( 179). En neutrófilos humanos, el corte proteólitico de CD43 inducido 

por TNr-a puede inhibirse por HSA, lo que resulta en una inhibición del "spreading" 

celular y del estallido respiratorio (146). En una línea celular de células cebadas, el 

entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular conlleva a una disminución en la 

expresión de CD43 precedida por una aumento en la expresión de TNF-a e IL-8 (180). 

Por otro lado, el entrecruzamiento de CD43 en células dendríticas derivadas de 

monocitos, induce su intemalización 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-estimulación a través del TCR y CD43 

resulta en una reducción en la expresión de CD43, lo que correlaciona con un aumento en 

la respuesta prolifcrativa de linfocitos T (169). Los neutrófilos de pacientes con 

síndromes mielodisplásicos muestran deficiencias en la expresión de CD43 lo que se ha 

asociado con un fenotipo activado de estas células (182). Otros estudios han demostrado 

que la expresión no regulada de CD43 en linfocitos B resulta en una inmunodeficiencia, a 
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pesar de que este ratón presente un aumento en el número de linfocitos 8 en bazo así 

como una menor susceptibilidad de estas células para sufrir apoptosis (183, 184), un 

fenotipo similar al que se observa en el ratón transgénico de Bcl-2 (185). 

Recientemente se demostró que durante las interacciones entre linfocitos T y 

APCs que presentan el antígeno específico para el TCR, CD43 se excluye del sitio de 

contacto por un mecanismo dependiente de las señales inducidas por el TCR ( 186-189). 

La rclocalización de CD43 resultante del contacto entre células T y APCs se asemeja a 

aquella que ocunc durante la migración celular. Durante la mi!,rración de linfocitos T del 

tonente sanguíneo hacia los sitios de inflamación, las células adoptan una morfología 

polarizada en donde se distinguen por lo menos dos compartimentos celulares, el 

"leading edge" (frente de movimiento) y en la parte posterior una proyección celular 

semejante a un pseudopodo llamada "urópodo" ( 190). Se ha propuesto que la 

redistribución de CD43 hacia el urópodo 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 expresión de CD43 que son reconstituídos 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 expresión y dist1ibución celular de CD43 representan puntos 

importantes de regulación de la adhesión celular. 

El hecho de que el dominio citoplásmico de CD43 sea necesario para regular la 

redistribución celular de CD43 implica que el proceso de exclusión de CD43 es activo y 

que no es un movimiento pasívo que resulta de su carga y de su tamaño. Se ha propuesto 

que la exclusión de CD43 del sitio de interacción linfocito T-APC resulta de la 

desfosforilación transitoria de las proteínas ERM, las cuales mantienen a CD43 anclada a 

la membrana. 

Paradójicamente, a la vez que CD43 se asocia con la regulación negativa de la 

adhesión celular, numerosos reportes señalan ·que CD43 funciona también como un 

receptor que favorece las interacciones celulares. El entrecruzamiento de CD43 con 

anticuerpos anti-CD43 en la superficie de células dendríticas derivadas de monocitos 

aumenta su capacidad de formar conjugados -con linfocitos T (181). Del mismo modo, 

anticuerpos anti-CD43 inducen la agregación celular homotípica de leucocitos humanos a 
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través de mecanismos dependientes e independientes de CD 18/CD 11 (LFA-1) (193). La 

agregación celular homotípica de timocitos inducida por el entrecruzamiento de CD43 en 

la superficie celular es dependiente de un citoesqueleto funcional, lo que sugiere que la 

adhesión celular mediada por CD43 es un proceso activo (194). Por otro lacio, 

anticuerpos anti-CD43 pueden aumentar la adhesión celular mediada a través de 

integrinas de linfocitos Ta fibras de fibronectina y a las moleculas de adhesión VCAM-1 

e JCAM-1 (195). En este mismo sentido, Jos fragmentos Fab de anticuerpos anti-CD43 

dirigidos contra las regiones 0-glucosídicas de la molécula previenen la unión de 

linfocitos T a APC o células endoteliales, lo que sugiere que el entrecruzamiento de 

CD43 y Jos carbohidratos en unión 0-glucosídica son importantes en la adhesión celular 

mediada por CD43 (147, 148) 

Además de participar en los fenómenos de adhesión celular, CD43 regula también 

positivamente la activación celular de distintos leucocitos. El entrecruzamiento de CD43 

induce señales que resultan en distintas respuestas celulares. En células dentritieas, CD43 

promueve su maduración así como Ja expresión ele distintos genes para citocinas tales 

como IL-6, IL-12, IL-10 y TNF-a(2). En células NK, CD43 estimula la secreción de 

distintas quimiocinas como RANTES y la proteína inflamatoria de macrófagos. En estas 

mismás células, la señalización a través de CD43 incrementa Ja actividad citotóxica así 

como su proliferación (4). En células progenitoras de células hematopoyéticas, el 

entrecruzamiento de CD43 en Ja superficie celular induce muerte celular a través de un 

mecanismo dependiente de la proteína pro-apoptótica Bad (196). En células Jurkat, un 

anticuerpo contra una fom1U hiposialilada de CD43 induce muerte celular ( 142). 

lntercsantcmentc, a diferencia de este anticuerpo, otros anticuerpos dirigidos contra 

formas nonnales de CD43 no inducen muerte celular. En células polimorfonuclcarcs, el 

entrecruzamiento de CD43 en Ja superficie celular induce el estallamiento oxiclativo (6). 

Parece ser que de acuerdo al nivel de expresión de CD43 en la superficie celular, 

las células T CD4+ de ratón, 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 Jos niveles de expresión de CD62L, CD45RB, y CD44, mientras que 

las células CD4+ con altos niveles de expresión de CD43 corresponden más bien a un 
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fenotipo de memoria ( 197). Los altos niveles de expresión de CD43 en linfocitos T de 

memoria parecen inhibir la muerte celular inducida por el TCR (198). 

En linfocitos T, CD43 promueve la proliferación y producción de IL-2 de manera 

dependiente e independiente del TCR. Es interesante notar, que la coestiniulación a 

través de CD43 y el TCR potencian la proliferación celular y producción de IL-2 (152). 

Esta función coestimuladora de CD43 es además independiente de la presencia de CD28, 

ya que en ratones deficientes en la expresión de este receptor, el entrecruzamiento de 

CD43 en la superficie celular aumenta la proliferación celular inducida por el TCR (199). 

En este mismo sentido, en linfocitos T intraepiteliales, CD43 potencia la proliferación en 

respuesta a anticuerpos anti-CD43 (200). Normalmente, los linfocitos intraepiteliales 

carecen de la expresión de CD28, por lo que CD43 podría desempeñar las funciones 

coestimulacloras ele 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 citoplasmática de 

CD43 es indispensable para mediar estos efectos, probablemente a través de una cascada 

ele señalización que se integra con aquella generada a través del TCR. En apoyo a esta 

idea, una asociación dependiente ele señales mediadas a través ele CD43 entre su cola 

citoplasmática y la cinasa Fyn puede inhibirse si se reclutan señales dependientes del 

TCR (201 ). Estos resultados sugieren un diálogo entre las vías ele señalización de CD43 y 

el TCR. 

En conclusión, CD43 es una molécula implicada en regular distintas facetas ele la 

respuesta inmune en distintos tipos celulares del sistema inmune. Es probable que la 

multifuncionalidacl de CD43 sea un reflejo de la existencia de distintas isofonnas de 

CD43 así como de ligandos descritos, por lo que estudios utilizando los ligandos 

naturales de CD43 en los distintos tipos celulares que expresan cliferencialmente las 

distintas isofonnas de CD43 podrián ayudar a esclarecer las funciones de CD43. 

e) CD43 y :m vía de seli<1/i-:,aciá11 

De todos los tipos celulares que expresan CD43, los linfocitos T representan quizás el 

modelo celular en donde mejor se ha caracterizado la vía de señalización de CD43 (Fig. 

1 O). En el dominio intracelular de CD43 se han identificado tres sitios de fosforilación 
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por proteína cinasa C (PKC), así como una secuencia rica en prolinas que muestra 

homología con la secuencia consenso reconocida por dominios SH3 (132). Una 

hiperfosforilación de la cola citoplásmica de CD43 así como su inhibición por 

estaurosporina, sugieren que miembros ele la familia ele PKC están involucradas en 

mediar esta fosforilación (202). 

Los primeros reportes sobre las cascadas de señalización reclutadas por esta 

molécula han mostrado que en monocitos y linfocitos T, el entrecruzamiento de CD43 

induce incrementos en la producción ele diacilglicerol y de fosfatos de inositol, 

acompañados ele flujos ele Ca2
+ intracelular y activación de PKCs (203). 

CD43 

?+-~ . ~ 
.loiforU.arion ? 

1 NF-AT 11 NFicB l _,. 1 L-2 

~--'" 

Fig 10 La vía de señalización de CD43 

En linfocitos T, el entrecruzamiento ele CD43 en la superficie celular induce la asociación 

de la cinasa Fyn con la cola citoplasmática de CD43; esta interacción está mediada por el 

dominio SH3 ele Fyn y la secuencia rica en prolinas de CD43 (201 ). Una asociación 
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semejante de la cinasa Lck con la cola citoplásmica de CD43 también ha sido reportada 

(38). El entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular induce un incremento en la 

fosforilación en residuos de tirosina de la proteína adaptadora Shc, y el GEF Vav, lo que 

pennite la formación de los complejos moleculares Shc/Grb2/Vav y Vav/SLP-76 (204). 

A su vez, la fonnación de estos complejos favorecen el reclutamiento de las cinasas 

ERK 1/2 y la activación de los factores transcripcionales NF-KB, AP-1 y NF-AT en 

respuesta a las señales de CD43 (205). En linfocitos T CD4+, la interacción de la trans­

sialidasa de Tripanosoma cruzi con CD43 induce la translocación de las MAP cinasas al 

núcleo y este efecto puede potenciarse si las señales mediadas por TCR son reclutadas 

(206). 

Recientemente, se ha demostrado la participación de la molécula adaptadora Cbl 

en la vía de señalización de CD43. En leucocitos, Cbl es fosforilada transitoriamente en 

residuos de tirosina en respuesta al entrecruzamiento de . distintos receptores y 

coreceptores incluyendo el TCR, BCR, receptores para Fe, receptores para citocinas 

como lL-3 o INF-y, CD38, CD28 receptores para inte!,'Tinas entre otros (207). La 

fosforilación 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 esta 

fosforilación (208, 209). La fosforilación en tirosinas de Cbl resulta en su asociación con 

proteínas como ZAP-70, Syk, Fyn, la cinasa de lípidos Pl3-K, el GEF Vav, la molécula 

adaptadora Crk (210-214). A través de sus regiones ricas en prolinas, Cbl también puede 

asociarse con Fyn (215) y con las moléculas adaptadoras Grb2 y Nck (216, 217). Por 

último la fosforilación en serinas de Cbl favorece su asociación con proteínas de la 

familia 14-3-3 (218). Esta diversidad de complejos proteicos sugiere que Cbl juega un 

papel importante en la señalización intracelular. En células Jurkat, la sobreexpresión de 

Cbl inhibe la activación de las MAP cinasas y la actividad transcripcional de AP-1 de 

manera dependiente de Ras (219). El fenotipo del ratón deficiente en Cbl demuestra que 

la ausencia de Cbl incrementa la señalización intracelular en linfocitos T tras el 

entrecrnzamiento del TCR (220). Sin embargo, Cbl parece ejercer un papel positivo en la 

adhesión células mediada por inte!,'Tinas (221 ). En conjunto, estos resultados sugieren 

que Cbl es una molécula adaptadora que, dependiendo de la señal, puede tener funciones 

negativas o positivas. 
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A diferencia de las señales mediadas por el TCR, las señales de CD43 inducen la 

fosforilación en residuos de serina de Cbl (222). Esta fosforilación en residuos de serina 

de Cbl mediada por el entrecruzamiento de CD43 en la superficie de linfocitos T es 

dependiente del reclutamiento PKCs (222). lnteresantemente, la asociación de Cbl con 

14-3-3 inducida por las señales mediadas por CD43 puede prevenir el efecto inhibiclor ele 

Cbl sobre la viá de Ras y de las MAP cinasas (222). Adicionalmente, la activación ele 

linfocitos T a través de CD43 previo a la activación del TCR previene la fosforilación en 

residuos de tirosina de Cbl indicicla por el TCR, lo que inhibe las interacciones de Cbl 

con la molécula adaptadora CrkL (222). La preactivación a través ele CD43 también 

resulta en una mayor fosforilación ele las MAP cinasas ERK 1 /2, degradación ele hcB, 

translocación nuclear ele NF-KB y NFAT y activación ele AP-1 (Peclraza-Alva et al., 

manuscrito en preparación). lmportantemente, todas estas respuestas dependen del 

reclutamiento ele PKCs, lo que sugiere un papel clave de PKC en la función 

coestimuladora de CD43. 

Recientemente se demostró que la exclusión ele, CD43 del sitio ele contacto entre 

célula T y APC es un proceso dependiente ele señales inducidas por el TCR ( 186-188). 

Esta exclusión depende de la presencia de una región en la cola citoplásmica de CD43 

requerida para su interacción con las proteínas del citocsquclcto ERM. La interacción de 

CD43 con las proteínas ERM mantienen anclada a CD43 con el citoesqueleto de actina. 

La desfosforilación ele las proteínas ERM inducida por señales mediadas por el TCR 

resulta en una disociación ele CD43 del citoesqueleto de actina, lo que permite que CD43 

se excluya del sitio ele contacto. Estos resultados sugieren en respuesta a las señales del 

TCR, las proteínas ERM regulan el movimiento ele CD43 en la superficie celular. 

En células hcmatopoyéticas inmaduras, CD43 induce la fosforilación ele las 

cinasas Syk y Lyn y de otro grupo de proteínas identificadas como pp66, pp69 y pp77. El 

tratamiento con citocalasína D inhibe la fosforilación de la cinasa Syk y pp77 por lo que 

la paiticipación ele proteínas del citoesqueleto es necesaria para mediar la fosforilación de 

estas proteínas 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 fosforilación de las proteínas Fak y Pyk 2 (4) (Núñez S, datos no publicados). 
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Esos datos sugieren que CD43 es una molécula que al interactuar con sus 

ligandos, contribuye a la generación de múltiples cascadas de señalización intracelular 

que en última instancia pe1miten regular distintas facetas de la fisiología de un linfocito T 

y de otras células hematopoyéticas. 

IV OBJE11VO 

La molécula CD43, también conocida como leucosialina o siloforina, es una 

molécula con funciones múltiples. 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 proteínas de señalización 

se conocen solo parcialmente. En este estudio, nos hemos propuesto identificar proteínas 

que jueguen un papel importante en la vía de CD43 lo que pem1itirá entender como su 

cascada de señalización es ensamblada y como esta puede integrarse con aquella 

generada a través del TCR. 
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CAPITULO 11 

PARTICIPACIÓN DE LA CADENA~ EN LA VÍA DE 

SEÑALIZACIÓN DE CD43 
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I CD43 induce lafosforilación en tfrosinas de la cade11a ( 

La cadena 1; es una proteína integral de membrana de 16 kDa que forma parte del aparato 

de señalización de distintos coreceptores como CD2 (224, 225), CD4 (72, 83), CDS (72, 

75), CD 16 (27, 226), CD26 (227). Se piensa que al regular el estado de fosforilación de 

la cadena 1;, moléculas de superficie celular CD45 (94, 96, 228, 229), CD4 (72, 75), CD8 

(72) o CTLA-4 (230) regulan las vías de señalización generadas a través del TCR. Por 

ello se considera que la cadena 1; constituye un punto importante para la integración d(: 

señales generadas por distintos receptores de superficie celular. En este trabajo nos 

propusimos estudiar Ja participación de la cadena ¡;en la vía de señalización mediada por 

CD43. 

Para evaluar Ja participación de la cadena ¡; en Ja vía de señalización de CD43, se 

hicieron inmunopreeipitados de la cadena ¡; de células Jurkat estimuladas a través de 

CD43 por distintos tiempos utilizando LJO, un anticuerpo monoclonal (mAb) específico 

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 fosforilación de la cadena ¡; 

se evaluó por inmunoblot con un mAb anti-fosfotirosinas. En la Fig. 1 1 A se muestra que 

a diferencia de células sin estimular, las señales mediadas por CD43 inducen un 

incremento en Ja fosforilación de tres proteínas de -23, -70 y -95 kDa. El doblete de 

-23 kDa observado en Jos inmunoprecipitados de Ja cadena 1; parece corresponder al peso 

molecular esperado para Ja cadena ¡; fosforilada ya que se ha reportado que la cadena 1; es 

una proteína cuya fosforilación en residuos de tirosina resulta en la generación de dos 

isofon11as denominadas p2 J y p23. La fosforilación de la cadena 1; alcanzó niveles 

máximos al minuto de estímulo y regresó a niveles basales a los 1 O min. Las proteíriás de 

70 y 95 kDa observadas en los inmunoprecipitados de la cadena ¡; se identificaron como 

la cinasa de tirosinas ZAP-70, una proteína de 70 kDa que juega un papel importante en 

la señalización intracelular en linfocitos T (111) y el GEF Vav, una proteína de 95 kDa 

que pmticipa en la activación de GTPasas de la familia Rho ( 114, 118), respectivamente 

(Fig. 11 A). La cinética de fosforilación de ZAP-70 fue semejante a la observada para la 

cadena ¡;, mientras que la fosforilación ele Vav solo se observó a los tres minutos de 

estímulo (Fig. l lA). El inmunoblot anti-cadena ¡; muestra cantidades equivalentes de 

proteína inmunoprecipitada en todos los carriles, por Jo que las diferencias observadas en 
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los niveles de fosforilación no se deben a diferencias en la cantidad de proteína 

inmunoprecipitada. 

Cuando este tipo de experimentos se realizaron en linfocitos T de sangre periférica, 

los resultados mostraron que el entrecrl.lzamient6 de CD43 en la superficie celular 

también induce un aumento en la fosforilación en residuos de tirosinas de la cadena I; (Fig 

11 B). Sin embargo, la cinética de fosforilación de la cadena I; y de sus proteínas 

asociadas en linfocitos T de sangre periférica estimulados a través de CD43 fue 

ligeramente diferente a la observada en células Jurkat. La cadena t; está fosforilada desde 

el minuto de estímulo y alcanzó una fosforilación máxima a los 5 minutos de estímulo 

(Fig 11 B). Las dos proteínas fosforiladas asociadas con la cadena t; en respuesta al 

entrecruzamiento de CD43 también se identificaron como ZAP-70 y Vav (Fig 11 B). La 

fosforilación de estas dos proteínas se observó solo a los 5 minutos de estimulación, 

coincidiendo con la fosforilación máxima de la cadena t;. En su conjunto, estos 

resultados sugieren que tanto en células Jurkat como en linfocitos T aislados de sangre 

periférica, las señales mediadas por CD43 inducen un incremento en la fosforilación de 

tirosinas de la cadena 1;, lo que permite el reclutamiento de las proteínas ZAP-70 y Vav. 

lI CD43 recluta a lll cilwsa ZAP-70 

La fosforilación en residuos de tirosina de la cadena t; permite el reclutamiento de 

proteínas con dominios SH2 tales como ZAP-70, una de las principales proteínas que, a 

través ele sus dominios SH2, se asocia a las tirosinas fosforiladas de los IT AMs de la 

cadena t; [Weiss, 1992]. A su vez, la asociación de ZAP-70 con la cadena t; permite que 

ZAP-70 sea fosforilada y activada por Lck, inicíandose una cascada de eventos de 

fosforilación a través de los cuales se reclutan distintas proteínas de señalización como 

LAT y SLP-76 (66). 

La asociación entre la cadena t; y l.a C:irias~ ZAP-'70 que observamos en respuesta 

al entrecruzamiento ele CD43 nos llevo a eváluát'. si el entrecruzamiento ele CD43 en la 

superficie celular induce un aumento en la actividad de cinasa asociada a la cadena t;. 

Para ello, se realizaron ensayos de cinasa in vitro a partir de inmunoprecipitados de I; 

aislados de células estimuladas a través de CD43 por distintos tiempos. Los complejos 

inmunes se separaron por SDS-PAGE en gefos al 12%, y se transfirieron a membranas de 

44 



nitrocelulosa. La incorporación in vitro de 32P en proteínas presentes en el complejo 

inmune se evaluó por autoradiografia. Estos experimentos revelaron que a diferencia de 

las células sin estimular, las señales mediadas por CD43 inducen un incremento en la 

fosforilación in vitro de tres proteínas con pesos moleculares de -23, -50 y-70 kDa (Fig 

12A). Mediante inmunoblot, la proteína de -23 kDa de identificó como la cadena~ y la 

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

corresponde a las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas o a una proteína aún no 

identificada. Un blot anti-cadena-¡; muestra que cantidades equivalentes de proteína 

fueron inmunoprecipitadas en cada uno de los carriles. Estos datos sugieren que el 

reclutamiento de ZAP-70 a la cadena¡; induce la activación de ZAP-70, y que la actividad 

de cinasa asociada a ~ observada en respuesta a señales mediadas por CD43; püede 

reflejar está activación. 

Para sustentar con mayor certeza la participación de la cinasa ZAP-70 en la vía de 

señalización de CD43, se realizaron inmunoprecipitados de ZAP-70 de células Jurkat 

estimuladas a través de CD43 por distintos tiempos y se evaluó el estado de fosforilación 

en residuos de tirosina de ZAP-70. Los resultados mostrados en la Fig l 2B, demuestran 

que a diferencia de lo que se observa en células sin estimular, las señales mediadas por 

CD43 inducen un aumento transitorio en la fosforilación en residuos de tirosinas de ZAP-

70. Este evento de fosforilación fue máximo a los tres minutos de estímulo y regresó a 

niveles basales a los cinco min. Un blot anti-ZAP-70 sobre la misma membrana, 

demuestra cantidades equivalentes de proteína inmunoprecipitada en todos los carriles. 

Una vez fosforilada y activada, la cinasa ZAP-70 induce la fosforilación en 

tirosinas de distintas proteínas. Entre las principales proteínas que son blanco de 

fosforilación por ZAP-70 se encuentra la proteína adaptadora LA T (66). Para corroborar 

la participación de la cinasa ZAP-70 en la vía de señalización de CD43, decidimos 

evaluar el estado de fosforilación 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 fosforilación de LAT se evaluó mediante un blot anti-fosfotirosinas sobre 

lisados totales. En la Fig 12C se muestra un aumento en la fosforilación de tirosinas de 

una proteína de 36/38 kDa con respecto a células sin estimular. Este aumento en la 

fosforilación se observó desde el minuto de estímulo y se mantuvo por lo menos hasta los 
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1 O minutos. Mediante inmunoblot, la proteína de 36/38 kDa se identifico como LAT a la 

vez que se verifica el cargado equivalente de proteína en cada uno de los carriles. En 

conjunto, estos resultados sugieren Ja participación de la proteína adaptadora LA T en Ja 

vía de señalización mediada por CD43, probablemente como resultado de su fosforilación 

mediada por ZAP-70. 

fil Las se1ia/es mediadas por CD43 i11d11ce11 la actividad de ci11asa de Lck y Fy11 

En linfocitos T, la fosforilación en residuos de tirosina de la cadena ~ está mediada por 

las cinasas Lck y Fyn. Resultados previos de nuestro laboratorio así como otros 

reportados (38, 201) han demostrado una asociación de las cinasas Fyn y Lck con el 

dominio intracelular de CD43. Sin embargo, Ja actividad de cinasa de estas dos proteínas 

en respuesta a CD43 no ha sido determinada. Para evaluar la participación de las cinasas 

Lck y Fyn en la vía de señalización 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 utilizó enolasa, un sustrato exógeno cuyo 

estado de fosforilación refleja el estado activo ele la enzima. En la Fig 13 se observa que 

las señales mediadas por CD43 inducen un aumento en la fosforilación de la enolasa 

mediada por Fyn. A Jos tres minutos de estímulo, Lck registró un primer pico de 

actividad; a los cinco minutos, la fosforilación de la enolasa fue semejante a la basal y a 

los diez minutos se observó un nuevo pico de fosforilación. Para el caso de Lck, la 

cinética de fosforilación de enolasa también mostró un comportamiento bifásico en 

respuesta a las señales mediadas por CD43. El primer pico de actividad de Lck se 

observó al minuto de activación, mientras que a Jos cinco minutos la fosforilación de 

enolasa fue comparable a Ja basal. Finalmente a los diez minutos Lck presentó un 

segundo pico de actividad reflejada por un incremento en la fosforilación de enolasa (Fig 

13 ). Una tinción con azul de Coomassie muestra cantidades equivalentes del sustrato en 

los distintos carriles, por lo que las diferencias observadas en los niveles de fosforilación 

ele Ja enolasa reflejan la actividad enzimática de Lck o Fyn. Adicionalmente, los 

inmunoblots anti-Fyn y -Lck muestran cantidades similares de proteína en cada uno de 

los caniles. Estos resultados sugieren la participación de las cinasas de la familia Src, 

Lck y Fyn en las señales mediadas por CD43. 
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IV Lck media la fosforilació11 en tirosi11as de la cadena 'metlitula por CD43 

Para detenninar si las cinasas Lck y Fyn reclutadas por la vía de señalización de CD43 

son redundantes en mediar la fosforilación de Ja cadena ~ inducida por las señales de 

CD43, se utilizó una línea celular derivada de células Jurkat deficiente en la expresión de 

Lck (JCaM) (Fig 14). Evaluamos la contribución de Lck en mediar Ja fosforilación en 

tirosinas de Ja cadena I; mediante inmunoprecipitados de la cadena I; de células JCaM 

(mutante) y Jurkat (silvestre) estimuladas a través de CD43 por distintos tiempos. En la 

Fig 14 se observa que en células JCaM, la fosforilación en tirosinas de I; así como de sus 

proteínas asociadas es prácticamente nula durante toda Ja cinética de activación que 

abarco de los 30 seg a l O min. Por otro lado, en células J urkat la fosforilación de I; y de 

sus proteínas asociadas aumentó de manera dependiente del estímulo recibido a través de 

CD43 como se observó anteriormente. El blot anti-cadena I; muestra que tanto células 

JCaM como Jurkat expresan niveles semejantes de la cadena I;. Estos resultados sugieren 

que Lck es Ja cinasa responsable de mediar Ja fosforilación en residuos de tirosina de Ja 

cadena I; inducida por CD43 y que en ausencia de Lck, Ja cinasa Fyn no parece ser 

suficiente para llevar a cabo este evento. 

V CD43 i11d11ce la polarizació11 de la cadena (pero 110 del complejo TCR-CD3 

La activación de linfocitos T conduce frecuentemente a la redistribución de distintas 

proteínas de superficie así como intracelulares, dando lugar a la formación de una 

estructura denominada "cap". Esta redistribución molecular es un evento dinámico y 

altamente regulado, precedido por y dependiente de cascadas de fosforilación. Se sugiere 

que Ja formación de un "cap" permite estabilizar eventos de señalización necesarios para 

inducir respuestas tardías. La aplicación de un estímulo focal mediado por el contacto 

entre los linfocitos y las esferas de Jatex, permite evaluar la polarización celular de una 

proteína. Para evaluar si el entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular induce Ja 

polarizacion de la cadena 1;, se estimularon linfocitos T con esferas de latex recubiertas 

con mAbs anti-CD43, anti-CD3, RaMIG o recubiertas de BSA en una relación de 2: 1 en 

un volumen de 50 µJ. La mezcla se centrifugó por 5 min a 700 rpm y se incubó por 
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distintos tiempos a 37°C. Los conjugados esfera:célula se fijaron por 1 O min a 

temperatura ambiente con parafotmaldheído al 2%, y mediante microscopía confocal se 

evaluó la disttibución celular de s y del complejo TCR/CD3. 

En la Fig. l 5A, se observa que el entrecruzamiento de CD43 con esferas de lafex 

recubiertas con LlO induce la polarización de s hacia los sitios de contacto entre linfocito 

T y esfera, comparado con la distribución homogénea de s en la superficie celular de las 

células control. La polarización de s se observó desde los 2 min de estímulo y se 

mantuvo por lo menos hasta los 30 min. El porcentaje de polarización inducida por LIO 

fue del 76%± 12 vs 27%±8 en células incubadas con esferas de latex-RaMIG. 

lnteresantemente, las señales mediadas por CD43 no tuvieron efecto sobre la distribución 

celular del complejo TCR/CD3 en ninguno de los tiempos de activación evaluados (Fig. 

ISA). 

Estos resultados sugieren que el entrecruzamiento de CD43 en la superficie 

celular induce la redistribución de la cadena t; hacia los sitios de contacto establecidos por 

CD43 y corroboran la participación de la cadena t; como componente en la vía de 

señalización mediada por CD43. El hecho de que el entrecruzamiento de CD43 en la 

superficie celular no afecte la distribución del complejo TCR/CD3 hacia los sitios de 

contacto célula-esfera o algún punto distal, sugiere que la distribución celular de la 

cadena t; y del complejo TCR/CD3 puede estar regulada independientemente por distintas 

moléculas. 

En cambio, cuando los linfocitos se estimulan con esferas de latex recubiertas con 

anticuerpos anti-CD3e, se observa una exclusión de CD43 ele la interfase entre célula y 

esfera como se ha descrito previamente (Fig 158) y (189). Por último, como era ele 

esperarse cuando los linfocitos T son estimulados con esferas de latex recubiertas con 

anticuerpos anti-CD43, se observa una concentración de CD43 hacia el sitio de contacto 

entre la célula y la esfera mientras que se observa una distribución homogénea de CD43 

en la superficie celular de linfocitos T estimulados con esferas de latex recubiertas con 

RaMlG. Estos resultados sugieren que contrario a lo que ocurre con las señales 

generadas a través del TCR, las señales mediadas por CD43 no parecen afectar la 

distribución del complejo CD3. 
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VI CD43 también recluta a la cadena (en .células NK 

Las células NK son leucocitos que no expresan .un receptor para el antígeno como los 

linfocitos B y T. Sin embargo, expresan receptores que reconocen los fragmentos Fe de 

las inmunoglobulinas. lino de ellos, cti16, ~es un receptor de baja afinidad para el 

dominio Fe de inmunoglobulinas. La forma transmembranal de CD 16 se asocia de 

manera no covalente con la cadena s. la cual constituye parte importante del aparato de 

señalización en estas células (27, 226) .. · CD43 es una proteína que desempeña distintas 

funciones en las diferentes células hematopoyéticas que regulan su expresión. En células 

NK, el entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular activa cascadas de fosforilación 

que a su vez inducen síntesis de quimiocinas, actividad citotóxica y proliferación celular 

(3, 4). De acuerdo a lo anterior, se evaluó si en células NK, CD43 fosforila a la cadena s 
en residuos de tirosinas. Se realizaron imnunoprccipitados de la cadena s a partir de 

células NK estimuladas por tres minutos con anticuerpos anti-CD3 como control 

negativo, anti-CD 16 o anti-CD43. El estado de fosforilación de la cadena s se evaluó 

mediante un blot anti-fosfotirosinas. Los resultados obtenidos muestran un incremento en 

la fosforilación en residuos de tirosina de la cadena s en células estimuladas a través de 

CD43 con respecto a células estimuladas con OKT3 (Fig l 6A carriles 1 y 3). Las células 

estimuladas a través de CDl6 (control positivo) mostraron también un incremento en la 

fosforilación en tirosinas de la cadena s comparada con el efocto del anticuerpo anti-CD3 

(Fig l 6A carriles 1 y 2). lnteresantemente, la fosforilación en tirosinas de la cadena s en 

respuesta a CD43 resultó ser mayor a la inducida por el entrecruzamiento de CD16 (Fig 

l 6A carriles 2 y 3). Un blot anti-cadena I;, muestra cantidades equivalentes de proteína 

inmunoprecipitada en cada uno de los carriles. Estos resultados sigieren que en células 

NK, CD43 también induce la fosforilación en tirosinas ele Ja cadena S· 
Por otro lacio, decidimos evaluar si las señales de CD43 inciden también sobre la 

distribución de la cadena s en la superficie celular de células NK. Con este objetivo, 

células NK se estimularon con esferas de latex de 3 µm recubiertas con el mAb LIO o con 

RaMIG como control negativo. Las células se incubaron por distintos tiempos a 37°C y 

mediante microscopía confocal se evaluó las distribución celular de la acdena S· En la 

Fig. 168, se observa que el entrecruzamiento de CD43 con esferas de latex recubiertas 
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con LIO indujo la redistribución celular des hacia los sitios de contacto entre células NK 

y esfera a los 30 min de estímulo. Por otro lado, la distribución de la cadena s en la 

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

recubiertas con RaMIG. A diferencia de lo observado en linfocitos T, en donde la 

redistribución de s en respuesta a CD43 fue observada desde los 2 min de estímulo, la . 

polarización de s hacia los sitios de contacto esfera y células se observó solo a partir de 

los 30 min de estímulQ .. Estos resultados sugieren que en células NK, i:.c!e111.~s.9,e}ndt1dr 

la fosforilación en tirosinas de la cadena ~. CD43 también regula su redistribución en la 

superficie celular. 

VII La coestilimlació11 a trai•és de CD43 y del TCR estahiliwla fo!>iforilacióll de ZAP-

70 

El hecho de que CD43 reclute a la cadena s como componente de su vía de señalización, 

nos llevo a evaluar el efecto de la coestimulación a través del TCR y CD43 sobre la 

fosforilación en tirosinas de la cadena S· Para ello se realizaron inmunoprecipitados de la 

cadena s ele células Jurkat estimuladas simultáneamente a través del TCR y CD43 por 

distintos tiempos, y el grado de fosforilación de la cadena s se comparó con aquel 

inducido solo a través del TCR. Los datos mostraron un incremento en la fosforilación 

de tirosinas de s en respuesta al TCR con respecto al nivel de fosforilación de l; en 

células sin estimular (Fig 17, carriles 1 vs 2-5). Adicionalmente, también se observó un 

aumento en la fosforilación de la cinasa ZAP-70 asociada a la cadena S· La fosforilación 

en tirosinas del binomio s/ZAP-70 en respuesta al TCR fue máxima al minuto de 

estímulo y pemianeció estable hasta los cinco minutos de estímulo. A los 15 minutos, la 

fosforilación de la cadena s y de la cinasa ZAP-70 disminuyó, alcanzado niveles basales 

a los 30 minutos en respuesta al TCR. Interesantemente, cuando las células se estimulan 

simultáneamente a través del TCR y CD43, se observó que el grado de fosforilación de 

ZAP-70 asociada a la cadena s es mayor a los 15 y 30 min de estímulo comparada con la 

fosforilación 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 activación, la fosforilación de la cadena 

s no parece ser diferente en células estimuladas solo a través del TCR o estimuladas 
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simultáneamente a través del TCR y CD43. El blot anti-/; demuestra cantidades 

equivalentes de proteína inmunoprecipitada en los distintos caniles. Estos resultados 

sugieren que cuando las células son estimuladas a través del TCR y CD43, la 

fosforilación de ZAP-70 es más estable a los 15 y 30 mfo de estímulo, mientras que la 

fosforilación de la cadena t; parece ser similar a la observada en células estimuladas solo 

a través del TCR. 
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Figura 11. las se1iales mediadas por CD43 i11d11ce11 la fmfori/ación en 
tirosinas de la cadena (. Células Jurkat 122 (2xl07

) (A) o linfocitos T 
humanos nonnales de sangre periférica (B) se estimularon con el mAb anti­
CD43, LIO por diferentes tiempos a 37°C. Las células se lisaron y los lisados 
preclarificados con proteína A se incubaron con un mAb anti-cadena S· Los 
complejos inmunes se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a 
membranas de nitrocelulosa. Las membranas se incubaron con un mAb anti­
fosfotirosina (4GIO). y postcrionnentc con anticuerpos anti- s. -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 se1iales mediadas por CD43 i11d11ce11 el rec/11tamie11to de la cinasa ZAP-70. 
(A) Se realizaron ensayos de cinasa in l'itro (IVK) de inmunoprecipitados de la cadena ~ de 
células Jurkat no estimuladas (carril 1) o estimuladas con el mAb anti-CD43, LIO (carriles 
2-5). Los complejos inmunes se separaron por SDS-l'AGE, se transfirieron a membranas 
de nitrocelulosa y se analizaron por autoradiografia. Las membranas se incubaron con los 
anticuerpos indicados. (B) Células Jurkat (2xl07

) se estimularon como se describio 
antcrionnente y los lisados preclarilicados se incubaron con un anticuerpo un mAb anti­
fosfotirosina (4G 10). Las mismas membranas se incubaron con un anticuerpo anti-ZAP-70. 
(C) Los lisados de células Jurkat estimuladas o no se separaron por SDS-PAGE, se 
transfirieron a membranas de nitrocelulosa y la membrana se incubó con un mAb anti­
fosfotirosina (4010) previo a la incubación con un anticuerpo anti-LA T. 
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Figura 13. Las seiiales mediadas por CD43 inducen la aclil'idad de las cina.rns Lck y 
Fyn. Células Jurkat J22 (2x 107

) se estimularon con el mAb anti-CD43, L 1 O por 
diferentes tiempos a 37°C. Se realizaron ensayos de cinasa in 1•ilro (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 autoradiografla. Las membranas se 
incubaron con anticuerpos a111i-Lck o anti-Fyn. El sustrato (cnolasa) contenido en los 
sobrenadantcs se separaron por SDS-PAGE y la fosforilación in l'itro se evaluó por 
autoradiogralia. La tinción 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 a11ti-Lck de lisados totales de c:élulas J22 y JCaM 
(B) Lck induce la josfurilació11 en residuos ele tirosina de la cadena ( 
mediada por CD43. Células JCaM (carriles l-5) o J22 (carriles 6-10) 
se estimularon con el mAb anti-CD43. L 1 O por diferentes tiempos a 
37"C. Los lisados preclarificados con proteína 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 posteriom1ente con un mAb anti­
cadcna ~. Los datos son representativos de por lo menos cuatro 
experimentos. 
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Figura 15. las se1iales mediadas por CD43 ind11ce11 /a 
redistrib11ció11 de la cadena s en /i1¡fiicitos T. Los 
linfocitos T se incubaron con efcras de latex recubiertas 
con L 1 O, un mAb anti-CD43 (A) o alternativamente 
con esferas de latex recubiertas con OKT3 (anti-CD3), 
LIO (anti-CD43), RaMIG. 
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Figura 16. Las se1iales mediadas por CD43 inducen el rec/11ra111iento de la 
cadena (en célulan NK. (A) Células NK (2xl07

) humanas normales <le sangre 
periférica se estimularon con el mAb anti-CD43, L 1 O por tres minutos a 37ºC. 
Las células se lisaron y los lisados prcclarifica<los con proteína A se incubaron 
con un mAb anti-cadena ~· Los complejos inmunes se separaron por SDS­
PAG E y se transfirieron a membranas <le nitrocelulosa. Las membranas se 
incubaron con un mAb anti-fosfotirosina (4G 10) y luego con un mAb anti-~ (B) 
Las células NK se incubaron con cferas de latex recubiertas con L 1 O, un mAb 
anti-CD43 o alternativamente con esferas de latex recubiertas con RaMJG. 
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tirosinas de Z·IP-70 mediada por el TCR. Células Jurkat 122 (2x 107

) se 
estimularon con el mAb anti-CD43, LIO, con el mAb anti-CD3, OKT3 o 
ambos por diferentes tiempos a 37"C. Las células se lisaron y los lisados 
preclarificados con proteína 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 (4010). Las mismas membranas se incubaron con anticuerpos 
anti- ¡;. Los datos son representativos de por lo menos cinco experimentos . 
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VIII DISCUSIÓN 

CD43 es una molécula coreceptora que regula distintas funciones celulares como 

adhesión, activación o muerte celular en linfocitos T (1), células dendríticas (2), células 

NK (3, 4), monocitos (5), así como neutrófilos (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 señalización. A la fecha, los reportes de la 

literatura señalan que el entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular induce el 

reclutamiento de una variedad de proteínas de señalización tales como miembros de la 

familia de cinasas de Src y de Syk, la cinasa de adhesión PYK2, proteínas adaptadoras 

como Shc y SLP-76, el GEF Vav, las MAPK cinasas ERKI/2 y p38, así como los 

factores transcripcionales NF-AT y NF-icl3 (201, 204, 205, 222). Sin embargo, poco se 

sabe acerca de los mecanismos tempranos de señalización a través de Jos cuales CD43 

conlleva al reclutamiento de toda esta gama de proteínas de señalización. 

La fosforilación en residuos de tirosinas de la cadena i; es uno de los eventos más 

tempranos de señalización que ocurre en respuesta al entrecruzamiento del complejo 

TCR en la superficie celular. La fosforilación en tirosinas de la cadena I; conlleva al 

reclutamiento de proteínas con dominios SH2 tales como ZAP-70 y la subunidad p85 de 

PI3-K. La fonnación de este complejo constituye el primer punto de diversificación de la 

cascada de señalización en respuesta al TCR. 

En este trabajo demostramos que el entrecruzamiento de CD43 en la superficie 

celular de linfocitos y de células Jurkat induce Ja fosforilación de Ja cadena i; en residuos 

de tirosina. La cinética de fosforilación de Ja cadena i; en respuesta a señales mediadas 

por CD43 se observó desde los 30 seg de estímulo y se mantuvo por lo menos hasta lo 

diez min. Estos resultados sugieren que la fosforilación de la cadena i; es un evento 

temprano en la vía de señalización de CD43. 

La fosforilación de la cadena i; mediada por CD43 resultó en el reclutamiento y 

fosforilación de dos proteínas con masas moleculares' & 70 y 95 kDa asociadas a la 

cadena i;. Estas dos proteínas se identificaron respectivamente como Ja cinasa ZAP-70 y 
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el factor intercambiador de nucleótidos de guanina Vav. La fosforilación de ZAP-70 se 

observó a Jo largo de toda la cinética de estímulo a través de CD43 y fué semejante a Ja 

de la cadena ¡;. Por su parte, la fosforilación y asociación de Vav con la cadena i; en 

respuesta a las señales mediadas por CD43 solo se observaron a los cinco min de 

estímulo. Estos resultados sugieren que a diferencia de ZAP-70, el reclutamiento de Vav 

a Ja vía de señalización de CD43 es un. evento que parece estar más restringido en el 

tiempo. Las distintas cinéticas de fosforilación de Ja cadena i; así como de sus proteínas 

asociadas observadas entre células Jurkat y linfocitos T de sangre periférica pueden 

deberse a diferencias intrínsecas entre ambos tipos celulares así como a diferencias entre 

Jos mismos donadores. 

Si bien ZAP-70 puede asociarse directamente con las tirosinas fosforiladas de Jos 

IT AMs a través de sus dominios SH2, Ja asociación de Vav con Ja cadena i; es indirecta y 

puede ser mediada por proteínas que se asocian directamente con Ja cadena i; tales como 

la proteína adaptadora Shc o Ja cinasa ZAP-70 (117). Trabajos de nuestro laboratorio han 

reportado que en linfocitos T humanos, el entrecruzamiento de CD43 induce Ja 

fosforilación de Ja proteína Shc en residuos de tirosina, promoviendo Ja formación de 

complejos Shc/Grb2Nav (204). De acuerdo a esto, sería posible que la proteína Shc 

estuviese mediando Ja asociación de Vav con la cadena i; observada en células 

estimuladas a través de CD43. Sin embargo, no detectamos una asociación de Shc con Ja 

cadena i; en respuesta a las señales mediadas por CD43. Alternativamente, otra 

posibilidad seria que la cinasa ZAP-70 asociada a la cadena i; sirva como puente para 

mediar Ja asociación entre Vav y Ja cadena i;. En apoyo a esta idea, se ha reportado que 

Ja fosforilacion de Ja Tyr315 de ZAP-70 permite el reclutamiento y asociación de Vav 

( 117). Expetimentos en células deficientes en la expresión de ZAP-70, así como la 

valoración de Ja fosforilación de Ja Tyr315 de ZAP-70 mediante anticuerpos específicos 

para esta pTyr permitirán dar una conclusión al respecto. 

El fenotipo inmunodeficiente de ratones que carecen de Ja expresión de ZAP-70 

debido, en gran parte, a una reducción dramática en el número de linfocitos T maduros en 

la periferia resalta la imp01tancia de esta cinasa en la señalización intracelular de células 

T (111). Por otra parte, Vav es un intercambiador de nucleótidos de guanina implicado 

en la activación de GTPasas de la familia Rho, regulando el citoesqueleto de actina y 
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parece ser indispensable en Ja fonnación de agregados moleculares del TCR (caps) (113, 

114). Un análisis más detallado de la participación de estas moléculas en la vía de 

señalización de CD43 proporcionara más información acerca de las funciones precisas de 

ZAP-70 y Vav en Ja vía se señalización de CD43. 

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

señales mediadas por CD43 inducen un incremento en Ja actividad de cinasa asociada a Ja 

cadena I;. Esta actividad de cinasa asociada a Ja cadena I; se vio reflejada por un 

incremento en Ja fosforilación in vitro de tres proteínas presentes en Jos 

inmunoprecipitados de Ja cadena I;. Estas proteínas de -23 kDa, 55 kDa y 70 kDa se 

identificaron como las formas fosforiladas de Ja cadena 1;, las cadenas pesadas de las 

inmunoglobulinas y la cinasa ZAP-70 respectivamente. La ausencia de las cinasas Lck y 

Fyn en los inmunoprecipitados de Ja cadena I; sugiere que ZAP-70 es la única cinasa 

presente en los inmunoprecipitados de Ja cadena I; de células estimuladas a través de 

CD43 y que las señales mediadas por CD43 inducen Ja formación de un complejo de 

señalización activo formado por el binomio cadena l;IZAP-70 que permite iniciar distintas 

cascadas de señalización intracelular. 

Para corroborar la participación de ZAP-70 en Ja vía de señalización de CD43, se 

evaluó el estado de fosforilación de ZAP-70 en respuesta al entrecruzamiento de CD43 

en inmunoprecipitados de ZAP-70. Los resultados mostraron que las señales mediadas 

por CD43 inducen un incremento en la fosforilación en residuos de tirosina de ZAP-70. 

Sin embargo, ZAP-70 es una proteína que tiene cinco residuos de tirosina fosforilables, 

de los cuales dos regulan positivamente Ja función de ZAP-70. Entre las tirosinas que 

regulan de manera positiva la actividad de ZAP-70 se encuentran las Tyr315
, Ja cual 

recluta a Vav, y la Tyr319 cuya mutación inhibe Ja actividad catalítica de ZAP-70 (66, 

117). El reclutamiento de Lck, a través de su dominio SH2, a esta tirosina es crucial para 

estimular la actividad de cinasa de ZAP-70. En contraste, la Tyr292 regula de manera 

negativa la actividad de ZAP-70 al favorecer el reclutamiento de Cbl, una molécula 

adaptadora que controla negativamente la señalización a través del TCR. La actividad de 

ZAP-70 es además regulada negativamente por fosforilación de la Tyr492
, la cual afecta la 

actividad de cinasa de ZAP-70, y por fosforilación de la Tyr598
, en el extremo carboxilo 
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tenninal de ZAP-70 (66), De acuerdo a lo anterior será interesante determinar que 

tirosinas de ZAP-70 son fosforiladas en respuesta a la vía de señalización de CD43. 

La proteína adaptadora LA T representa Uno de los principales blancos de 

fosforilación de ZAP-70. La fosforilación de LA T crea sitios de reclutamiento para 

dominios SH2 presentes en proteínas como PLOy, la subunidad p85 de PI3-K, la 

proteínas adaptadoras Shc y Gads, lo cual resulta en la formación de complejos de 

señalización que se diversifican en distintas cascadas de fosforilación (231-234). Para 

co1Toborar la participación de ZAP-70 en la viá de señalización de CD43, se evaluó la 

fosforilación de LA T en respuesta al entrecruzamiento de CD43. Los resultados 

mostraron que las señales mediadas por CD43 inducen un incremento en la fosforilación 

en residuos de tirosina de LAT, sugiriendo la participación de LAT en la vía de 

señalización mediada por CD43. Por otro lado, recientemente se ha demostrado que las 

señales mediadas por CD43 incrementan la actividad transcripcional de HIV y su 

replicación en respuesta a estímulos mediados por el TCR. Interesentamente, en este 

mismo trabajo, se reporta que la cinasa Lck y las proteínas adaptadoras LA T y SLP-76 

son necesarias para lograr el papel coestimulador de CD43 (167). Estos resultados 

confirman que las proteínas adaptadoras LAT y SLP-76 juegan un papel clave en el 

ensamblado de complejos de señalización de a partir de los cuales se propagan distintas 

señales intracelulares mediadas por CD43 (204). 

Hasta el momento se considera que ZAP-70 es la única cinasa que induce la 

fosforilación 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 vía de 

señalización mediada por CD43. Adicionalmente, el incremento en la fosforilación 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. LA T es una proteína que presenta nueve 

tirosinas potencialmente fosforilables, por lo que será interesante determinar cuantas y 

que tirosinas son fosforiladas en respuesta a las señales mediadas por CD43; 

La participación de ZAP-70 en la vía de señalización de CD43 parece no ser el 

único ejemplo del reclutamiento de cinasas de la familia Syk por la vía de CD43, ya que 
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en células hematopoyéticas inmaduras, CD43 induce Ja fosforilación en residuos de 

tirosina de la cinasa Syk (223, 235). Interesentamente, en linfocitos T de san!:,rre 

periférica de humanos sanos, las señales mediadas por CD43 también inducen Ja 

fosforilación y activación de Ja cinasa Syk (Layseca et al., 2003, en prensa). Estos datos 

nos llevan al planteamiento de si las cinasas Syk y ZAP-70 desempeñan funciones 

redundantes o diferenciales en la vía de señalización de CD43 en linfocitos T. En este 

sentido cabe mencionar que estas cinasas muestran distintos mecanismos de activación. 

Mientras Ja activación de ZAP-70 es dependiente de la presencia de cinasas de Ja familia 

Src, Ja activación de Syk puede ser independiente de estas, ya que la interacción de Syk 

con Ja cadena t; parece ser suficiente para estimular Ja actividad de cinasa de Syk (66, 

109, 236). Estos datos sugieren que Syk puede tener funciones independientes de Ja 

participación de cinasas de Ja familia de Src en la vía de señalización mediada por CD43. 

Las cinasas de Ja familia Src juegan un papel clave en la señalización no solo a 

través del TCR sino que también son importantes para la señalización de distintas 

moléculas de superficie de linfocitos T (29, 30, 35, 36, 224, 237, 238). Uno de Jos 

eventos clave en el cual participan estas enzimas es la fosforilación de Jos lTAMs. El 

reclutamiento de miembros de la familia de cinasas de Src como Lck y Fyn a través de 

las señales de CD43 se ha demostrado anteriormente (38, 201). Sin embargo, en ninguno 

de estos trabajos se evaluó la actividad de cinasa de estas dos proteínas en respuesta a las 

señales 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 Ja 

actividad de cinasa de Lck y Fyn. Es interesante hacer notar que a Jos cinco minutos de 

estímulo se observa una disminución en la actividad de cinasa tanto de Lck y Fyn, 

volviendo a registrarse un segundo pico de actividad enzimática a los diez minutos, Jo 

que refleja un comportamiento bifásico de la activación de Lck y Fyn en respuesta a 

señales mediadas por CD43. La ausencia de incrementos en los niveles de fosforilación 

de Fyn y Lck en los ensayos de cinasa realizados a partir de inmunoprecipitados de Lck y 

Fyn de lisados de células activadas a través de CD43, puede deberse a una fosforilación 

elevada de estas cinasas en estado nasal como se ha reportado previamente (239), o 

alternativamente, a la comigración 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 blot anti-PY, pudo 

observarse una aumento en los niveles de fosforilación de Lck y Fyn. Sin embargo, el 

mecanismo exacto a través del cual las señales mediadas por CD43 -regtilan la actividad 

enzimática de Lck y Fyn se desconoce. 

Debido a que tanto Lck como Fyn pueden inducir la fosforilación in vitro de los 

IT AMs presentes en el complejo CD3-s (108), evaluamos la capacidad de cada una de 

estas cinasas de inducir la fosforilación en tirosinas de la cadena s en respuesta a las 

señales dependientes de CD43. Los experimentos realizados en células Jurkat deficientes 

en la expresión de Lck (células JCaM) muestran que Lck es necesaria para mediar la 

fosforilación en tirosinas de la cadena s y permitir la asociación subsecuente de las 

proteínas ZAP-70 y Vav. Estos datos sugieren entonces que Lck y Fyn desempeñan 

papeles diferenciales en la vía de señalización mediada por CD43, por lo menos al nivel 

de la fosforilación de la cadena ~. 

En células deficientes en la expresión de Lck, la fosforilación de la proteína 

adaptadora SLP-76, la activación de la vía de las MAP cinasas y de los fosfoinosítidos así 

como la activación de NF-A T y la expresión de CD69 parecen ser nommles (107), lo que 

sugiere que en respuesta a las señales del TCR, Fyn puede mediar una vía de señalización 

alternativa, independiente de la fosforilación de la cadena s y de la cinasa ZAP-70. Es 

interesante hacer notar que la fosforilación de SLP-76 , de las MAP cinasas así como la 

activación de NF-A T, AP-1 y NFKB y la expresión de CD69, así como la producción de 

IL-2 y rearreglos del citoesqueleto son también eventos inducidos por CD43 (201, 204, 

205), por lo que será importante valorar la participación de Fyn en estos eventos. 

La participación de cinasas de la familia Src en la vía de señalización de CD43 no 

es exclusiva de linfocitos T, ya que en células hematopoyéticas el entrecruzamiento de 

CD43 induce la fosforilación en residuos de tirosina de la cinasa Lyn (223). Estos 

resultados sugieren que las cinasas de la familia Src son parte importante en la vía de 

señalización mediada por CD43 en distinta células hematopoyéticas y habrá que evaluar 

si la participación de cinasas de la familia Src en otras células hematopoyéticas conlleva 

también a la fosrorilación de dominios ITAMs en estas células. 
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La redistribución de proteínas intracelulares tiene un papel activo en darle lugar y 

forma a las distintas cascadas de señalización intracelular (240-242). La redistribución 

de la cadena i; hacia microdominios membranales denominados "rafts" regula 

positivamente la fosforilación de la cadena i; (239), mientras que la exclusión de la 

fosfatasa SHP-1 de complejos de señalización ricos en fosfotirosina proporciona 

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

la redistribución de ciertas proteínas juega un papel importante en la regulación de las 

cascadas de señalización intracelular. En este sentido decidimos evaluar si las señales 

mediadas por CD43 regulan la distribución célular de la cadena I;. 

Utilizando esferas de latex recubiertas con anticuerpos anti-CD43 (LIO), 

encontramos que las señales mediadas por CD43 inducen la redistribución de la cadena i; 

hacia las zonas de contacto establecidas entre linfocito y esfera. Esta polarización es 

rápida ya que se detectó desde los cinco min de estímulo y se mantuvo por lo menos 

durante 30 mim. Interesantemente, la distribución del complejo CD3 no se modificó en 

respuesta al entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular, contrariamente a lo que 

sucede cuando las células son estimuladas a través del TCR (186, 187, 189). Estos 

resultados sugieren que la distribución celular de la cadena i; y del complejo TCR-CD3 

puede ser regulada independientemente, por lo menos en respuesta al entrecruzamiento 

de CD43. El hecho de que las señales mediadas por CD43 no afecten la distribución del 

complejo CD3 puede deberse a que estas no inciden sobre la fosforilación de residuos de 

tirosina del complejo CD3, por lo que determinar si las señales mediadas por CD43 

inducen la fosforilación del complejo CD3 pennitirá dar una conclusión al respecto. Por 

otro lado, se sabe que la fosforilación de la cadena i; 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 i; se fosforila en respuesta a las señales de CD43, con los 

estudios realizados es este trabajo no podemos determinar si las señales mediadas por 

CD43 inducen la redistribución de la cadena i; hacia microdominios lipídicos; 

favoreciendo su fosforilación. 

La participación de la proteína Vav es esencial en el reclutamiento de la cadena i; 

hacia el citoesquelefo de actina necesario para permitir su i'edistribiú:ión en respuesta 

señales mediadas por el TéR (114). En este trabajo hemos puesto en evidencia una 
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asociación de la cadena ¡; con Vav en respuesta a las señales mediadas por CD43. De 

acuerdo a lo anterior, es posible que a través de la asociación entre Vav y la cadena¡;, las 

señales mediadas por CD43 promuevan en reclutamiento de la cadena ¡; hacia las fibras 

de actina, para inducir la redistribución de la cadena ¡;. Experimentos llevados a cabo en 

células deficientes en la expresión de Vav pennitirian evaluar el papel de Vav en la 

regulación de la redistribución de la cadena ¡; en respuesta a señales CD43-específicas. 

Por otro lado, es interesante hacer notar que, a diferencia de la redistribución de 

CD43 mediada por señales dependientes del TCR (186, 187, 189), las señales mediadas 

por CD43 parecen afectar únicamente la distribución de la cadena ¡;, y no la del complejo 

CD3. Debido a que la cadena ¡; fonna también parte importante del aparato de 

señalización del TCR, resultará interesante detenninar si la fosforilación de la cadena ¡; 

inducida por las señales de CD43 afecta a aquella inducida en respuesta al 

entrecruzamiento del TCR. Así mismo será necesario evaluar la distribución de la cadena 

¡; respecto a CD43 y al TCR en condiciones de coeslimulacion a través de ambas 

moléculas. 

Como mencionamos anteriormente, CD43 es una sialiglucoproteína expresada en 

la superficie celular de todas las células de origen hematopoyético exceptuando, 

linfocitos 8 no activados y eritrocitos (123-126). En células NK, las señales mediadas 

por CD43 además de incrementar su actividad citotóxica y proliferación (4), estimulan la 

secreción de distintas quimiocinas como RANTES y la proteína inflamatoria de 

macrófagos (195), lo que sugiere que en células NK, CD43 es una molécula que participa 

en la regulación de funciones importantes. Sin embargo, poco se sabe de las señales 

intracelulares a través de las cuales CD43 regula estos procesos. 

En células NK, la cadena¡; fonna parte importante del aparato de señalización de 

CD 16 y CD2 (27, 224), y a través de su reclutamiento, estos receptores son capaces de 

inducir cascadas de señalización que conllevan a distintas respuestas celulares (27). En 

este trabajo mostramos que en células NK, la cadena ¡; es fosforilada en. residuos de 

tirosina en respuesta a señales mediadas por CD43. Además, a semejanza de lo que se 

observó en linfocitos T, las señales mediadas por CD43 inducen la redistribución de la 

cadena ¡; hacia los sitios de contacto establecidos entre célula y esfera. Estos resultados 
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sugieren que en células NK, la cadena I;, forma también parte del aparato de señalización 

de CD43. Será interesante determinar si la fosforilación de la cadena I;, en células NK en 

repuesta al entrecruzamiento de CD43 permite también el reclutamiento de la cinasa 

ZÁP~70 y de proteínas adaptadoras como LAT, ya que sabe que estas dos proteínas 

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

Los resultados que reportamos en este trabajo sugieren que las proteínas de 

andamiaje talescomo la cadena I;, y LAT son elementos importantes de la vía de CD43. 

Se sabe que una de las funciones centrales de estas moléculas es la de servir como centros 

organizadores a partir de los cuales se favorece el ensamblaje de complejos de 

señalización que, a su vez, permiten la diversificación de las cascadas de señalización 

(231-234). La función de la cadena I;, como principal módulo de reclutamiento de la 

cinasa ZAP-70 no parece ser esencial en la vía de señalización 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 

expresión de la cadena I;, (59). Sin embargo, en el caso de otras moléculas coreceptoras 

como CD43, donde la posible redundancia en los lT AMs del complejo CD3-I;, no parece 

aplicar, será interesante detem1inar si las funciones mediadas por CD43 se ven afectadas 

por la ausencia de la cadena I;,. Otras moléculas coreccptoras tales como CD2, CDS, 

CD16, CD26, CD38, CD71 (27, 35, 224, 227, 238, 247, 248) reclutan a la cadena I;,. 

Esto sugiere que el reclutamiento de la cadena I;, como parte de la maquinaria de 

señalización de una proteína de superficie celular es un mecanismo recurrente, a partir del 

cual distintas moléculas coreceptoras pueden generar cascadas de señalización 

intracelular. Sin embargo, hasta el momento se desconoce como todas ellas inciden al 

nivel de la fosforilación de la cadena I;, y como esta integra la información proveniente de 

distintas moléculas de superficie celular. 

En linfocitos T, CD43 induce un aumento en los niveles. de fosfatos de inositol y 

de diacilglicerol, lo que conlleva a la movilización de Ca2+ intracelular y a la activación 

de la proteína cinasa C (PKC) (203; 249); Así mismo, el entrecruzamiento de CD43 en la 

superficie celular induce la fosforilación en residuos de tirosina de distintas proteínas 
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como la cinasa Fyn, PLC-y, Syk, y los complejos macromoleculares Shc/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 citoplasmática de CD43, no se ha propuesto un 

mecanismo a través del cual CD43 reclute y active a las distintas proteínas que participan 

su vía de señalizacion intracelular. Un mecanismo general en la regulación de estas 

proteínas de señalización es su redistribución hacia distintos compartimentos celulares, lo 

que pe11nite que enzimas como PLC-y tengan accesibilidad a sus sustratos o bien quedan 

accesibles a ser fosforiladas o desforiladas por proteínas que se ubican en la membrana 

celular (242). 

Los datos presentados en este trabajo nos permiten proponer que a través de la 

cadena ~. CD43 induce el reclutamiento a la membrana de proteínas clave como la cinasa 

ZAP-70, con lo que se inicia. una diversificación de cascadas· s.eñalización intracelular. 

Una vez ZAP-70 asociada a ~. esta es activada e induce la fosforilación de LAT, y a 

través de LAT, PLC- y, PI3-K~ la vía de las MAP cinasas y distintas isoformas de PKC 

son activadas (66). El hecho de que la cadena ~ se concentre en las mismas regiones que 

CD43 en respuesta al enrecruzamiento de CD43 en la superficie celular sugiere una 

participación clave de esta molécula en la vía de señalización de CD43. Proponemos que 

en la vía de CD43, el reclutamiento de proteínas adaptadoras como ~ y LA T genera el 

ensamblado de complejos de señalización que a su vez activan cascadas de fosforilación 

río abajo. 
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C A P 1 T U LO 111 

PARTICIPACIÓN DE LA MOLECULA ADAPTADORA Cbl EN LA 

VÍA DE SEÑALIZACIÓN DE CD43 
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En esta sección hemos extraído los datos de dos manuscritos (uno publicado y otro en 

preparación) referente a la participación de la molécula adaptadora Cbl en la vía de 

señalización de CD43. Los artículos se encuentran en el apéndice número I 

I Las se1iales coestimuladoras mediadas por CD43 recluta11 a la molécula adaptadora 

Ch/. 

El entrecruzamiento del TCR en la superficie celular ele linfocitos T induce la 

fosforilación en tirosinas ele ZAP-70 y su activación, lo que permite diversificar la 

cascada ele señalización (66, 250). La señalización a través del TCR también resulta en 

un incremento en la fosforilación en residuos de tirosina ele Cbl y su subsecuente 

asociación con las cinasas Syk y ZAP-70 (208, 209). A su vez, la interacción de Cbl con 

Syk y ZAP-70 conlleva a un decremento en la actividad ele cinasa ele estas enzimas así 

como a una disminución en sus niveles ele expresión como consecuencia ele su 

de!:,>raclación en un proceso dependiente de ubiquitinación (251). 

Debido a que la coestimulación de linfocitos T a través ele CD43 y el TCR induce 

una fosforilación estable y prolongada de ZAP-70 comparada con la de linfocitos T 

estimulados solo a través del TCR (capitulo II, Fig. 7), evaluamos la asociación ele ZAP-

70 con Cbl en respuesta a las señales mediadas a través ele CD43, TCR o ambas. El 

entrecruzamiento de CD43 en la superficie de linfocitos T indujo un modesto incremento 

en la asociación entre ZAP-70 y Cbl; esta asociación se sostuvo hasta los cinco minutos 

ele estímulo (Fig. l SA panel superior, carriles 2-5). Como ya ha siclo reportado, las 

señales mediadas por el TCR también resultaron en un aumento transitorio en la 

asociación de ZAP-70 con Cbl (Fig. l SA, panel superior, carriles 6-9). Interesantemente, 

la coactivación de los linfocitos a través del TCR y CD43 resultó en un claro aumento en 

la interacción de ZAP-70 con Cbl, mayor al observado en células estimuladas solo a 

través del TCR o CD43 (Fig. 1 SA, panel superior, carriles 10-13). Un inmunoblot anti­

Cbl muestra cantidades similares de proteína inmunoprecipitada en los distintos carriles 

(Fig. J SA, panel inferior). Estos resultados sugieren que la cosetimulación a través de 

CD43 y el TCR prolonga la interacción de ZAP-70 con Cbl. 

Recientemente se ha demostrado que la asociación de ZAP-70 con la cadena ~·y 

Cbl, juega un papel importante en la ubiquitinación dependiente de Cbl y la subsecuente 
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degradación del complejo TCR en respuestas a señales mediadas por este inmunoreceptor 

(252). De acuerdo a esto, evaluamos si las señales coestimulatorias de CD43 previenen 

la degradación de la cadena s fosforilada en residuos de tirosina. Inmunoprecipitados de 

la cadena s de linfocitos T estimulados a través de CD43 y/o el TCR se analizaron por 

inmunoblot anti-fosfotirosinas. Como se observa en la fig 188, las células cuando son 

estimuladas a través del TCR por diez minutos hay un incremento en la fosforilación en 

tirosinas de la cadena de S· 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 observó este incremento a lo diez minutos de estímulo, lo que concuerda 

con la fosforilación transitorio de la cadena s en respuesta a las señales de CD43 (capítulo 

11, Fig 9). Estos resultados sugieren que la coestimulación de linfocitos T a través de 

CD43 y TCR induce una mayor forforilación de la cadena s que la inducida por el 

entrecruzamiento del TCR u que esta se prolonga por más tiempo. 

Los resultados anteriores indican que la molécula adaptadora.Ch! es reclutada por 

la vía de señalización de CD43. Por otra parte se ha reportado que la fosforilación en 

residuos de tirosina de Cbl juega un papel importante en mediar las funciones de esta 

proteína ya que permite regular su interacción con otras proteínas. Sin embargo, se 

ignora como el entrecruzamiento de CD43 lleva al reclutamiento de Cbl. Para abordar 

esta pregunta, se evaluó el estado de fosforilación 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 observó un incremento en la 

fosforilación de Cbl en residuos de tirosina desde el minuto de estímulo, alcanzando 

niveles máximos de fosforilación a los cinco min. En cambio, solo se detectaron niveles 

basales ele fosforilación en residuos ele tirosina en células estimuladas a través ele CD43, 

aún al tiempo 5 min. Un blot anti-Cbl de la misma membrana muestra cantidades de 

proteína similar en los distintos carriles. Estos resultados sugieren que a diferencia de las 

señales mediadas por el TCR, las señales de CD43 no inducen la fosforilación de Cbl en 

residuos de tirosina. 
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La fosforilación en residuos de tirosina de Cbl favorece Ja asociación de esta 

molécula con los dominios SH2 de Ja subunidad p85 de PI3-K así como con el GEF Vav 

en respuesta a las señales de numerosos receptores. Los datos que mostramos en el 

presente trabajo, así como datos previos de nuestro laboratorio, indican que las señales de 

CD43 inducen la fosforilación en tirosinas de Vav y de p85 así como la coprecipitación 

de Vav y de ZAP-70 con la cadena-1;. Por otra parte, los datos que presentamos en Ja Fig 

18C indican que en respuesta a las señales de CD43 la fosforilación en tirosinas de Cbl 

no aumenta a diferencia de Jo que ocurre cuando las señales son proporcionadas por el 

TCR (Fig 18C). Para evaluar con mayor presición el mecanismo de reclutamiento de Cbl 

en respuesta a las señales de CD43, nos preguntamos si la fosforilación en residuos de 

serina de Cbl pudiera también favorecer la interacción de Cbl con Vav. Para ello, 

hicimos inmunoprecipitados de Cbl a partir de linfocitos T activados a través del TCR o 

de CD43, y los complejos inmunes se trataron con fosfatasa alcalina o con una fosfatsa 

específica de tirosinas (fosfatasa de Yersinia). Como se observa en la Figl8D, a pesar de 

no inducir la fosforilación en residuos de tirosina de Cbl (carril 2, panel superior), la 

activación de linfocitos T humanos de san&rre periférica a través de CD43 por cinco min 

promovió la asociación de Cbl con Vav (comparar carriles 1 y 2, panel intennedio). 

Como era de esperarse, la activación a través del TCR resultó en un incremento en la 

fosforilación en tirosinas de Cbl así como de su asociación con Vav (comparar carriles 1 

y 7, paneles superior e intermedio respectivamente). 

El tratamiento de los inmunoprecipitados de Cbl con fosfatasa alcalina provocó la 

desfosforilación completa de las moléculas de Cbl inmunoprecipitadas a partir de células 

estimuladas a través de CD43 (comparar can·iles 2 y 3, panel superior) o del TCR 

(comparar cmTiles 7 y 8, panel superior). La adición de ~-glicerolfosfato (inhibidor de 

fosfatasas) previno este efecto (carriles 4 y 9) bloqueando parcialmente la interacción de 

Cbl con Vav. La adición de NaV04 reestableció esta asociación (comparar carriles 3 y 4, 

panel de intennedio). El tratamiento con fosfatasa alcalina tuvo un efecto menor sobre 

las interacciones de Cbl-Vav iducida por el TCR comparado con Jos inmunoprecipitados 

de Cbl en presencia de inhibidores de fosfatasa (carriles 8 y 9). El tratamiento con 

fosfatasa de Yersinia también resultó en una desfosforilación total de Cbl en células 

estimuladas a través del TCR o CD43 (carriles 5 y 1 O), mientras que Ja desfosforilación 
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se previno en presencia de NaV04 (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 después del tratamiento con PTPasa de Yersinia en 

presencia o ausencia de NaV04 (carriles 5 y 6); Jo mismo se observó en 

inmunoprecipitados de Cbl de células T estimuladas a través del TCR (carriles 10 y 11). 

Un blot anti-Cbl muestra las cantidades de proteína en todos los carriles (Fig l 8D panel 

inferior). Estos resultados sugieren que las interacciones entre Cbl y Vav mediadas por 

CD43 son independientes de Ja fosforilación 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 Ja posibilidad de que Ja interacción de Cbl con Vav pueda estar 

mediada por el dominio PTB de Cbl y Jos residuos de tirosina de Vav. En conjunto, estos 

datos sugieren que Ja asociación de Cbl y Vav puede estar mediada parcialmente por la 

fosforilaeión en residuos de serina o treonina de Cbl. 

La proteína adaptadora Cbl es fosforilada en residuos de tirosina en respuesta a 

distintos estímulos extracelulares, lo que favorece su asociación con otras proteínas. En 

linfocitos T primarios así como en células Jurkat, la fosforilación en tirosinas de Cbl en 

residuos de tirosina resulta en su asociación con distintas proteínas como son ZAP-70, 

Syk, Fyn, la cinasa de lípidos PI3-K, el GEF Vav y Ja molécula adaptadora Crk (210-

214). Se ha propuesto que una de las consecuencias de la interacción de Cbl con proteínas 

tales como ZAP-70 o la cadena ~ es la de mediar su degradación en un proceso 

dependiente de ubiquitinación (252). La ubiquitinación y degradación de Ja cadena ~ y de 

ZAP-70 mediada por Cbl puede explicar la sobreexprcsión de estas dos proteínas en los 

timocitos del ratón deficiente en Cbl (220, 253, 254). Estos resultados sugieren que Cbl 

regula la expresión de las subunidades del complejo CD3 y de la cinasa ZAP-70 en 

linfocitos T, lo que a su vez influencia las cascadas de señalización a través del TCR. 

Una mayor fosforilación de ZAP-70 y de otras proteínas en general en los timocitos del 

raton Cbr'· apoyan esta idea (220, 253, 254). En conjunto, estos resultados han llevado a 

proponer que Cbl es una molécula que regula negativamente la señalización a través del 

TCR (251). 

En este trabajo mostramos que las señales mediadas por CD43, inducen fa 

asociación transitorio de ZAP-70 con Cbl. Si la asociación entre Cbl y ZAP-70 observada 
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en respuesta a las de CD43 resulta en la ubiquitinación de ZAP-70 y subsecuente 

def:,'!'adación es algo que deberá determinarse. Por su parte y como era de esperarse, las 

señales mediadas por el TCR resultaron también en la asociación de ZAP-70 con Cbl, 

pero con una cinética distinta a la observada para CD43. La asociación de ZAP-70 con 

Cbl es respuesta a las señales mediadas por el TCR solo se observaron al min y a los dos 

min de estímulo, en una cinética de cinco min. lntcresantemente, cuando los linfocitos T 

se estimulan a través de CD43 y el TCR, Ja asociación de ZAP-70 con Cbl se observó 

desde el min de éstimulo hasta Jos cinco min. Estos datos sugieren que la coestimulación 

a través de CD43 y el TCR hacen más estable Ja asociación entre ZAP-70 y Cbl. Habrá 

que evaluar si esta estabilidad es resultado de un retardamiento en Ja degradación del 

complejo ZAP-70/Cbl. 

En este trabajo también mostramos que Ja coestimulación a través de CD43 y el 

TCR por diez min induce niveles de fosforilación de Ja cadena s mayor a los observados 

en respuesta al TCR. Interesantemente, estas diferencias solo se observaron en la 

isofonna p23 de la cadena ~ que corresponde a Ja fonna fosforilada en las seis tirosinas 

de Jos tres lT AMs. A diferencia de Jos resultados reportados en el capitulo II de este 

trabajo y obtenidos con cinéticas de hasta cinco min, este efecto solo se evaluó a Jos diez 

minutos por lo que es probable que Ja ausencia de Ja isofonna de 23 kDa de Ja cadena s 
en células estimuladas a través de CD43 se deba a que a este tiempo las señales mediadas 

por CD43 no inducen la fosforilación en tirosinas de la cadena s (Fig l 9C). Estos 

resultados sugieren que Ja coestimulación a través de CD43 y el TCR induce una mayor 

fosforilación de la cadena ~comparado Ja observada en respuesta al TCR. La mayor 

fosforilación de la cadena ~ podría resultar de diferencias en el grado de fosforilación o 

bien de desfosforilación de Ja cadena s. y esto de alguna manera podría prevenir o 

retardar Ja activación de una fosfatasa que mediara la desfosforilación de la cadena S· 

Alternativamente, las señales mediadas por CD43 podrían retardar Ja degradación de la 

cadena ~ mediada por Cbl en respuesta a las señales mediadas por TCR. En conjunto, 

estos resultados sugieren que la molécula adaptadora Cbl es reclutada por la vía de 

señalización de CD43 a través de un mecanismo dependiente de la fosforilación en 

residuos de serina, lo que a su vez podría constituir un mecanismo importante a través del 

cual las señales mediadas por CD43 regulen las cascadas de señalización en linfocitos T. 
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Figura 18. Las se1ia/es mediadas por CD43 inducen el reclutamiento de la proteína adaptadora Cbl. (A) 
Linfocitos T humanos nonuales (2x 107

) se estimularon con LJO, OKT3 o ambos por diferentes tiempos a 
37ºC. Las células se lisaron y los lisados preclarificados con proteína 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 mAb anit-ZAP-70 y postcrionucnte con anticuerpos anti-Cbl. (B) 
Linfocitos T humanos nonuales (2xl07

) se estimularon con LIO, OKT3 o ambos por diez minutos a 
3 7"C. Los lisados celulares se preclarifica con proteína A e incubaron con un mAb anti-cadena i;. Los 
complejos inmunes se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las 
membranas se incubaron con un mAb anti-cadena i;. (C) Linfocitos T humanos nonuales (2x 107

) se 
estimularon como en A. Los lisados prcclarificados con proteína A se incubaron con un mAb anti-Cbl. 
Los complejos inmunes se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. 
Las membranas se incubaron con un mAb anit-PY y posteriom1entc con anticuerpos anti-Cbl. (D) 
Linfocitos T humanos (2xl0 7

) 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 p-glicerofosfato, 
o con fosfatasa de Yersinia en asucncia o presencia de NaV04 • Los complejos inmunes se separaron por 
SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se incubaron con un mAb 
anit-l'Y, y luego con con anticuerpos anti-Cbl. 
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¿Cuál es entonces Ja función de CD43 en Ja fisiología de un linfocito T? La respuesta a 

esta pregunta es complicada ya que CD43 parece regular distintas facetas de Ja respuesta 

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

organizadores en Ja formación de un nuevo complejo proteico, distal a aquel formado en 

la interfase de una célula T con su APC, ha permitido proponer una posible función de 

este complejo en la fisiología de Jos linfocitos T ( 186, 255). CD43 fue el primer 

componente descrito de este complejo proteíco denominado DPC por sus siglas en inglés 

(ftistal 120Je f;,Omplex), pero en el se han localizado otras proteínas como son . La 

sobrexpresión de mutantes de las proteínas ERM que no pueden ser fosforiladas en 

residuos de serina y que funcionan como dominantes negativas, imposibilita la exclusión 

de CD43 del sitio de contacto entre célula T y APC ( 186, 255), mientras que la 

redistribución de PKC-8 o talina hacia el sitio de contacto así como Ja expresión de CD69 

no parecen verse afectados ( 187), Jo que sugiere que las cascadas de fosforilación 

tempranas en respuesta al TCR ocurren de manera normal. Sin embargo, la producción 

de IL-2 e INF-yparecen verse afectadas por la sobrexpresíon de dominantes negativas de 

ERM, aunque no todas la citocinas parecen afectarse de i!,rual manera, ya que Ja expresión 

de IL-5 o TNF-cx es aparentemente normal (186, 187, 255). Estos resultados indican que 

por un lado, las proteínas ERM participan de manera importante en Ja activación celular 

normal de linfocitos T, y por otra parte que, moléculas coreceptoras como CD43 parecen 

regular diferencialmente la producción de citocinas. En este sentido, se podria pensar 

que la redistribución diferencial de CD43 en la superficie celular juega un papel 

importante en la producción diferencial de citocinas durante distintas respuestas inmunes, 

y que la pennanencia de CD43 en el sitio de contacto entre célula T y APC podría inhibir 

la producción de IL-2 e INF-y sin afectar la secreción de IL-5 o TNF-cx. 

Aunque poco se sabe acerca de las señales tempranas que detenninan la respuesta 

diferencial de los linfocitos Ten respuesta a la estimulación antigénica, se han reportado 

diferencias en la participación y los niveles de activación de distintas proteínas que 

participan en la señalización temprana del TCR. Por ejemplo, la diferenciación de 

linfocitos T hacia un fenotipo Th2 correlaciona con con bajos niveles de activación de 

ZAP-70 y una ausencia de fosforilación de LAT [Boutin et al., 1997]. La participación 

de las proteínas ZAP-70 y LA T en la vía de señalización de CD43 podría contribuir con 
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esta señalización 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 producción de INF-y pero no de IL-4, lo que siguiere la 

participaciíon de CD43 en favorecer respuestas celulares del tipo Th 1 (Olivares, datos no 

publicados). Alternativamente, la fosforilación diferencial de LAT podría también 

contribuir con el establecimiento de distintas respuestas celulares. Ratones deficientes en 

la expresión de LA T que son reconstituidos con una mutante de LA T, en donde la Tyr136 

es sustituida por un residuo de fenilalanina imposibilitando su asociación con PLC-y, 

contribuye con una diferenciación anonnal hacia respuestas celulares del tipo Th2 

[Aguado et al., 2002]. La valoración de cuales residuos de tirosina de LAT son 

fosfori!ados en respuesta al entrecruzamiento de CD43 podra damos una mejor idea al 

respecto. En este sentido el reclutamiento del binomio molecular cadena s/ZAP-70 por la 

vía de CD43 podria conllevar al ensamblado de complejos moleculares que participen de 

manera diferencial en la señalización de linfocitos T. Por Jo que será interesante 

detem1inar la contribución de moléculas como Ja cadena s. ZAP-70 o LA T en las 

respuestas celulares mediadas por CD43 y su contribución en la producción diferencial de 

citocinas. 

Otro punto importante de resaltar es que la mayoría de Jos ligandos de CD43, son 

también reconocidos por otras moléculas. Por ejemplo, ICAM-1 es además ligando de 

LFA-1 (256), MHC-I de CDS y el TCR (257) y Galectina-1 de CD45 (147). Un ejemplo 

interesante en donde una molécula es reconocida por más de un ligando lo constituye la 

molécula 871/2. 871/2 se espresa constitutivamente en la superficie de células 

presentadoras de antígeno pero su expresión aumenta en respuesta a señales mediadas por 

receptores TLRs (receptores semejantes a Toll) (258). En el caso de las interacciones 

entre un linfocito T y una APC, la molécula 87 es reconocida por CD28, una molécula 

corcccptorn de linfocitos T (259). La interacción de CD28 con 87 desencadena señales 

coestimuladoras que comprometen al linfocito con el inicio de una repuesta inmune (260, 

261 ). Además de la expresión de distintos genes para citocinas, CTLA-4 es una molécula 

cuya expresión en la superficie celular del linfocito T aumenta como resultado de Ja 

activación celular (262). CTLA-4 regula negativamente las señales intracelulares 
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emanadas del TCR, debido a su asociación con la fosfatasa de tirosinas Syp (230, 263). 

CTLA-4 compite con CD28 por la interacción con B7 ya que la afinidad entre CTLA-4 y 

B7 es mayor que la de CD28 con B7 (261). Esta interacción secuencial de B7 con CD28 

y CTLA-4 constituye un mecanismo de regulación de la respuesta inmune en donde la 

interacción de CD28 con B7 genera señales de activación mientras que la interacción de 

CTLA-4 con B7 genera señales de atenuación (261 ). lnteresantemente la ausencia de 

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

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

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

Como 87, CD43 es una molécula que comparte sus ligandos con otras moléculas. Así por 

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

CD43 (148) y de CDS . Haciendo una analogía en el caso de 871/2 y CD28/CTLA-4, 

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

la interacción con ligandos comunes y que las señales resultantes de estas interacciones 

fueran opuestas. En este sentido, será interesante evaluar las cinéticas de interacción de 

estas moléculas así como el tipo de señales intracelulares que resultan de cada interacción 

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

reportado la participación de la cadena sen la vía de señalización de CD43 en respuesta a 

su entrecruzamiento con un mAb, será interesante determinar si la interacción de CD43 

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

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

cascadas de señalización. 

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

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

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

diferenciación célular y al tipo de ligando involucrado parece ser el más apropiado. 

Debera establecerse si la participación de la cadena s en la vía de CD43 es importante en 

el papel multifacético de la molécula. 
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l. A11tic11erposy Reactfros. 

Como anticuerpos activadores, se utilizaron el anticuerpo monoclona!L10, una IgG 1 que 

reconoce a la molécula CD43, y el anticuerpo monoclonal anti-CD3e, OKT3, una IgG2a 

(American Type Culture Collection). Como anticuerpos entrecruzadores, se utilizó el 

anticuerpo anti-monoclonal, RaMIG. Los anticuerpos anti~~. anti-~-FITC, anti-ZAP-70, 

anti-Lck, anti-Fyn, anti-Vav, anti- Cbl, anti-ERK y 1:111ti-pJ:<:!lK son de Santa Cruz 

Biotechnology. Los anticuerpos secundarios para inrnunoblot son de Biomeda. Los 

anticuerpos L 10-PE y OKT3-TC son de Caltag. Los inhibidores de proteasas y fosfatasas: 

[PMSF (ImMO, pGP {IOmM), NaF (IOmM), DTT (0.5 mM), NaJY04 (200 mM), 

antipaina (50 µg/ml), Jeupeptina (! µglml) y aprotinina (1 O µglml) son de Sigma. 

2. Lí11eas celulares y purificación tle /i11focitos T y NK ce/Is tle sangre periférica. 

Las líneas celulares Jurkat (J22) y JCaM (Células Jurkat deficientes en Lck), se 

mantuvieron en fase de crecimiento logarítmico a 37°C, 5% C02 en RPMI completo. 

Antes de cada experimento las células se incubaron por 24 hrs a 37ºC, 5% C02 en RPMI 

2% FCS con el propósito 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 colchón de ficoll-hypaque. El ficoll pem1ite, en base a la densidad de eritrocitos 

y linfocitos, separar ambas poblaciones. Los concentrados celulares diluidos, volumen / 

volumen en PBS IX (amortiguador de fosfatos salino: NaCI 137 mM, KCL 2.7 mM, 

Na2HP04 8.1 mM, KH2P04 15 mM pl-1 7.3), se depositan lentamente sobre un colchón de 

ficoll-hypaque y se centrifugan a 350 x g por 30 min. Los linfocitos quedan en Ja 

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 rcsuspenden 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, 50µg/ml de estreptomicina y 

50µM de p-mercaptoetanol] y se dejan a una concentración de 8xl07 cel/ml en cajas de 

Petri toda la noche a 3 7°C, 5% C02 para permitir la adhesión de células monocíticas. 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 ha 37°C, 5% C02 

en columnas de lana de nylon. Posteriormente las células T se eluyeron de las columnas 

con RPMI 1640 completo a 37°C. Los linfocitos 8 permanecen pegados a lana de nylon. 

Con el propósito de tener linfocitos no activados, las células T se incubaron por 24 h a 

37ºC, 5% C02 en RPMI 2% FCS. El grado de pureza de las células obtenidas se analizó 

por citometría de flujo (Fig. l 9A) 

Las células NK humanas se purificaron a partir de células polÍ;no~fon~~fe'ares~de 

sangre periférica por selección negativa utilizando el kit para purificación de células NK 

(Miltenyi Biotec). Para la depleción de linfocitos T, 8, monocitos, basófi!os, células 

dendríticas, plaquetas y eritrocitos, se utilizó un coctel de anticuerpos anti- CD3, -CD14, 

-CD 19, -CD36 y -lgE conjugados a un hapteno. Posteriormente los complejos se 

incubaron con microesferas magnéticas acopladas a un anticuerpo monoclonal anti­

hapteno. Finalmente las células marcadas magnéticamente se clepletaron reteniéndolas en 

una columna magnética. El grado de pureza de las células obtenidas se analizó por 

citometria de flujo (Fig. 198) 

A 

- RaMIG 
- CD3 

CD43 

B 

- Ctrl 
CD16 

Fig 19. Grado de pureza de linfocitos T (A) o células NK (B) 
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3. Actil'ació11 celular 

Para semejar la interacción de CD43 y el TCR con sus respectivos ligandos, las 

moléculas fueron entrecruzadas con anti-CD43 {LlO), anti TCR (OKT3) y el antiqgG 

(RaMIG), estos se utilizaron a una concentración ele 4 µg/ml. Este procedimiento ha sido 

validado en varios trabajos para diferentes moléculas de superficie y se sabe que las 

señales intracelulares que se generan de esta manera son equivalentes a aquellas 

resultantes de la interacción receptor-ligando (De Smet et al. 1993; Jon:~on et al. 1999). 

En general, 2x107 de células se incubaron durante 15 mina 4°C con el anticuerpo anti­

CD43 {LlO), o con el anticuerpo anti-CD3e (OKT3). El entrecruzamiento de LJO (CD43) 

o del TCR (OKT3) se realizó con la adición de un anticuerpo policlonal anti-IgGs ele 

raton y la cinética de activación si inició incubando las células por diferentes periodos de 

tiempo a 37°C. Posteriormente, las células se lavaron con PBS frió con el propósito de 

eliminar el exceso de anticuerpo (10 seca 14000 x g). Se desechó el sobrenadante y las 

células se lisaron en 100 µl de buffer de lisis (Hepes 25 mM pH 7 .5, Tritón x-100/5%, 

MgCbl.5 mM, Nacl150 mM, EDTA 0.2 mM en presencia de los inhibiclores PMSF 

lmM, pGP 10 mM, NaF 10 mM, NaV04 200 µM, leupeptina lmg/ml, antipaina 5mg/ml, 

aprotinina 1 Omg/ml, DTT 0.5 mM) durante 30 min a 4°C en agitación. Los lisados 

celulares se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se conservó 

para su análisis subsecuente o bien para inmunoprecipitación. 

4. /111111111oprecipitados 

Como resultado de la activación, los complejos inmunes presentes en los lisados celulares 

de células activadas se eliminaron por incubación con 20 µl de esferas de Proteína A 

sefarosa a 4°C por 1 h. La mezcla se centrifugó por 10 segundos a 14,000 rpm a 4°C y el 

sobrenadante se incubó con el anticuerpo indicado en agitación a 4°C. Después de 2 h de 

incubación con el anticuerpo primario, se adicionaron 20 µl de una mezcla 1: 1 de proteína 

A sefarosa 4B:PBS a los lisados y se incubó por 2h adicionales a 4°Gy en agitación. Las 

esferas se lavaron dos veces con TNE-T (Tris/HCI 50mM pH 7;5, NaCl 140 mM, EDTA 

5 mM, Tri ton x 100 1 %}, dos veces con TNE (Tris/HCl 50 mM pH 7:5; NaCl el 40 mM, 

EDT A 5 mM) y una vez con agua bidistilada. Los compiejos inmunes asociados a la 
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Proteína 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 p-mercaptoetanol), para Juego ser separados por electroforesis en geles de 

poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE). 

5. /111111111oblots 

Las proteínas se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 

de 0.22 µm previamente humedecidas en buffer de transferencia (Tris/HCI 48 mM y 

glicina 39 mM, pH 7.4). La transferencia de proteínas a la membrana se realizó a 120 

mAmp por 1 h, utilizando una cámara ele 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 lh a temperatura ambiente {TA). Posterionnente, 

las membranas se incubaron con el anticuerpo correspondiente, por Jo general a una 

concentración de lµg/ml diluido en TBS-T por 1 ha TA o toda la noche a 4°C. Después 

de lavar las membranas tres veces ( 1 O min c/u) con TBS-T, se agregó el anticuerpo 

secundario acoplado a HRP a una dilución de 1 :5000 en TBS-T. Por último, las 

membranas se lavaron tres veces con TBS-T y se revelaron por el método de 

quimioluminiscencia (ECL, Amersham), el cual es un método no radioactivo que detecta 

la luz emitida por Ja reacción de la peroxidasa con su sustrato en presencia de luminol. 

Los fenoles presentes en la reacción aumentan la intensidad de emisión luminosa de las 

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

6. E11s"Yº de ci""""" i11 vitro 

Para realizar los ensayos de cinasa, los complejos inmunes se purificaron a partir de los 

lisados celulares adicionando 20 µl de proteína 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 l 60mM, MgCh 5mM y MnCh 5mM). Después, los complejos inmunes se 

incubaron con 50 µl del buffer de cinasa por 30 mina TA en la presencia de 20 µM de (y-

32P) ATP y enolasa como sustrato exógeno cuando se indica. Al finalizar el tiempo de 

incubación, los tubos se centrifugaron a 14 000 x g por diez seg, se tomó el sobrenadante 

(50 µl) y se le adicionó un volúmen 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 a!:,rua antes de 

agregar 20 µI de buffer de muestra 2X. La muestras se corrieron en geles de 

poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La cantidad de 

proteína presente en los distintos carriles se evaluó con una tinción con azul de Comassie. 

y los complejos inmunes se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. El grado de 

fosforilación de las proteínas se evaluó mediante autoradiografia, y en el caso de las 

membranas de nitrocelulosa se realizaron ensayos de inmunoblot cuando procedia. 

7. Recubrimiento de esferas de latex polistire110 con anticuerpos 

Una suspensión acuosa de esferas de polistireno al 2.5% se mezcló con una solución de 

glutaraldheido al 8% durante 4-6 horas a TA. Las esferas se lavaron dos veces con PBS y 

se incubaron con 200-400 µg de LIO (anti-CD43), OKT3 (anti-CD3) o RaMIG. La 

mezcla se incubó toda la noche a TA. Las esferas se centrifugaron por diez minutos a 

12000 x g y la pastilla se resuspendió en 1 mi de ethanolamina 0.2 M para bloquear sitios 

inespecíficos. Después de 30 minutos de incubación, las esferas se centrifugaron por seis 

minutos a 12000 x g y se resuspendieron en una solución de BSA. La suspensión se 

incubó por 30 min a TA. Finalmente las esferas se centrifugaron por seis min y se 

resuspendieron en 1 ml de buffer de almacenamiento. El greado de unión del anticuerpo 

a las esferas se determinó por citometría de flujo (Fig. 20) 
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OKT3 

~ _____ .,..._ ""'-"""-·--:;.--

Fig 20. Pe1fi/es de citometría de flujo de esferas recubiertas con LJO (A), OKT3 (B) o 
RaMIG(C) 
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8. /1111111110ti11ció11 y microscopía co11focal. 

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

anticuerpos anti-CD43, anti-CD3, RaMIG o BSA, en una relación de 1 :2. Después de 

centrifugar la mezcla células-esferas por 5 mina 700 rpm, los conjugados se incubaron a 

37°C por diferentes tiempos. Las células se fijaron con parafonnaldheido (PFD) al 2% a 

TA por IO minutos, posteriom1ente, las células se incubaron por 1 h a 4°C con solución de 

FACS (PBS, FCS 2% y NaN3 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 1 O 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 láser de krypton/argon (Bio-Rad) acoplado a un microscopio 

Axioscopio (Zeiss, Gennany) 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 Función 
Actina Proteína estructural del Rearreglos del citoesqueleto 

citocsquleto 
CD2 Molécula de adhesión celular Adhesión celular y 

cocstimulación 
CD4 Co-rcccptora Cocstimulación en linfocitos T 
CDS Glicoprotcína de superficie celular Regula la activación celular 
CDS Co-receptora Coestimulación en linfocitos T 
CD16 Receptor de baja afinidad para IgG Media la fagocitosis y 

a!,.>regadas cototoxicidad celular 
CD26 Glicoproteína transmembranal de Protcasa de membrana celular, 

tipo 11 activación y adhesión celular 
CD28 Co-rcccptora Cocstimulación de linfocitos T 
CD38 Glicoproteína transmembranal de Participa en la síntesis de ADP-

tipo 11 ribosa ciclica; proliferación 
CD45 Fosfatasa transmembranal Necesaria para la señazlición a 

través del TCR 
CD56 Molécula de adhesión celular Adhesión celular 
CD71 Receptor para transferrina Activación celular 
Cbl Proteína adaptadora (citosólica) Regula negativamente la vía de 

señalización del TCR 
Csk Cinasa de tirosinas Regula negativamente la funcin 

de Lck y Fyn 
Ezrina Proteína del citoesqueleto Media la asociación de 

proteínas de superficie con el 
eitocsqucleto de actina 

ERK 1/2 Cinasa de tirosinas y treoninas Fosforila factores de 
transcripción 

Fak Cinasa de tirosinas Participa en rearreglos del 
citocsqueleto y adhesiones 
focales 

Fyn Cinasa de tirosinas Fosforilación de los IT AMs y 
otras proteínas 

Galectina-1 Lectina tipo S Adhesión celular 
Grb2 Proteína adaptadora ( citosólica) Regula la vía de MAP cinasas 
LAT Proteína adaptadora Participa en la señalización 

(transmembranal) intracelular 
Lck Cinasa de tirosinas Fosforilación de los IT AMs y 

otras proteínas 
Lyn Cinasa de tirosinas Señalización intracelular 
Moesina Proteína del citoesqueleto Medía la asociación de 

proteínas de superficie con el 
citoesquelcto de actina 

1us 



NF-AT Factor de transcripción Regula la transcripción de genes 
para citocinas 

NFKB Factor de transcripción Regula la transcripción de genes 
Para citocinas 

Pl3-K Cinasa de fosfoinositodos Señalización intracelular 
PKC Cinasas de serina y treonina Señalización intracelular 
PLC-y Enzima de fosfolípidos Degradación de PI 3,4 P2 
PYK-2 Cinasa de tirosina Rearrcglos del citoesqueleto 
Ras GTPasa Activa a ERKl/2 
Rae GTPasa Rearrcglos del citoes4ucleto 
Rho GTPasa RcmTcglos del citocsquclcto 
Shc Proteína adaptadora (citosólica) Señalización intracelular 
SLP-76 Proteína adaptadora (citosólica) Señalización intracelular 
Sos Factor inh.:rcambiador de Activador de Ras 

nucleótidos <le gunaina 
Vav Factor intercambiador de Señalización intracelular 

nucleótidos de gunaina 
ZAP-70 Cinasa de tirosinas Señalización intracelular 
Zvk Cinasa de tirosinas Señalización intracelular 

1ü7 
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1 
CD43 is nn abundan! cell surfacc slalogl~·coprotcin lmpllcatcd in hcmopoictic ccll adhcsion and actlvatlon. Cell stimulatl~n 
through CD43 resulls in rocruitmenl of differcnt signaling protelns, includiug members oí thc Src ínmily kinascs, Syk, phospho· 
lipa se Cy2, the adapter protcin Shc, the guanlnc nucleotidc eHhangc factor"ª"• and nctlrntion or protcin klnase c. In lhis study, 
\le rcport lhat in human T l)'mphoC)'ICS, lhe {-chain is part ar lhe CD43 signnling pathway. Upan CD43 engagcmcnt, the {-chain 
\\llS t)·rosine-phosphC1r)·ll1lcd, generating dorking siles for t~·rosine-phosphorylated {·assoriated prolein ar 70 kDa nnd """· In 
'itro kinase assa~ s suggcslrd that ~-assorialcd protcin oí 70 kOa rould acrounl for the kinasc artivity associatcd with thc !:'-chain 
follo\\ing CD43 engagcmcnt. Cross-linking CD43 on the surface oí thc Lrk-drficient .JCa~l.1 cells failcd ro phosphorylatc the 
~ªcha in ancf assorialcd protcins. suggcsling thar Lck is a kcy l'lcmcnt in lhc CD43 signaling path\\ay lcacling to~ phosphorylntion. 
CD""3 cngagcmcnt wilh heads contcd \\ ilh anfiaCD43 mAh rcsultcd in conccntration of thc '-chain toward thl' hcacl attachmcnt 
silc. but inll•rcstingly. thc clislrihution of thc T ccll AR n·ccplor complc' rrmained unaffectrcl. l~C'cruilnH.'nt of thr ~-chain through 
CD-43-mcdfntcd signals nas nol rcstrktcd to T lymphocytcs becausr pho'>phor~·lation and rrdistribution of thc '-chain was also 
ohsened in :\K cells. Our results pro\'ide l'\'idcncc that the l:·cbain íunctions as a scaffold molcculc in thc CD43 si¡:nallng pathway, 
fa\·oring thc recruitna·nt nnd formalion of don n!t?Tt'am ,;g'mding romplt:tt! in,·oh·ttf in thr CD.f.J .. mrdittr<-d et-U 11ctfrarion of T 
l)mphocyt<'S and othcr leukorytcs such as :'iK cclls. Th<' .ln11mal <!f /111111u110/o¡:_1', 2003, 171: 1901-1908. 

T c1 t'\ l'ke an rffc.·('ti' l' 1111munc n.~:-:.p."'n:-r. T lymrlwcytes 
fl':--p~H1d to a 'ariL·t~ ,1f ~ignals gcneralt.•d by (lirt.·~cptur 

nwlt.01.:"uh .. :~. in additil1n h1 tl10se lif the T ~l'il Ag. rl'Ct.'plor. 
lnll'gratil111 llf that informalil1n "ill rl''.'>Ult in a parti~ular intra~d­
lular ~ignaling 1..·as\."aJl·, ultimatl'ly ll'ading to a fülly diffcrcntiarl!d 
l'fft·..:'!(1r T 1..'l•ll. CC1I'l'l'l'J'll1f nwlc\."ult.'~ prl1\ idt.! the cells with thc 
cara.:ity {(l dis.:riminatl' thc- i...'Oilll'~l in\\ hkh Ag is presc:ntcd, n.·g· 
ulating T 1..·l·ll-:\PC inll'ractions .'.\S ''di as thc thrt'shoid for T cc.~11 
acti\ ation. In addítion. signals gcnl.!rnti.:d through tht.-se m0Jecules 
modulate other focc•ts of thc T ccll response such as ancrgy or 
opoplosis (f. n 

In conjunction with the COJ ")'·, ¡¡., t-<:hains. the ;-chain con­
s1itu1cs lhe signaling arr:irattJS nfth(' TC'R. HoweH·r. usagc ofthc 
~-chain is 11~'1 íl'Strictl'<l to tht.• ·1 CR-CDJ ~ignaling pathway. Co· 
rcccpwr nwkcuks, such as CD2. CD4. CD5. CDS. CD 16, CD26, 
CD45. CD3G, and CD7 I ( J-1 Ol li:I\ e h,·cn found to as'ociatc with 
tlK· CDJ-? \."lllllpk.\ as w1.•JI as "ith lll('mbers of rhc Src famiJy 
kina~es sud1 as Lck <llld F: n as part l'f thdr signaling pathways. 
Th1.• intnt\."l'llular (k1mains lif (-d1ain includc a signaling motif 

•1n-iuu10 de B101t'~·1h1l,..,¡,:ia and 'Depan=im~nto de ~fcdicm.a ú.pcrimcnta.L FacWud 
dr' \k.111.·ma. l 

0

rll\l"f'.,,fad \"a,1on&l Autónocr..t de ~H:11'-º· Cuc:ma.\·ai:.1, \forelos, 
\ln1.-o 

Re:l'l\t:d ÍN puhhc:t11.:in \larch f7, WO.l. Ac:l•ptcd for rubhcauon June 17, :!00.l. 

Thc c0s1~ ofpuhhca11on tifth1s anick "l'fc Jdra)ed m part h~ L~e r-:i~ ment of pa~c 
..:hll¡..'l'S.. Th1s. an1dc must tlu:rcfort: toe hcn·h) mar\.eJ ¡.;d1·u11!011t''1l m a..:.cordru1ce 
w1th 1 S L'.S (' Scc1i0n l /.14 '0kly 10 1nd1c.ltc: 1h1s fa.:t. 
1 llds "01j,; \\a~ surponl·d h~ 1-'rams fr1'rn D~ción G~neral de Ap.J~o para el P<"r­
s1•nal Acadl·rn1..:o l 'ni'l'cr,1d.11.J "\ac1,~n.1I \u1éinorm cf.c: ~''°·'ico and Con5l'JCI ~a...:mnal 
ck Cll'fl..'.Lól) rl·.:110k·~ia \k\1.:<I \1.l'. C.-\f. .. u lhc rt.'\;1pu:n1 ofw:hol.a.nh1rs from 
C1111~1."jo ''a..:w11;1I de C11:n..:1~ ) Tt'\.:n0h1t:ia and D1rc:'\'.c1ón Ci~ncnl de E'~ludios de 
l'l'~l-'rad0 l '111\l·r..1tbd ~·<a..'.1t1n,1l ..\u1fln0rna tk \k\1.:n 

: Cunen! ;addrt'\\' lll'flanrncnt of \1cd1cmc. 1.'ntH-rrny "f \·ermon1. GJ\'l'n Hu1ldill1-' 
C.121. Hurlmi:1011. \"! 0.5·H1.\. 
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Biolccnolol!ia. L:nhcrs1dad :\'ac1onal Au16noma de Mb.1co, A¡iartado Postal 510·3 
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calkJ immunorc.·ccphlT t~ rn:'inc-ba:--t.•d al..."tivation motif ( ITA>1 r' 
that C(1111pri~cs 1he C(llbt.'11'.'>LIS ~L·t.¡w.:nce Yxx (L.'J),, " Y.\.\(L/J) 
( 1 1 ). Tht.• i.:ytoplasmic tail of thc ?-clwin i.:onlains thrl~c IT..\Ms 
\\ilh six r~rosin.: phosph~1rylation sitcs. Lck und Fyn ar.: rcspon­
sihlc for phosphorylation of thc l) msinc re>iducs within thc 
ITA~ls of thc ~-chain. crcaling binding sitcs for thc S) k family 
kinase mcmbcrs. ,.as-c•cialcd prolcin ,,f 70 kDa (ZAP· :'O) anJ 
Syk. Once ZAP- 70 is rccruitc-J to thc phosrhol)la1cd IT A.\ls, il is 
activated following plwsphorylatic•n hy Src family kinascs (2), 

lcading to thc re...:ruitmcnt of adapter protcins and cffc~tors en· 
zymes, such as linker for octivation of T cells (LA T), Shc, ¡;rowth 
factor bound protcin (Grb)2. phospholipasc C (l'LC)")', Vav, and 
Src hnmology 2 domain-containing lcuJwcytc proll'in l'f i6 kDa 
(SLP-76) (12). 

CD-n is a :-ialoglyc0protein C\J1íl':''l~J 011 thc surfa¡;c of ali he· 
mopoiclic cells cxcepl CI') throcytcs ( 13 ). ll is a mcmbcr of thc 
gm" ing family of cell surfacc-a.<sociated mucins, which are char· 
acterizcd t'iy thc prt.~encc of c\trnsi\'c O·linked glycm1 o;;;uhstitu· 
tions and an elongated >tructur" ( 14, 15 ). This abumlant gl)•cop­
ro1cin sccms to play multiplc r0Ics in rcgulaling lcukocytc 
migration and activation. Duc to its extended strucrurc that pro· 
trudes 45 nm from the cell surfacc and its highly glycosylatcd 
naturc (16), it has bccn proposed thal CD43 con,titule's a lirnc­
tional barricr thal negali\'cly alfocls T ccll intcractions and func· 
tions. Lymplwcytes from CD43-dcficicnt micc wcrc reponed 10 
ha\'c cnhanc{'d rolling and adhcsi''" in response to chcmotactic 
stirnuli, as wcll as incrcascd in \'itro prolifrralion ( 17-19). l{ow­
cvcr. using the samc modcl, rcsulting of thcir i1rnbili1y 10 emigra te 

• Ahhre\·ia1ions uscd in lhis papc:r: 11 A!\1, immu11orecl·p1or lyro~inc-ha~cd acti\'ation 
111011f; ZAP· 70, ,.associa1cd protcm of 70 l.Oa; L\T, hnl..cr fot acti\'alion of T cclls: 
Grb. gro'o'th factor bound protein; PLC, rhmpholi¡l<lse ('; 51.11·76, Src homol0~y 2 
domain·containin¡; leul.:o;;y1e pmlcin Clf 76 l.Oa; ~1APK, milOl!Ch·ac1iva1cd prolein 
kinasc: GEF, ~uaninc cxchan~e factor; l\'K, in \'itro l..inasc assay; TC, tricolor; 
RaMIG, rahbit anli·mousc JgG. 
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oul oflhe vascula1urc, co43-'-1cukocy1cs wcrc found lo havc an 
impaircd capacily lo infillralc tissucs (20). 

CD43 can acl as a corcccplor mokculc on T cclls, indcpcndcnlly 
of CD28 cxprcssion (21 ). In human T lymphocytcs, CD43 cngagc­
ment leads to tyrosinc phosphorylation and r~-cruitment of thc Src 
family kinascs Lck and Fyn to thc cytoplasmic lail of CD43 (22, 
23). CD43-spccific activation of T cclls also results in lyrosine 
phosphorylation of thc adapler protcins Shc and SLP-76, promot­
ing thc fonnation ofthc macrcm10!C"1:ular c0mrlcxes Shc/Grb2tVav 
and Vav/SLP-76 and acti\·ation of thl· mi1ogcn-activatcd pmtein 
kinasc patlrn.ay (~4 ), ultin1<1t1.·ly TL'gulating gene L'.\pT1..-"Ssion by rc-
1.:'ruiting transcriptiun fa1.:turs Slll:h a~ .:\P-1, .'f-..\T, and :-.:F-KB 
(25). T0 gt.'nl'T<itc intrac1..·llular signals. CD43 rt.•quin:s its intr~icy­
lt'plasmic domain C~l1). CD~3 ;ibl) 1r;ms .. lu1.:l'S signals kading to 
Jcndritic i:i:ll maturatiPn (27J >lll<l a...:ti\ali~)n of SK ct...•11!- (28). In 
imnrn1urc hL"mopnil'tic ü•lls. CD-U ~ignals "L'rl! t(lunJ to ini.:rL'il'.'<it..' 
thc plw::-ph1..1r;. Jatilln llÍ tht:' I~ rn:>.illl' ~ina~l."S s~ k anJ Lyn ( ~Q) as 
wcll as tlwt 0f PLC.,·:! (.30). H1..ml..'\('r1 the nll'i:h:misms thwu~h 
which CD43 lca<ls to thl.'se en.-nts are partially undcrst0od. 

In this repon, wc dl.'nwnqratc thal in m1nnal human T lympho­
cyh:s as well as in Jurkal i:l.'11~. CD43-'.'<ipL~i:ifk signJls n:sult1.:J in 
tymsine plwspiHlrylatiPn flf thc ?-1..·Jwin. kadinp h1 thc subsequ1.:nt 
association of tyT('Sinc-plwsplwr;. lated ZAP- '"70 anJ Vav 10 thc 
'-chain. \1l1T1..'ll\ c.·r. CD-0-111cdia11..·d ~ign.1ls indu .. ·1..·d L.:k and Fyn 
kinasc a.: ti\ ity. (\,n:-.i:-11..'nt with this. rcsulL'> l,f e:t.pl!rimcntli ú--in­
duc11..•d in JC"'a\1.1 ce.: lis, a -.·l.'!J linc (.h:ticicnt in L1..·k l'\pTL'S'.'<iil11J ( ~ 1 ) .. 
su~i!L'St1 .. ·d that lD-l.1-dcp .. ·nd1..·nt 1: Tl1sinc.· pl111:-rh••f) lati1..in llf thc 
'-i.:hain and a ... :-0.:iatiPn 11fZ .\P-:n anJ V;n to 1111..• ;-.:hain WL'TL' al! 
dc.•Jk'lhh:nt 1..111 th1..· pr1.•:-1.'lll'L' ,1f l.lk. By 1.·.:·nf.,1-.-al m1.:r .. -·s1..·opy. \\e 

sho\\ that th1..· ?- .. ha in \\as r1..· .. ·ruitt:d 1(1 th(' c0n:aL't ::.itl'S bl.'tWL"l'n 
hlllllJtl T I~ mplh•...-yti..·:-. ;111J bcJJs (ti.HeJ \\ ith a m.-\h sp1..•.:1tic for 
CD43. lnlore;iingly. rcdimihution of the CD3 wmplex \\JS un­
afft..·~tcd in fl'Spc1n~c to CD43 ligation. Rc.;ruitmc:nt of thc ;-chain 
through CD-l)-1111.:düucJ :'ig:nals \\<.b not rcstricted to T lymriho· 
cytcs bt.'Cuusc phc:'ph0f") l:itil1n and redistribution of thl.! i;'-chain 
was also obscrY~d in SK cc:lls. Takcn togethcr, th~c data sug.gt:st 
that thc '-chain pankip:itcs as a kcy component in the CD43 sig­
naling pathway in T lymph•'") t.:; and oü1cr leukoc) tes such as SK 
ccll<. 

:\latcrials and :\Iethocls 
Rcagcnts 

L 10, an l~GI m.-\b that íl'C\'~ni1cs CD~~ ( 13-l. and OKl 3 (anti-CD3, lgG::~ 
.\mcn.:~n r~pl..' Cullun .. • Cl•llt.·1..:tion. \tan:1:-~a~. \',.\l \\ere.· c:ithcr punfied 
fr,1m ascih:s on pr .. ,tcin :\-Scph.:uosc columns e.ir U!\1..·d as as.:itcs. 306 is a:i 
lfGI m:\b that u.·.:ligniLc:s thc \·p7 protein from human rota\·irus ():!). 
Rabhit anti-m0u~c l!;G (Ra\11G) wa5 gcncratc:d 1:-.y rcpcJtcd immuniz.:nion 
with putificd mou5c lgG Jnd anti-mou~c lgG lgs wcrc alfimt) purifü:d.. Thc 
<tnli-?-chain, anti·?·FITC anti-p?-chain, anli·Z..\P."':'Q, and :utti-\'a\· Abs 
\\C.'rt: fmm ~:rnta Cruz Bi01cchno\,,t:Y 1Santa Cnv, C'A). Thc anti· 
phn~ph\11; W5inc ~G l O \\as from l 1p5L3lc lli~1tccllnol0g:y t L.ake Pfacid. 
~:Y). The nnti-C'D3 rricok1r (T(} and .i.:iti-C0-13 PE \\Cre frC'!m Cnlt:u! 
Lah(1r.ifí1ric!' t Burhnfamc, CA). Thl· p,1]~ d0nal ;mti5('r.! dircctcd a¡;ain~i 
Ld and F:n \\t!rc a ¡;ift frcm1 Dr. C. Rud,-J (Dana-Farhc:r Canccr lns111utc, 
B1.1!-f,1n, ~1A.). P .. 1!~ ... tcrcnc !ah:' mi.:rli.~phc:rcs (.l .. µm diamctcr) wcrc pur· 
..:ha.H·c.l frnm Poly~icnce~ ( WarringtCln, PA ). and mAh!' \\ c.·rc C(\Uplc:d (m 
lhc surfacc llÍ the bcad a..:cmJing. to thc manufa.:tun:r'~ ;>r1..1wc...11. 

Ce/Is 

.lurL11 and JCa\1.1 cclls \Hrc cullun.·~i in RPMI 1640 (Jh'Clonc Labora-
10nl's, Lo¡;¡in, un !-UppJc.omcnlt'd \\'Íth 51>¿ res ( HyClon"c l..aboratoril'S) 
and 5 11 o bo' inc ircin ~upplcmcnh:d calf ~c:rum (HyCJonc Laboralories). :: 
mM L-glutaminc (~igma-Aldrich, St. l.üuis, MO), 50 Uíml pcnicillin, 50 
µ~:/mi :;trcpwmycin, and 50 µ~1 2-!\fE. Human pcripheral blood T cclls 
werc isolatcd fn.nn hcal!hy adult donors by Ficoll-Hypaque gradicnt ccn­
uifugation. Thc huffv coal was washcd thrcc times with PBS and rcsus­
pcndcd in surrll·mc~11cd RP~11 1640. Adhercnt cclls werc rcmo\·cd bv 
plating lfll' cclls on!O 100-mm Pl·tri dishcs (4 X 107 cclls'platr:) forat lea;t 
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2 h at 37ºC in a 5% COi atmosphcrc. Nonadhcrcnt cclls wcrc collcc1cd and 
Joadcd Cln nylon wocil columns prc-cquilibrated with supplcmcntcd RPMI 
1640. Thc rcsuhant purifil'd cells wcrc predominantly OKT3• (>8~) and 
Lto• (>95%), ns dctcnnincd by FACS analysis. NK cclls wcre isol.a~ by 
ncgali\C sclcc1ion using a NK Ccll lsolati0n kit (Miltcnyi IJiotcc, Aubur,n, 
CA). Bcforc: activation, ali cclls wcrc arrested for 24 h in RPMI 1640. 
i;upplcmentcd with 2% FCS. 

Actil ation nf ce/Is rmd imm1moprccipitation 

Purifü:d T lymphoc: tc:s, Jurkat cc:lls, or NK cells (2 X 107
) wcrc incubau.·d 

m O 5 mi (lf cold RPMI 1640 for 15 min at 4ºC with LIO, OKT3 1 or 
anti·C"'Dl6 ( 1 500 dih11inn of 3!-Citc:s or 4 µg 1ml purificd lgG whcn indi· 
calc.:d). AdJ11ional i.:r,155 .. Jmkinl! w;1~ a..:h1c\ c.·d wi1h R:1MIG (4 µg/m\), aJlcr 
"hkh n·lls \\ere.· J('tivatcd h) mcub:iting 1hcm at -y.7c("' for thc indica~·d 
r1..·11,,,h. lif11me. C1..·ll~ \\ere tht·n 1):-t•d in ~5 m\1 llEPES, rl-1 7.~. l:'O m~1 
S°<1CI, 1 :' m\1 \h!l'I~. O.~ m\1Ul1 :\. O . .:'ºn (\ ') Tnwn X-lOtl. 0.5 mM 
IYIT, ::o rn\t ,G-gl:~cr,-irh{1!'-phJ1c, J m~1 ~;'1\"0-1,; m\1 ~aF, 4 m\1 
P\1~F. 1 µ~mi lc.·upcptin. 1 11~ 1 ml apn1tinin fi.")r )0 min Jt 4~C. L~~at1..•s 
\\Crc f.pun al 14,(i(IO :.( e 1'11r J(I rnin ;:•! 4r·(' ami ~upc:ma1an1s \\ere pr1.·­
dc;m·li \\ 1th pn'tcm A-S1..Th>lr,,~c: f1.1r 1 h JI ..;ce bckin: in1111unl1p11..·.:1p11a­
t1un \\ 11h thc mJicatc.:J ,\b f1.•r ~ h 1.,r .,wcmii;.ht at 4ºC .. lmmun.c complcxes 
\\c;:rc hanc~11:J wi1h pr01cin :\-ScpharCl!-C for 4 h at 4°(' and \\J~hcd l\\ÍCC 
"i1h T:\E- f (150 m\1 SaCI, 50 m\t Tris, pll 7.5, 5 m\t EDTA, lºc (\,'\) 
TritC'n X· 100), om:c "'ith "f !\:Et 150 m\1 ~JCI, 50 m!\1 Tris, pH 7.5, 5 mM 
ED r :\) and Clnce \\ ith !~:º· lmmunl1prccipitatc:d prNcins \\ i;:rc íC5Cll\ ed by 
SOS-PAGf. :ind immunoH011ed. 

lmn:11noh/u1ri11g 

Prntcll"' .. '- "en: tra.m.fcrn:J 1'• U :1-µm nttr1..xc:llulo~ membranc~ 1 B10-Rad, 
R1.:hnh'n .. i. lºAl, bJ1,.:kc.•J \\Jlh 5r'o B~.-\ Pf ='º1• ncinfot 1111H, in ·1B~-T t:'O 
m \1 f HS. rl 1 -.~. i • l 1:;

1
•" 1 \\ n·n :l.•l ar.d 11h:ul~~ll',! \\ 1th thl· rndic:itc: .. t Ab 

d1hitt»~ 1n l H~-1 .-\ftc:r 1hr1..·1..· \\;l,~c: ... \\ ith I"BS- T, mc:mbr::in1..·~ \\Ct1.• incu­
hJh .. · .. l \\lth lhl' •1rp,•¡'nJtc: .. c:..:•·r.d .-\b ._.\'l1plL· .. l 10 llRI' Jn,t pr .. itcin.5 \\Crc 
\l"'U:1l11d b~ l.l L (:\m1..·r!-!1Jm Ph:irm:ii.:1;1 Bi~·t .. ·.:h, ihH:krni;l::.i:mhirt.·, 
1 · K l. fvlh'\\ rn¡; tlh~ in.1!1l:faL"'.l:rL'r·~ 11::-tnh·lwr.~. 

In \·irro J.ina.\C c.J.\.'ª.\ s t 11 ·1.:.() 

ror J\'Ks.. Lck. Fyn, N thc ;-t.:h.1.in \\ c:n.: prt:c.ipitalcd ílS di:~ri~i.:d abO\"C 
.1nd immunc.· CClmrlcu'!O \\ere wa~hl"<i h\"JL:C: "irh c0ld T!"E-T, c;-ncc with 
T~E a.nd 0nce \\ ith kina'tc huff"..:r (::O m\f Hí.PES. rll íA. 100 mM !"aCI, 
5 m\1 ~.1¡;Cl:, 5 m\1 \1nCl:l· Bcads wi..·rc thcn incubatcd at 3occ for 20 
min \\ ith 50 µf t"'lf 1hc samc i.ir.a"I.!' hutfl.'r containing 10 µC"'i l ")'-•;rJA TP 
(30(fJ C1 mmlll; ~F~ L1fe Sc1cn..::L.'!', l30!-10n, :>1:\) and 5 µg l'f cnlila!'e, as 
no~l.!'no~ ~ub:-.tr.llc. Thc sup .. ·rnalant \'ª"' n:ccncrcJ and mi.,cd with an 
equal 'olumc 1..1f ~-< loading buffer anJ be.a.i"l \\C'rc wa~ed as dcs.:ribed 
ah<'\I.'. l'wtcin!- \\l"fC a.· .. 1"'lhcd h\ SDS-P.\CIE and trnmfcrrcd lll ni1rocl'l­
JuJ,15c mt·mhranc~. Ra .. 1H.'!Jhl'll·,i rrl•1c:ins \\ l'TC: ... 1 ... uali!l'J by \·íJY film 
nrr,1~urc:, an..J intC:flllly nfpHlll'ln rh1 1 ~ph,"'lf}]alil1n \\;¡<; quantilak,i \\llh a 
rluN-S ~fultdma~l.'r tH11•-Rad) 

Conjugare fOrmutirm ,mJ imm1mc!rluurt'.\Ccncc 11úcrO.\c opy 

Cc!Is "ere m1,cd "uh Ah-co"1ted late., bc;ds ata l:l ratio. After c:cntnt· 
Ub'.Jtic•n for S minal 100 A .g, thc ..::c\1-bcad mi>.turc was inc:ubatcd ~t 3¡:c, 
5c.ó CO: for thc indicatcd pcnPds oftime. Cc:lls w~rc fi:\ed with 2ºó p:i.ra· 
fonnaldeh~ de at n 10r.i. tcmpl'rJturc, pcrmcahilized for S min wi:h O.G5°:o 
saponin in POS containing :!% FCS and staincd for 30 min \1.·ith anti·' 
FITC, anti-CD43-PE. or anti CD3-TC dilutcd in PBS/2''• FCS. Af1cn•:>.,h­
ing r.i. ice with PBS, ..::clls \\CTC mr.untc:J Cln glass slidcs. San1pfi:s wcre 
llbscn cd undcr :in MRC-600 confrx:il 13....~r ~anning system equipred with 
a J...rypwn 'ar¡;(1n la!-cr ( Bio-Rad) Cl1uplc:d lo an A.\ioscopc micrci!-copc 
(Zcis5, Ohl·rkc1chc:n, Gc:nnan~) \\ ith a Plan>.:cofluar 40X (apcrlurt: O.i5) ur 
a Plan:\p1..1chrom~I 63 X \\' K1..1rr (apcrtur1..• 1.2) ob.kctÍ\C, 

Rcsults 
CD43-mcdiatcd signals induce r/;c tyrosinc plzosphorylntirm r~( 
the C-chain 

Wc havc previously shown lha1 CD43 ligation rcsults in lhc ty­
rosine phosphoryla1ion of thc adaplcr prolcins Shc, SLP-76, lhc 
guanine cxchangc factor (GEF) Vav, and mcmbcrs ofthe Src fam­
ily kinascs such as Lck and Fyn (23, 24, 33). In T lymphocylcs, 
recruilmcnt of most of lhcsc molcculcs is dcpcndcnt on lyrosinc 
phosphorylalion of lhe '-chain, a wrgcl mol<-cule lhrough which 
severa! corcccplors havc bccn found lo signal (3, 6, 9, 10). Wc 
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investigated whethcr CD43 also recruited the {·chain as part ofits 
signaling pathway. Jurkat cclls wcre activatcd with the anti-CD43 
mAb LID for diffcrcnt pcriods of time and panicipation of tho 
,.ch<1in in thc CD43-signaling pathway was cvaluated. Comparcd 
with basal lcvcls, CD43 ligation augmcntcd tyrosinc phosphory­
lation of thc {-chain in a timc-dcpcndcnt mann"r, as \'isua1iz<..·d in 
the l'-chain i1nmunoprecipitatcs (Fig. l.·f. /ancs 1-5); maximum 
phosphoryl~ttion lc,·1.•ls ''ere rcacht.--d within 1 min of stimulation 
and <.k~rcascd aftt.T 5 min. ~l) pJrtil·ular eff1.·1.:I "as dctcc1cd whcn 
incuhating thc ..:el Is with thc irn·ll•\ anl Ah (3D6, lgG l) for up to ~O 
min; in C".,pt.:"rimcnts shcn\n herc, ¡,:t:lls \\Cf1.." tn.·~1tl·d ''ilh thc irrcl­
C\'ant mAb for 1 or S min. In adJ1tion to phosplwrylation of thc 
{-chain, CD43-dcpcmh:nt signals r<.."5ultcd in cnhanccd tyrosinc 
phosphorylation of Jdditinnal protL"ins that copn .. ·cipitated with thc 
,.chain. Prcdo111inant-ass0cia1cd protcins had m01L-cular masscs of 
70 and QS kDa. As '"·as 1hc case fr1r thc '-chain, ma\imal phos· 
phory)aticm ofthc5L' l°·Chain-associat1..•d rri:1tcins was 0b~C'í\'L-d aftcr 
1 and 3 min of stimulation. rt>sp1..'\.·1i' l'ly .. Phl1sphl1~ btion ('f thc 
05-kDa pn1tl..'in was \ 1..•ry 1ransi1..·111 (at ti mi..' J min) '"hile 1hat ofthc 
70-kDa prot1..·in ''ªs !-.U:-.tain1..•d frir up hl 5 min ti.'lll1\\i11g CD-t3 
1..•ngag.1..•1111..·111. dt.•1..'rt.•asing tht.'rl..'afkr. º' t.:rnl l. thc~l' da1;1 sugg1...·:-.t th<1t 
CD·B-mcdiatcd signals arl.' hi).,'.hly rcgula1...-d. 

By bk,tting \\ith anti-\'a' .-\h.-.. w1.: ú1nfinn1..·J that tht.: Q5-k[)a 
phosphopn1tl'in as~t1i..:ia1t."J '" ith thc ¡-1.'.hain aticr _\ min of CD-D 
1.•ngag.1..•1111..•nt was \';,.1v ( Fi_g. 1.-0. a ffillff'l"Ult: that i~ rywsine"-'ph0s· 
phorylatcd in rcsp0nsc 10 CD43 cngagcmcn1 nn human T lympho· 
cytcs (24 ). Z.-\P-iü has b1..•cn rcront.'d as b1.•ing an ('SS1..·ntial mole-
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FIGL'RE l. CD43-mcdiated siynals induce ;-otiain phosphot)lation.Ju­
rkat tells (2 X 101

) (.4) or human normal r•riphcral T lymphocytcs (B) 
\'ere ~timula1cd as dcscribcd und1.·r ,\faraials m1d .\fcrhods with anti·CD43 
L 1 O mAb for thc indicau:d times al 37"C.. Cdls \H·rc lyscd and prcdcarcd 
l)~l!Cs wcrc immunoprccipit:111:d (IP) with anli-;-cha!n m:\h. lmmunc 
cClmplc\cs \\c.·1c rcsoh cd hy SDS-PAGE, tr<Jn~fcncJ lo nitroccllulosc, and 
suhjcclcd to immunohlll1tinf! w1th 1hc ar.ti-pho:-.phPI) ro~inc (anli-PY) mAb 
.tG 10 ll''.ti panel). ~kmhrancs "ere u:p:c1l'i1.·J \\ ith :.inli-;·chain, anti-ZAP· 
70, or anti·\'av Ahs. ~1igratiun of moll"cular ma~s marhrs is indica1cd. 
Data !-ho\1.·n urc t1.:prc~L·n1ati\ e l'Í at il::.iM ÍI\ e indcrL·ndcnt C\pcrimcnts. 
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cule far carrying downstream signa Is from thc l-chain. Blotting thc 
membranc with ami-ZAP-70 Abs rcvealcd that thc {-cha in im· 
mune complexcs isolated from CD43-stimulated Jurkal cel~con­
tained ZAP· 70 (fig. 1.4). The ZAP- 70 moloculcs associa1e'll·.10 
'-chain wcrc tyrosinc-phosphorylated and association of ZAP- 7Cl 
10 thc ,.chain was dependen! on phosphorylation of !he '-chain 
iL<elf. Thc anti-,·chain blot showcd that comparable amounts of' 
\\ne immunoprccipitatcd in ali lancs ( Fig. 1..1). Whcn thcsc c.,. 
pl·rim1..•nL;; wcrc conductcd on human r1..·riphcrnl blood T lympho· 
cytcs ( Fig. 1 /1), an incrc3sc in ;.chain phosphorylation in rcspc111sc 
to CD43 cngagcmcnt was also obst.·n·cd, '" i1h ce lis sh(1wing. an 
-3-fL1ld increasc in 1yrosine phosphorylation of thc '·chain ~~r 
ha!'al Jc,·els as carly as 1 min aílcr stimulatíon (compare lanc 3 vs 
lancs /-]), rcaching ma,imal lcvcls (5-fold incrcasc) at 5 min 
(/ane 5), and dl-creasing slightly thcrcaftcr. Proteins associated to 
thc '-chain immunc complcxt:s Wl.'T(' also ohscrvl!d ;.md thcsc pro­
tcins w1..·rc idcntificd as Z..-\P- 70 and Vav as wcll (data not shown). 
As '"ªs thc case for Jurkat i.:dls, as~0ciaticm of PY.\'a,· and PY­
Z:\P- iO 10 thc ?·'2hain w1..·r1..· d1..·p1..•nd1..·n1 llfl 1yro.'.'>i111..• phosplwryla­
ticin of 1hc (-d1.iin. Ho\\L'\ L'í. this ~1ssc1cü.1tion \\as only Jc.•tct.:11..·d at 
time 5 111in. "hcn ma,imal plwsplll1r:-·latil1n ¡,if thc ~-1.:hain ''ª" 
rq!ist1..·r1..•J. Thl.'SI! r1.·~u1ts ar1..· l·11ns1~tl'nl "ith prl.'\ inus rcrl'rts that 
dcnwn~tra1c that phli~phl1T) latl'd t) rl1Sill\.' r1.·:-.idu1..·s of thc ~-drnin 
..:on~litutc hinding ~iks li.1r pr1111.·irl'i \\ith Sil~ dc1mains such as 
Z . .\P· 7(1 ( L~. 34 ) .. ·\ltl1g1.·thl'r, thl'sc d~ta suggt.:st that ligating CD-B 
on the- surfacc of T i.:clls indu('CS tyn.•:;ine ph0sphot: lation of the 
C-chain, gcncrating docking sitc.; for t: wsine phosphorylatcd 
ZAP- 70 and \'av. 

Thc CD43-mcdiatcd .ügnals 1·co11ir rhc /.AP-70 kinase 

Associatillfl of Z:\P- iO with thc {-ch<tin induces thc kina-.,e activity 
ofthis cnzytne, lcading to tywsine plwsplwrylation oía numbcr of 
downstrcam targl.."ls incluJing \'av •rnd LAT (35. ~6). BccllUS1.' \\C 

found ZAP-70 a:o;sodatcd \\ ith t: n.isinc-plw~plwrylalcd ,.chain 
molcculcs in response to CD·B ligatiun. \\e C\ aluall'd thc cnzy. 
matic acth ity prc:;cnt in '-chain immu1h'Pl'l'i.:ipitatcs frorn Jurkat 
cells acthatcd with thc •mti·C'D41 m:\b LIO. l\'K actiúty \\as 
rctloc1ed on 1hree protein bands ( Fig. :!A), 1wo of whicb wcre iden­
tified as ZAP-iO and thc ;-chain iL<clf (data not shown). In vitm 
phosphorylation of thc ;-cha in as wcll as that of ZAP-70 molc­
culcs was cnhancc•d in rcsporL<c to C'D43 ligation, as comparcd 
with control cclls (compare lancs c-4 with lanc 1 ). ~la\imal phos­
phorylation for both 1110lcculcs was oh~l.'rved at 3 min, dccrcasing 
thercaftcr (Fig. 2A, /anr 31. Equirnlcnt amc>llíll< of ;-chain wcrc 
immunoprrcipitate<l in ali i.:ast.~~ (Fig. 2:1. hnrrom panel). Thc third 
band (-50 kDa) is a ye! unidcntilic•J prnlcin (anti-Lck ami anti­
Í)'n Ahs did n(l! hJ.,t). :\ltngcthc·r. thcsc data supgcst that lhc ki­
nase activity a."so1.:iatl'J \\ i1h tht.: ~-chain immunl! comple.\CS 
comi:s from z ... P-70 molc.:ult-s associatcd to the ,.drnin. 

To furthcr C\ alua1e t.'ic r""ruitment of ZAP-70 :o the CD43 s:i;-· 

naling pathway, ZAP-70 was immunc,rrccirita!L'd from CD43-
stimulatcd Jurkat cclls and its lc\cl of tyrosinc phosphorylation 
was evaluatcd by anti-phosphotyrosinc blot. As shown in Fig. 28 
CD43-mediatcd signals rcsul!c.,,I in cnhanccd tyrosinc phosphory­
lation of ZAP-70 as comparcd with control mAb-trcated cclls 
(compare /ancs 1 vs 2-3, top panel); this phosphorylation was 
maximal at 3-min stimulation, and dccrcascd thcrcaftcr. Equiva­
len! amounts of ZAP- 70 molt-culcs wcrc immunoprccipitatcd in ali 
cases ( Fig. 28, botlnm panel). 

LA T is a transmcmbranc adaptcr protcin cxprcsscd in T lym­
phocytcs, NK cclls, mast cclls. and platdcts, and it is ctncicntl)' 
tyrosinc·phnsphorylatcd by thc ZAP- 70íSyk fomily protcin ty­
rosine kinascs ( 12, 36 ). To corrobMalc that ZA P- 70 was activatcd 
following CD43 cngagcmcnl. we asscssed LA T phosphorylation 
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FIGL'H.E 2. C'D-D-mcdiatcd sign.-ils induce thL' rL·1..~ru11ment of thf.' /_.\p. iO kinase. A, ~-!.:'hain immurn1prL·c1pitatcs f1om uns1imul<i.tL·d (/fme /) r1r stim­
ulah:d Jurkat cclls with anti-CD4J LJO m:\h (lm1t'S :-5) \\L'Te subjl•c:c,I to l\'Ks as des..:nhcd in .\lat('nal.~ and \frrhods. Pw1cins wcre n:solvcd by 
SDS-P:\GE, transfcrrcd to nilr0cc:llul0sc ml:'mbr:rncs, anJ \J!'uali1.l·J by auwradiography. :-.kmhranc:s \\crc rcprohcd wi1h 1hc indica1cd Abs. H, Cclls wcre 
:otimulated as .-iho,·c and prcclc~m·U l~!i.:ilc~ \\l'r1..· 1mmun1.'pr1..•cipitatcJ llP) \\ilh anti-l:\P--o mAh. lmmunl· n1mplc.\L·s Wl'rc f<.'!i.Ol\'cJ hy SDS-PAGE, 
transferrcd 10 ni1rocclluh1sc and s.uh.iL·ctcJ 1L1 immunoblotring \\ ith the anti-phosphoryro~ine (:i.nti-PY) m:\b 4G lO. 111~ same mcmbrancs wcre reprobed with 
an1i-Z:\P- -o. C. rc.l\o\\ tng !-timu!Jtion 0f .lurf..al l'1..·lls '' 11h anti-CD43 L 1 O m:\h, 1.:l'll 1: !'Jtc.·s "<.·re rcsoh c.! hy ~DS-P:\CiE, tran~fcrrcd 10 nitrocl'ilulo~c 
m1..•m\"lranc. anJ !'1Jbj1:1.:1c.-.i ll1 imnHmL1Pl,1tting ''lth tbc.· an11-phl"'sph(11~rL1s.inc (anti-PYl rn:\h -KilO. l hc :-.an11..· nu·mhranc "ª" a·r~(1bL'd with anli-L:\T :\b. 
Similar rc.· ... ults "1..·11.: Pbtaml·d 111 thrc.·1.· rnJc:pL'n1il·n1 1.'\pcnr~11..·n1s. 

as a ºº'' n~tn .. •am ~ub:-.trí.111! (1f Z.-\P- 70. \\'hl'n 1..·cll lysatcs fr~'m 
Jurkal cell< siimula1ed \\ilh tite anti-CD43 111.-\b LIO \\eT~ probcd 
with anti-phcisrhotyro!<-inL' mAh, cnh:rnce<l tyrosinc phosphoryla­
tion of a 36/JS kDJ protcin was 1..'b't.'í\ l'd as cotnp3red with un­
stimulalcd CL•lls ( Fig . .2C). Phosphorylation of this protcin was dc­
tcctcd at 1 min of stimulaticin and remaincd so up to ro min 
following ai.:tinnion ( lanc:s ]-5, top p,mc/). Reprobing the mcm­
branc with an anti-LAT 111.-\h, suggcsJed that thc 36/~8 kDa protcin 
couid be LAT and ccinlirmc-d cqui\"alcnt protcin lüJding hc1wecn 
Janes ( Fig. ~C. hnllom panel). Alt0gt.,,tht·r. ttwsc data suggt..·st th<lt 
CD·U·ml'Jiatt•d !'-ignals rl'~Ultl·d in t) w~1nc phnsph1.1ryla1ion unJ 
rt·i.:rnillm..·rH of Z.-\P· 70. 

CD-13 ligari<m rc.,ults in (1'11 and f_ck kim:'e acti1 i~\· 

~kmhcrs 1.lf thc Src family kina~cs sui.:h as Lck and Fyn rhos­
phorylatc tyn,sim: n .. ·sidut'S within thc ITAMs ofthe (-i.:hain (l. 2). 
Phosplwrylation of thcsc ~ignaling motifs is nc....:L.,SS:.tT)' to iniriatc 
downstrcam signalíng cast:adcs. prc1"iding thc!'c kina..-.es with a key 
role in starting and a111plifying signals g,·ncrall'CI through the 
'-chain t 12). Cross-linkiog CD-U on normal human T lympho­
cytL-s has bccn rcp(.lt1cd to rcsult in Lck Jnd Fyn tyrosinc phos· 
phorylation (.:!:!, 23 ). To l'\'aluate the kinasc acti\·ity of l·ithcr cn­
zyme, l\'Ks w.:re c0nductc<l íln FJn and Lck immunoprccipitall's 
from L 10-stimulatcd Jurkat cclls. using cnolasc a.;; an cxogcnouo,; 
suhstralc. CD43-rncdiatcd •ignals induccd the kinasc aclivity 0f 
tlte;c c111y111,-,, as rcílcctcd by c-nhanccd phosphorylation "f en"· 
lasL~ (Fig. JA. righr ami lcf1 panc/s) a:' tH·lf a..:; ofadditionnl protcins 
that C(lprccipitate<l \\ith cithcr onc (data not shuwn). Howc\'CT, thc 
kinctics of cnola~c phosphot)'iation \\as slightly diHCrcnt: \\hile 
maximal phosphorylation by Fyn (3.8-fold "'·cr basal levcls) was 
detectcd at 3 min (Fig. 3.-1, h:ft panel, lanc 4), Lck kinasc activity 
rcachcd its maximum (5-fold abo\'c basal lcvcls) at 1 min (Fig. JA, 
right panel, lane 51). Fivc minutes following CD43 ligation, thc 
cnzymatic activi1y of citltcr kinasc de<:rcased (lanes 5 and 11), 

incrl.'a~ing. again al 10 111in of s1imulLJ.ti1.m (hml'.,. 6 and /]),Anti­
Lck and anti-F}·n blots shO\H-d thal similar amounts c1f protcin 
\\ere immunoprccipitatcJ in ali Janes (Fig. 3..t, ho110111 pa11els). 
Equivaknt amounts of cnolasc wcrc addod to each samplc, as dc­
t,•ctcd by Coo111assic stain of the gel (Fig. 3.4, middle panel); thc 
dcnsit0mctric ,·alucs (( p-cnola5c/cnolasc)'fyn ar Lck) correcl for 
Jhc amount of Fyn/Lck immunoprecipitatcd. Thcsc dala suggcst 
that fyn ar1d Lck kinase activity lead CD43-mediated signals 
d0wn~1ream. 

Thl' fa.::t that Lck and Fyn kinase acti\ily \\1..•rc cnhancc<l fo). 
k1\\ ing CD.:1J cngagl'mcnt lt·d us 10 itn c~tigatc \\ hcthcr th1..'!<-C ki· 
n~cs Jet indistinctly º' cr 1hc CD-tJ~Jl.'pL·nJent ?-chain pl1l1sphor­
ylation. Dc.-.pitc thc fo¡,;t that similar amciunL-. of thc ~ 1110lcculc 
wcrc immunoprc..:ipita!cd in ali Janes tFig. 38. bouom pand), 
aoss-linking CD43 <•n the surfocc or thc Lck-dcficicnt JCa~l.I 
cells did not result in lyrosinc phosphorylation of thc '-chain, nor 
0fthosc proteins found to associarc with it tFig. 3, lanes 1-6). As 
exp..-cted, in Jurkar cclls, CD-U ligation rcsulled in cnhanccd phos­
phorylation of the '-chain molccules and :issociation of phosph'1· 
pmtcins to immunopre.:ipitatcd '--chain molccules (Figs. 3, Iones 
7-1:!, and 1 ). Thcsc daia suggcst lhat Lck is nc\:cssaty lo mcdiatc 
thc CD43-dcpcndcnt tyrosinc phosphorylalion of thc '-chain and 
subsequcnt association 0f phosphorylatcd ZAP-70 and Vav. 

ClJ43 li¡;atiu11 lcads to rcdistrib111io11 of :he C-clwin in T 
~rmphoc_\·tt·s 

Using T lymphocytcs isolatcd from nonnal human pcriphcral 
blood activatcd with immobilizcd anti-CD43 mAb, we evaluated 
whcther CD43-mcdiated signals rcsultcd in rclocalization of the 
'-chain. Latcx bcads coated with the anti-CD43 mAb Ll O, anti· 
CD3e 111Ab OKT3, Ra~llG, or BSA wcrc mixed with T cclls ata 
2: 1 ratio and incubatcd for ditfcrcnt pcriods of time. Conjugatcs 
wcrc fixcd and staincd for ?. TCR-CD3, or CD43, and analyzcd 
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FIGL:1u: 3. Fyn and Lck kinases are activatcd in 
response 10 CD43 cross-linking on thc T cell surfacc. 
A, Jurkat cclls (2 X !01

) wcrc stimula1cd with the 
anti-CD-O mAb LIO for 1hc indicatcd times. J\'Ks 
wcrc pcrfonned cm F:. n or 1 ck immunc C(1mplc.\cs 
i!-olau.·d fmm n.·11 ly~1t1cs. Su¡wrnat;;rnto; wntJining thc 
suhstralc (cnulast.·) \\f.'TC st.:paratt..•d h) SDS-P..\GE and 
phlisphnrylauon ''as \ 1!'u.1lin:d h) '-ray film c\pO· 
~un.·; m1:mb1am.:s \\t.'tt.' pll'h1.:d \\tth anii-F:-n or Lck 
rcdydl'llJl :\h; Cnc•ma..,~1c !-t:11nm~ slwn s amounts 0f 
1,:nc!J<isl!' Jn;idL"d in c:ai.:h lane. R. JCa~t. I ct.'lls (/ai1t•s 

/-fí-1 N Jurkat cclls {lanes 7--1:1 \\ere slimulatcd as 
di:s.:-nbed undcr .\fatt'rials and .\fcthods '' ith anti· 
CD-l3 LIO m:\b frir thL' ind1cat1..·d times at ;.ice. Pre­
clcared 1) sa11:s \\ere 1mmun1._1pr1..·cipitatcd l!P) with anli­
~-ch:1in mAh. lmmunc wmplc'c~ \\ere n:solvcd by 
SDS-P.·\GE. 1ran!<>fcncd In nitrocr:llulo!<>c mcmbranc, 
:1nd suh.1ec:1..·d hi irnmufü1hh,11ing \\ 11h anti­
plh'~rhut) rl1~111c (:!nti-PYl m:\h -Ki!O. ~kmlirancs 

'' c..•r1..· rc..·pr11hcd with an11-;-...:ha1n ·\hs. Equ1\alcnl rc­
~ult-. \\1..·r1..· 1'h1;iinc,i in 1lm:1." indc..·p1..·n1kn1 e\rc..·rimcnts. 

Blol o•rt,.fyn •••••• 8101 """-Le' ...... 
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undl.?r ccmfo~nl 1nicrl1Scl1py. \1ost T cdls (>90~o\ fonned conju­
gatc.. .. s with nnti-CD43 m:\b-co.ited bc-ads. L0oking for thnsc con­
jugatcs fonncd by onc ccll and <'ne or two beads, "e analyzcd thc 
rcdistrihuti0n <'Í the ~·d1ain and thc CD3 comple.~. As sh0wn in 
Fig. 4A, in thc majl•rity l)f~onjugatcs (76o/G:: l:?). thc {-<:hain was 
p1.."larizcd to thc ccll 'hl..'ad :-i1c atta...:hmC"nt at timL·s L'\ aluatcd ( 15 
and 30min). lnll'rL-.....1in~ly. in nh'.'1~a~L~(40:: 6ºr,). thi:TCR-CDJ 
('(1111pll..'.\ rcmaifll.:d un1fl 1nnly di:-trihut1..·J 0n tht: et.•11 ~urfocc. Only 
suo l1f 1h1..• cc..'lls !l1111wd úHlJUgatcs ''ith ~on1wl b~ads (l3S:\­
to:\1<.1tc..'d) and 11(1 rc ... ii'.'tnhution flÍthC' ?-drnin \lr ,,f th ... ~ CDJ l'omplc\ 
''ª-' obscn·l·d. C0n:-i:-1cnf with "hat h;i:-; hccn TL'p1._1rtl'J (21, -:-7. 3~). 
\\ hcn cclls ''l'fl' in1..·uhareJ '' ith OJ\. J 3-ni;itl'd b::.:d .... CD43 "as 
c.\cludcd fwm thl' ccll 1'caJ úllltJl't arca ( Fig. 48 ). As l'.\PL'\.:tcd, 
whcn cells \H'r~ stimul:.itcd "ith L l0-coa11..·J bcads. CD43 was con· 
ccntrated to the hcad >itc anachmcnt \Fig. 48), and Ra.\llG-coaled 
beads did rwl induce rc-distribu1ion of CD43. Thus, following 
CD-D ligatü1n thcrc is a rclocali7atinn ofthc (·chain to thc contact 
sites hctWC'l'll CD43 and anti-CD43-c..-:oatl'd beads and. contra')' to 
what has hc1..·n dL·scrihc:d. \\ h1..·n T ce lis are ~timulatcd through thc 
TCR (" 1, 37. 3~ ), CD43 liguti0n <l<•cs n<•t induce thc mlistribution 
of thc TCR-CD3 cumplcx. 

CD-13-mcdiatcd .t:igna/s recntit the ?-chain in .\"A' ce/Is 

In !"K cclls, CD43 has twen rcporll.'d tCl he a nwlc~ull' that trnn~­
duccs activation signals rcsulting in tyro:-inl.! kina'.'e acth·ity, chc­
mokine synthesis, prolifcration, and cytoto.\ic activity (28, 39). 
Thc ~-chain is also exprcssed on lhe surfacc of !\'K cclls, wherc il 
ass0ciates wilh CD 16 ( 40). Whcn intcr•cting with Ah·coated tar­
gcL<, CDl6 signals through ITAM motif< ofhoth thc (·chain and 
thc Fc<RI y-chain (6, 40). To test whcthcr CD4J also m:ruitc'<l the 
'-chain in NK cclls, wc cvaluatcd phosphorylation of thc (·chain 
in response to CD43 cross-linking on the ccll surlacc of normal 
human NK ce lis. NK ce lis wcre stimulatcd for 3 min \\ ith thc 
anti-CD43 mAb LIO or with an anti-CDI<> mAb, as a posilivc 
control (6). As shown in Fig. 5.-1, CD43 ligation on NK cclls rc­
sultcd in cnlrnnccd '-chain tyrosinc plw:-.phorylation as comparcd 

Time (m1n) .5 1 2 5 10 , .5 1 2 & 10 
70 kOa-
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251.0•----- -

, 2 3 4 5 lj B S 10 11 12 

.P ;1nl1·.: 

with contn._•I cclls {compare lancs I ami 3). As t•xpcc..-:ted. CD16 
ligation (lane .?) resultcJ in cnhanccd ?-chain phosphorylation al­
th0ugh to a lowcr extcnl than tlrnt induccd through CD43, al lcast 
at that time puint. Thc anti-C-chain hlot sho\\s that comparable 
amount¡;; of C \\'l!íC immunopn .. 't.:ipitatcd. in all lancS (bottom pane/), 
ThL~c data ~uggL~!'l that thc {-ch;:Jin i!" ulso r1..·~niitcd in i'\K cl'lls as 
a r~sult cif CD-lJ~ml·diah.:'d ~ignuls. 

\fr1 rl'~l\cr. \\c..' cvalu'-ltt:"d ''hrthl'r CD43 ligatinn rl'sultcd in re~ 
Ji:-trihuti~111 c1fthc ~-cha in in '.'K c1..·lls. L'-ltC.\ bcads cooitcd with the 
an:i-CD43 mAb L 10 wcrc mix<'CI with human pcriphcral blood SK 
L'ells and m •. :uhatc:d !l'r difft.•rt·nt peri0ds <.if time. Similar to what 
we fciund '" ith T i:L'lls, but with diffcrc..·nt kinl'tics. wc obsen cd that 
at .30 min. thc '-d1ain ,,.,L, con~cntr<Jtcd ll'\\ard thc bcad sit~ con· 
tact. In thc 'cry fcw conjuga tes fonncd whcn cells wcre incubatc:d 
with lxads coatcd with Rai-UG, no panicular rcdistnbuúon of lhe 
C-chain was 0bservcd (Fig. SB). Altogcther these data show that in 
l"K cclls, ihc C..:hain is also rrcruitc<l in n."S¡x>nsc to CD43 ligation. 

Discussion 
CD43 i~ 3 ..:ort."('t¡>tor m"•le..:-ule thought to rcgurate numerous i:cl­
lular functions in T l)·mrl10cytes \41 ). Jcndritic cells (:!7), SK 
cclls 128\. monocytcs (42), as wcll as ncutrophils (43, 44). In ali 
thcsc.· ~dls. CD43 n-cruits a' ;:1ric.·ty c,f signaling nwlcculcs includ­
ing mcmbcrs 01" thc Src family kinascs (2", 23, 29, 43 ), PLC;·2 
(30), thc adhcsion kin:.isc pwlinc·rkh tyrosine kinasc 2 (.:!8), thc 
GEF \'av, the adaptcr m0lccu)cs Shc and Grb2, and the mitogcn­
actintcd protcin kinasc signaling pathway (24 ). Howcvcr, little is 
known about thc early mechanisms through which CD43 recruits 
thL-sc mok.~ules. 

Phosphorylation of thc ?·chain 0n tyrosinc rcsidues crcales 
d0cking sitcs for protcins with SH2 domains such as ZAP-70 and 
phosphatidylinositol 3-kinasc, lcading to thc fonnation 0Í active 
signaling complcHs that allow for thc divcr..ification of the 
signaling pathways ( 12). Data rcp0ncJ hcrc show that CD43 cn­
gagcmcnt on thc surf'acc of Jurkat as wcll as oí nonnal human 
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FIGlº({E -t Anti-CD~.-:. C\\~1 .. ·,J btn hc:.i..is Hhili.;1.• thc rc,11qnhuth•n 1.1f 

~-.:hain in T 1.:clls. r .... :11" \\C:r1..· n1" .. ·d at .1 \·~ ra110 \\1th :niu-CD~~- \'r 
BS:\·coati:ll late'. IX': •• !-. t.11 11r al11.:rn;i?1\cl;. ''tth ant1-CD.l· l'I Ra.\t1Ci­
í.:C1:t1l',f hc:i.J:. (h') a;i,i llldlh.111.:,f ;1\ ;--('!~ir thi.: 1f1,J1~·~1!cd llnH.'<:.. (",1r.jUtjJ.lCS 

\\l..'TC \\;i.S.h(:d \\l!h I'B~ ú'lll;.Jlr.rng .:: 1'0 1 es an.l ~·diu:n J?dl•. Cclls \l.CTC 

th<.:n fi\l'd '' ;th .::[l., pr.d~ 1 nn.i\,kh~ d1.:. rcrnll'ahili1c,i ''ah íJ.(1~" o sap..inin 
in PUS, and \\Cll' ~t:1mr.:d ''lth thc :rntl·(-chó!in-FllC m . .\b. ar:1i-CD3 TC 
(.-l ), 1.11 :::.nti·l D-U PE tb'J. Alh:r '' a~hing '' ¡¡h i'BS, ~cll~ \\ i:ort.' 1fü1unled on 
glass ~lidc~ ui;ing :'Oºo PB~::'tY'o glyccr,11. 

pcriphernl bkH•d T lymphllc; tes rc;ulted in transicnt phosphory­
lation nfthc '-chain and cnhancl'd assodation and phosphoryl::nion 
ofthc t; rosim· kina>c ZAP- ºO and thc GEF Vav to thc rchain. \\'e 
abo show that in íL'Splmsc h.l 1hc CD-B-m1..•Jiat1..•d !-ign:ils. th1..•rc is 
tyrosinc kin;isc ai.:ti\·ity asso,:iatcd to thc l-ch;iin. Thc fact that 
incrca:-.l'J tyrl'Sinc phr1srihl1ryl.:itií1n L'f ZAi>-70 was clc1ectl·d in 
7.AP-70 immwwprc:i:ipitat1..•s frC'm CD-t)-qimulatc.:-J c1..·lls 1l1g1..'thrr 
\\ith thc fo...:t that \\1..' l.'.\'Uld not finJ L ... ·k t1r f'vn asSl'Ciutc...-J tn thc 
?-chain (lf Jurkat 1..°t:lls (lí r1..·ripfwral hllH1d T ly.rnrhncyt1..•s ~u~g..:sts 
th:11 Z..\P- '7íl i~ a k1..·y 11wlt: .. :ulc to r1..·..:ru1t do\\ nstrcam cffc..:tor mol­
L'..:ulcs su..:h <!S L.-\T and Vav to thc CD-l3-spl--cific signaling path· 
way. The difft.•rcnt kinetics in ?-..:hain plwsphorylnti0n wc ob­
scr\'cd b"twccn Jurkat cclls and T lymphoc;,1cs can n.'Sult üf thc 
intrinsic differences bc·t\\ cc•n lx>th cell ~1'CS as wcll a< of thc foct 
that indi,·idual bh1od donors h;n e ~lightly diffi:rcnt kinetics and 
acti\'ation kvcls. In a prcvious rcport. '"e ~howcd that in human T 
lymphocytcs, CD4.J cross-linking phosphürylated the adaptcr rrn­
tcin Shc, promoting thc formation of Shc:Grb::?iVav c<>mplexes 
( 24 ). lk"ause "e C<nlid not deic..:t Shc in the {-chain immunoprc­
cipita1cs i!-nlatL"·J frl1111 CD..t.3-stimulatc.:d Cl'fts. thc prcsencc ofVav 
mok'culcs in thc ?-chain immunc i:omph.•\cs may rcsult of thc 
intt..·r;:11.:tiun h1.•t\i.1.·cn ZA P- 70 <rnd \'a,·, ~uggcsting that dilfürcnt 
pciols of Va\' can he rccruitc•d thwugh thc CD43-mediated signals. 
Additional c.\pcriments are rcquircd to darily this paint. 

The Src family kinases play an essential role in kukocyte acti­
vation through scvrrnl ccll surface molecules including CD43 
(3-5, 22, 23). Thcse kinasc'S phosphorylate tyrosinc residues of 
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FIGL'IU·: $. CD-+3-mcdiatcd signals n:cruit 1hc ;-chain in SK ce!!-. . .4, 
SK c1.:Jls 12 X 10·1 \l."l'rc !-<timulatL'd as lk~cnhcJ un,lcr .\/atcru:ls (111./ 

.\lcrhods \\ith lhc 1ndic'atcd m:\hs f11r J min at .~-:~c. \dls \\Cíl' 1):-t·d anJ 
prcclcó!rc,l l)sa1c' "cr¡;o immu1wprL\.·ipitJ.l1.·J {11') \\llh .'lnli-;-r.:hJin m.·\h. 
Jmmunc .:l1mph:.\CS \\en: rc:;uh\.'d l~)· ~OS-P.ViE, rrJn!--ll·rri..·d t.1 nJtlf•,·1.:I· 
lulosc mcmhr:rnc, and ~ubj1..•.;tcd li) immun,"'hll1l1ing '' ith <mil· 
ph1..1sph01yr1."'!'inc (anti-PY) mAb 4GIO. lhc samc m!:mhrancs Y.ere rc­
prnhl!d '' ith an1i-;-cham .-\P!'. D:ita !-ht1,, n ;11c rt.Trl'~cntati\ e üf twü 
indL·pclltknt cxpcnmc111o;. n. !\.'K c1:1ls '' 1.·r¡;o 111i,1:d at a 1 :2 ratiü '' ith .'.lnli· 
CD-+3'- llf Ra\tlG-..:0a11.:d lalt.:"\ bt•acls. Atkr 15 l'f 30 min at 3i~c. cClnju­
gJll'.S ''ere \\ashcd \\ ith PB5 Cl1nt:iining ~('O FC S anJ ..,oJium azide, lhcd, 
penn1.·ah1\J;c,i. and :-tain1..·d '' i1h :mti-?-chain-FITC. Aficr \\ai;hing with 
i'BS, cclls ,,._·re m0unl1.·1.t Pn gla"" ~lldc~ u ... ing 5u''o l'RS:50"ó gl~c1..•rol 

numcn..-.u~ sub~tratl!S, anh.1ng whh.:h are tht.! JTAM mntif..;. In this 
study. \\ I! show that CD·-D cn~agcmcnt ri:sults in Fyn and Lck 
activation, as dL·tcrmin~d by in \'itro pho!'phorylation of cnolasc 
and incrca>cd phosphof) lation of additional protcins that coprc­
cipitatcd with thesc kinascs (data not shown). lntc•restingly, a de­
crcase in enolasc phosphorylation was obscrvcd at 5 min of stim­
ulation anda ncw peak was rcachcd "-ithin 1 O min of stimulation, 
suggcsting a biphasic wa\'e of Lck a:1d fyn acth·ity_ The fact that 
we could not dctcct cnhanccd Fyn or Lck phosphorylation lcvcls in 
thc Fyn or Lck im111un0prc..:ipitatcs usL·d for IVK ass3ys in re· 
sponsc to CD43 cro>S-linking could he thc rcsult of thdr high 
constitutih' ph1.1splwrylatir1n, as has h1.0 l'l1 sugg:cs11.~d (45), or alter· 
nath·cly could bc duc to thc ~c1111igration llf ph1.l~plwrylatcJ lgG H 
chains \\'ith Fyn <!nd Li:k. Hm1,,c,·cr, \\hen thc Fyn <1r Lck immu­
noprl'Cipitatcs \\'ere blott1.•d with an anti-phosplwtyrosinl! mAh, •m 
incrcasc in tyrosinc phusrlwrylati<.111 of Fyn and Lck was obscr\'cd 
(data not sho\\ n, and Re!;;. 22 and 23 ). Consisten! with data show­
ing that l...:k is ncccssary for tyrosinc phosphorylalion of thc 
(-chain as welt as of a'5ociatc•d ZAP-70 (31 ), cxperiments con­
ductc'<I on the Lck-deficieni JCaM. 1 ce lis demon.~trated rhat Lck is 
ncccssary for tyrosinc phosphorylation of the C·chain and subse­
qucnt association and a~ti\'ation of ZAP-70 in response to CD43 
ligation. 

Using latcx bcads coatcd with the anti-CD43 mAb L!O, wc 
found that thc '-chain and thc CD43 molccules wcre recruitcd to 
1he contact zonc hctween thc T lymphocytc and thc bead. This 
polarization was dt:ll"'\:tablc as soon as 5 min aftcr thc onsct ofthe 
e\perimcnt and rcmained so al lcast for 30-40 min. lntercstingly. 
distrihution of thc TCR-CD3 complcx was unaffcctcd in response 
to CD43 Jigalion. Beca use Vav has heen shown to be nceessary for 
thc rccruitment of the (-chain to the actin cytoskeleton and sub­
scqucnt polarization of the '-chain following TCR engagemenl 
(46), it is possible that through the C-chain-Vav association we 
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report here, the CD43-mediatcd signals recroit thc actin cytoskel­
eton and induce the rcdistribution of the C-chain, as shown in re­
sponse to TCR-ligation. Experimcnts conductcd in Va\"·dcficicnt 
cclls could addrcss this issue. 

In NK cclls, thc C·chain is also associatcd to CD2 and CDl6 (6, 
47). Hcre, wc repon that in NK cells, as in T cclls. thc ,.chain is 
phO.'phorylatcJ in rcspt)JlSC to CD·B ligation. Similar to what wc 
found in T cl'lls, thc {-L:hain v1oas conl·cntrillcd !(mard thc contad 
sitc \\ ith thc anti-CD·B·L'llakJ hL'<td~. \\'hcthL·r thc ~-chain plws­
phorylation wc ob~crvc in rl'~r~1n~c to CD-B CfL"'Ss-linking al::;o 
induces thc rL'Cruitml·nt ami JL'li' ation 0f 7.AP-70 in SK ce lis n> 
mains to be dctcm1incd. 

Rt.X'cntly. CD43-dcpcnd1.:nt si¡;n~1ls "en .. ~ .'hown to cnhancc HIV 
typc 1 tran!'>criptional acti' ity and 'irus pwducticm induccd 
through TCR stimulation (48). lnt''''"'tin¡;ly, Lck, and thc scalfold 
protcins LAT and SLP-76 \\c.•rc ali rL-quin:<l for thc HJV-1 trnn­
s~riptional acti\"ity 1111:diatcd thrnugh TCR and CD43 costimula­
tion, suggc:;ting a crucial role ft,r Ll·k. LA T. and SLP-76 in thc 
CD43-mt:<liatcd signaling r~1tlm;1y. In imm;1!UíL' hcmorwil.:'tic 
..:dls. CD43 t.:rn~s-linking indul'('i.f Lyn anJ S:k phosphor)latinn 
(2"). l'npuhlish\.!d Jata frl•l11 l)Ur lahc1r.ill1ry ha\L' :-hl1\\ll that in T 
l)mplH'1...·:tL''.'-. S:k ¡.,. aJ..,1.1 n.·..:ruitc~i in rL'Sp1.·1n .. L .. hl CD4.~ signals . .; 
Thc pr1.."..:i~c rl1lc llf Syk ,111d Z_.\P· -u in thL' CD-U :-ign~11ing path­
way is curr1.•111ly herng Íll\ 1.·:-tigatl·J. 

,\IWgL·th1.·r. lhL'~L' data !'Ugg1 . .''I that 1: n.1~inc rh0~rhl,t:- l:Hicl0 :rnJ 
rl'localizatil1n lif the '-diain rc:-ulling c1f CD43-dt?pc:ndent signals 
pro\·idc a 1111.•chanism through \\ hid1 this nwll\.'.'t:lc may rccruit 
do\\n:;.trcam L'fl'ecttir~ ~tKh as ZAP-10, L·\T, 0í SLP-76. Thc 
C·chain might function JS a Scatl(1JJ mok,,:ulc th11t fa\"OTS thc f\..1r­

tn11tion (lf signn.ling. (:(1mplL•\1.'S im l'h't.•J in T 11nd SK 12c-ll acti\·a­
tion f01lowing CD-D ligati(in. lt \\ ill hL" l'f int~rt.•st h1 ~valu..itc 

\\ lwthi:r ntlll'r mnleLuk' Ll1nta111ing IT:\\1s, Le .. tht: 'Y-~hain and 
kina:-cs :-uch a~ S~ k. fun.:til•n a:- ~1.·~ c.:kmcnts l'f thc CD43-rnctli­
a1t..•d si,gnals in tho ... t.: cl'lb 1h~11 1.h1 nPI L'\press (-chllin mok.-culc..~ 
:md \1r Z.·\ P- 70. 

Acknowlcclgmcnts 
\\'e thank Dr. Eduardo l lul'na fc•r ku..,\"ll:yte concentra.tes anJ Xochitl Al· 
,·:i.rado and Erika Melchy for tt:..:hnical assistancc. 

Rcfcrcnccs 
J. Janeway, C. A., Jr .• an..1 K. ílonoml~·. 1994. Signals and si~s for l)·mphC1cyte 
r~pomes. Ce// -6. _., 7.~. 

, \\'t'iss, A .. and D. R. L.1t1mln. ¡ 90.i S1~nal tran!-du.:111.:in b) lymphCIC)1e a.nti¡;cn 
rccep!O~. Cc/J -6·:t;3. 

3. G3ssmann. ~t. ~ E. Amrl·in, S. ·\. Fhnl, R. ~chr.n:~. and P. Bu."l1. 1994. 
!Jen11tlca110n ~lf a ~1g11;1lm~ compk\ l!l\'(I" lllt! cu~. {·i:ha1n and rS 1>''" m T 
lympho..:~ tes. Eur J /m'111mo! .~.: J .iv 

4. Bartx-r. E K .. J. D Da·~ur1a. S r s~r,¡,,..qnan. J \1. 1re\1ll~an. and C E. RuJd. 
IQf.Q ll1e t.'04 :tnll CDS .rnu~..-m 1111: .:~'uplt-d '" a protein-t~tornu: ~ana!.C 
Cp;iC>''·'¡ 1hat rlw~rhn~lalt'" tht· CJJ.1 ~-,imple>...¡•,,,,- .\ii:I ·kr.d .Xi. t'SA M· 
_;_~~ -
Gar:-·Gl'U.'. ll. \' l.an~. "i San..:..."l.. L IJ~1.umdl. Gtitl (j u1~mo.ith. J1N7 In \l\"O 
asso.::ialinn '1Í CDS .... uh t:•TOStr.e-phosf"ho~ lalcd ZAl'-70 '"-'1d p: I p'l<'splio-~ 
ITJC"lt'.:ult.·s 111 human ClJJ • 1h' m.:>.;,1e!. J /.-.¡.-.;11•u•f / .~'i .•-:-_;y 

6. l..Jnu:r. L. L.. ü. Yu, anJ J. it Pb;ll1ps. 1 '1;..ci. (.'c,.a.<.~c•.:1at10n ,,f CD.l.: ""1th a 
receptor tCDl6) for ll!G Fe"" human naturnl ~tllcr cefü . . \ái.•e .'i4.~ ,~03 

7. ~1JtL"'1.lCii.cr, H. W., C. Stcc~ B. ~1altsscn, and B. Fk1-.;;:ht'r. 1005. llle ~10pla~­
mic tail ofthe T ccll receptor; .:.bin is n:quucd for si~nahni: \ia CD.:'6. E11r 
J. /1r.mi..11ol :s::95. 

8. Lc11enhcr¡:, D .• Y. Biiutin, D. D. Lu. and ~ Bonom1y. 1999. B1ochemical asso· 
c1a11C1n of CD45 w11h the T ccll rt-.,:crtor comptcx: rci.:;ula.tíon by CD4S is0f.:mn 
and dunng T ccll ac11va1ion. lmmi.n.ry.· /(}·"'O/. 

9. Pcd .. ctt. ~t.. ~1. Tk.:h10m. B .. \1.m, D .. \tary, and .-\. ílt'matd. 1995. TI1c ~I:· 
cos~ lphosph.111d:- lmos11ril·a11.:lwrcd C()5Q pwtctn \lnnul:11e~ Mth T cell receptor 
+ ZAP-70-dt'f'C'ndcnt a11d-111,lt'pc.."t1dcn1 ~1µnahn~ p.l\lrna~~ m T cdl~. f:ur. J. /'11~ 
mi;110f .~5 J,,¡5 

~E. L.a~sc.;a.[~r1n11sa. G l'l·d1a¡~1··\ha. J. L. ~tcinlld. R. Dd R10, °'·A. Fierro, R. 
{fon1ált'l·•\rnarri. am1 Y R(l~t'mtl'tn. T Ct'll a~¡!rq:.i1inn induct-d throul!.h CD43: m­
trncellular s1¡;nals and inh1h1t10n h) thc nnmunomodulatN)' drug Leflunomid1..·. S11b­
m1t11"d for p14f:.i1cat11PI • 

1907 

10. Salmcron, A., A. Borrolo, M. Fresno, M. J. Crumplon, S. C. Ley, and B. Alarcon. 
1995. Transferrin receptor induces tyrostne phosphof)·la1ion ín T cclls and is 
physically associa1ed wilh the TCR ,.chain. J. lmm1mol. 154:/675. L 

11. Cambicr, J. C. JQ95. ?\'cw nomenclature for the Reth motif(or ARHl7{..AM/ 
ARAM/YXXL). /mmunol. Today 16. J 10. '• 

l:!. van Lt·euwcn, J. E., and LE. Samcl~011. 1999. T cell an1igcn-rt""Ccp1or sigila,¡ 
lraru.duclicin. Curr. 0/'ÚI lmm1111nl I J :.J.\ · 

D. R~·ml"lld-CJ"D'mncll, F.., C. Zunim:rman, D. Kcnm·v. and F. S. Ro~cn. 1%7. Í:'\• 
prt·ss1C"n nn hlo0d cdls of~1alllphonn, tht' rnrfacc.gl:-cl1pro1em that IS defocll\·e 
m \\'1sl011-A ldri::h syrlllrome. 11/."iod -o //J./ 

14. Carl!.rnn, S. R., and \t. rulmta. J9F.6. lsf,\auon anJ .:he1ra..:1cnl'.alinn of lcul.o­
!"-13\tn, a lll3JM !"-1aloi!-lYC0flfOle111 lln human lt•t1~0..::~1c" J /liol Chl•m _~fil ;:-;-.; 

15. l'uluJa. \t , S. R Carlshin. J.\. Kk1..:l. and .-\ Ddl. 1%6. Stru.:1un.•s of 0-hnked 
nll~o!"-a.:1.·han1ks t~Platt•t1 frCltn 110m1al }:ram1k•·:~tl's, i.:hwru.: m~t'lfl1!t:n0us ku­
h·m1.1 .:efü, and :1.:-utl' m)dnl!cn0us it'ukl'mrn .:db. J /lw/ 01rm .~f,/:t:":yr, 

16. C~stcr. J., C. Som(u.a, ~- K1llt"t'l1, and A. F. \\'illiams. \990. Prok·m sequcrkc 
and gene stru..::turc for mouse leukos1alm (CD43), a T lymrho.:ytc mu..::i11...,1thout 
1ntrnns m !he c1•dmg si:queuce Eur J /mrn10 .. ·i/ .'(I ¡.,;5 

17. \tanJunath, S .. R. S. John~on. IJ. E Stau111on, R. l'a~qu&hm, and H. Ardman. 
1'>93. rari:ch·d dt~ruruon ClfC().;) gene enhafü'l·s ·r lympho.:y1e adheswn. J. lm­
n¡¡,nu/ 151 15.'i•• 

IS. ~lallJLmath, S . .\f ('1mt·a, ~t. Animan, ;ind. B Ardman. 1995. Sega11,·e rt'gula­
th'n (lf f·~4dl adhl.'S\Ull 4tid <a.:h\.;;.hvll 1-v ('()4l . .\'1;(1¡1"1' 3~- 535 

lll '.t.:[H'Y· L. .\1.. H. Sun, J. fi. Frd111fi:-r. and E. C Buii:ht·r. 1%7. An11-CIH3 
1nh11'11wn of í .:l'll t1<1m111¡! .1 f:1r .\f, d /,• 5 /.JY3 

20. \\"oJman. K ('. B JPhmwn . .\1 J ll1...:h·~·. [t, lt'••h. P Rl·111hardt. B. Y Pocm, 
,m,1 P. Kut'<:~ 1q•1..;_ ll1-1: fun.:twn.11 par.u!<'' l'Í l'IJ4l 111 ll•ut.1~-~I(· 1t·..:ru1um:ni· 
,1 \tud.\ !.:'-1111! <·D-t'·1k!l.:tl'nt 1TJ11:i: .f f."1p .\f.-d ;.,.~ :,i,,¡ 

21 "'rcr!u:I!. \ 1, J \\ <.irt:'t'n. R. I \1,hk~. f' l. "'11111h. R J. !111'aolo. J. P. Kktn, 
J \ i1lur-.1v11l·. ,lfld l !l 1 h•'lllJh,•ll l1J<l." ( D·P ha 11.ulL!!l' 1 ~t'll .:-•,\llnu· 
lat,•~ rl'>:t'pt,1r th.11 fu111-11nn~ mdt·pe1Hh111l~ ,,ft'\12S J t:1r \f1d /.~.~ /}.11 

~., .\har.1d,1. ,1. l. h.L1v.rn . .1 < l·m~. \' llt1r,•¡,1, i!nd P .. L ~.:hmi.l1 lf1c1s. 
~tE~t-St.> 1t1C1nv.:loni1l .u111h.',h de1i:~h a l"[l4.~ lTLIPfX: i:i·.nhl·d m l~lllJ'h11.-~·tl! 
a.:l1\;111on. f.1;r J /m1111.11ul ."5 .'li5/ 

=~- t\dra.·a·Ah.1, (j. l. n \kn.it, s J Hurai.0tr, Ol!hl y R('-i:mtt'Ul JOQ(l cn.;:-i. 
~r,•c1tic a..:tna1wn ('fT l.t lis mdu..-l'' .1\~nl·tatmn ,,f CD-<.~ In l'~u k1na~l" . ./ Ui0/ 
("i;tlr: :-¡ :-5r,4 

:4 Pt·draza-Aha. G, L B \knda, 5- J Hural,•ff. <i.mt Y ilf'H•nqem \9%. T ct·ll 
a..:11\dt1Pn 1hrc>u~h thl" CIH~ mok.-uk lc;ul• lo \'a,,· t~ rc)mc ph1i~plwt")' latwn and 
tnll•lt."t"n-a.:11\att'd prnll'ln ltn.1sc pailma~ aCll\"alH>IJ .1 81r,/ Cl.0•1 :-_; /.J_~Js. 

:;5 S.uit:tna, .\1. A. CI. l't:dr;i.1,1·:\l\":i. S ( l\11.art•s.za, ah:1.1. \' .\1adnd.\tarma, 
\. lforeJSI, \\.J. Bw-ak11ff, and Y P.1•~t·mti:111. 20W.1. ¡·n4_,.nwdi;11ed "ll!n;il!. m­
du.:1: D,.\ tnndlTI!; a.:-11\ll~ t•f .-\l'· I. '.J'.,\'J. :md 'F"B tr,1115.:11p1111n fa~tors 111 
hum.m T l~mrlwc~·tc~. J H1ul ( 1:,·m :-5 .•/.Jf,11 

~<i. Par\.. J. K., Y. J. Rci-.en>i::m. I·. lh'me>ld.\l"Dn1111dl. B 1:. B1.-r,r. r S R,·,~n. and 
S J. Ouni\...\1tf. 1991. [nhan.<:1m·n: 11f i·(lll .t1:11,;111011 1'~· the CD.i~ 1n,1k..::ulc 
....hose Cl.pí\!\\llln IS dcf~"t-U\C Lll \\ 1.~11t1-:\l,1f1.:h ''lldrt'llll.' ,\'(,/t,,. •• .' . .((¡ -¡1(¡ 

~7. Cc-.nnti. S., E. ranak'>·lkla\10, C -\lh;inl·<.i, .·\. (·a-..im. P. ·\111-'.clt~l•\J, anti 
G. Gm1h1nwn1. l119C>. Cr0>~-hnl111¡: C'f mt'rnt-r.rne <:f).f~ mt•di.nt•!' den.ln;ic cell 
malurallf'n J /mmunol. ffi: o3.~J 

::s. :\1c=10, ~1 .. J. L. Rodril-'UCZ-femandcz.. F. ~a-.·arrca. D. SL.,.:ho.. !. \1. Frad-e, 
~1. ~klladl1, A. C. ~tanine1, C. Cahanas, iUld F. Simchcz-Mndrid. f999. Si~al­
m~ thr0u~ CD43 mdu;:es natural k1ilcr cc\I actl\atwn. chcmolmc rclease, and 
PYK-:' act1v31ion H/ood '14 _,.,,¡ 

:?9. Tada, J .. M. Ormne, T. Suda, a.nd S. Ya111;1~uch1. ll)(}Q_ A cCl:nmoo sígn¡lin¡; 
pathway \ ia Sy~ and L:-·n t)ro~inc lu1a~es l!r..·ncratcd fr0m cappm¡; of lhe s1alo0 

mucms CD~-' amt CD4~ m 1m111aturc hcm:tll1pn1e1ic cc.:11~. JJloCJd '13·.';' .. ~3. 
10 . .\o.ui. ~~A. Gotoh. H. Sh1ha\ama. and 11. E. Brí'\llJt'\er. JIJí)I} \.todulatíon l'Í 

tnf1..~nn function in hemat(1po1.i:uc pwi:emlN ..::dh h~ (~IH:-i t'lll!ªt.'emcn1: poss1· 
t-le tmohemenl of pr01C'll1 l)H•"lnc ~tna!"-c anti phn~ph0hpa~c l'·)'. JJ!ood Y3 
3317. 

.;l. Str.1us. D. A .. anJ A \\'l·i~s. 1111:!. f11..·111..·t11 .. · t·\11kn~·e for thc 1~1\0hcmrnt í'fthc 
/el, ryro~me \.m11~<" m ~Li!llal tran~du..:twn 1hw.1¡:h lhl· ·¡ .:di .mlll!Cll rt:'~l'f'lnT. ld/ 
:-o 5,...,S. 

n. Padilla, ~-L .. R. Wcrncr-Ed.ert, E. R. \l.i.:kn"". ~t. Gnwi:h:., G. LarrnlJe, 
J.:. Tani~u;h1. and H. B. <ir1..-c:n!w-r~ Jf)(n. Sl.'re<k11;1,.:.al ;,m11.lym 0fhuman rnta­
~~ru:.~~..:rot.\pt.;5 rtA. anJ p: by U\lnE fDClnOdona! an11~. J. CU11t. \f11:n>t<1ol 

~~. Pcd--aJ".a·Aha. G .. S. Sa"a~d1ko~c'I. Y. C l.iu. L. U. ~fcrida. \t. E. Cnu.\1un0z, 
F. O..:el!ut-ra·Yanez. S. J. l:Jurakoff, aud Y. Ro!iocnstcin. WOI. Rt'gulalion ofCbl 
molecular in1cr.ict1ons by 1.he co-n.·ceptor molecule CD43 in human T ct:lls. 
J Biol. Chem. :·ti·7.,':I. 

H. Scumcistr..'T, E.!\'., Y. Zhu, S. Richard. C. Terhonol, A. C. Chan, and A. S. Shaw. 
1995. Bmdm[: ofZAP-7010 phosphorylated T-ccll tt."Ceplor { and 7J enhancc:s i1s 
autophosphof)·lalion and i:cncra1es spcc1fic hindin~ !-iles for 5112 domain·con­
u1nin, pwtc:ins. J.f<J/. Ct'/I Hiol. 15:3171 

H. ~1ichd. F .. L Grimaud, L. Tuoslo, and n. '\cuto. 19Q8. Fvn a11d ZAP-70 are 
rt'qum:d for \'a\' phosphflf) Ja11on in T ;:c\ls sllmulalc:ti h>; an11~en-pr~cnting 
cd\s.J /iw/ Chrm :-33JIJ.•.~ 

36. Zhani:. \\'.,J. Sl0.1n-Lan.:as1t·r, J. K11cht·n, R. P. Tnhlc, anJ L. E. Samclson. 1998, 
Lr\ T: the ZAP· 70 1yrl,Stnc kmasc suh\tr;uc 1ha1 1111\...s T ct·ll recep1or 10 cdlular 
acti\'ation. Ct:IJ Y: ,\3 

:-i7. Sperlmg. A. J., J. R. Sedy, S'. ~1anjunath, 1\. J.:upfcr, íl. Ardman. and 
J. K. Burkhardt. 1998. TCR signaltn~ induce!> selL"Cli\'c e,.;clusmn ofCD43 from 
the T cc:ll· an1i~en-pn:.\en1in~ ccll CC'lntact s1tc. J. lmrmmol. /(.}:6459. 

38. Oelon, J •• K. Ka1buchi, aud R. S'. Gennain. :001. Exclusion ofCD43 from thc: 

\ 



1908 

1mmunolol,:ical srnapsc is media1ed tiy plwsphor;. la1ion-rL"gula1cJ rt•location of 
the cytosht·h:tal adaplor mo'-'"5in. /mrm11my I 5 hl,J/ 

~Q. Al!uado, E., \1. SantamRria, \1. D. Ga\lc¡;o, J. Pena, and l. J. ~folma. 1909. 
f'unclional cl..pTC!>Slc•n of ClH~ 011 hum:m natural l-11\cr ct.'lls. J /.t'l•~ocytr 810/. 
,,,, 1,1,~3 

40. Li.nicr. L L., Ci. \'u, :md J. H. Ptu\hps. 1991. :\nalym of FqRIJI ((016) 
memhranc exprcss1on and ass.o.:1auon "'11h CD_\, and re epsilnn Rl-)' by s11c­
d1rec1cd mutallcm J lmm1"wf l4fi 1571 

41. R"scm1c111, Y., A. San1ana, and G. PcJr.ua·Aha. 19<N. lD4~. a mok..:ulc .,..lth 
1nult1pk fun.:trnns. /mrnrmol Res .~o !'11/ 

4:!. '.'.\•nt!, Y 11.. ¡; lknwld·O'Ponnd\, T.\\'. LcB1t:n, and 11. G. Rcmold. l%Q. ,.\ 
mono.:lonal anuhody to s1a\nphonn ¡('114~) induces homo1yr1.::: adhcs1on and 
a.._·11,,11111n of hum.in m.1110c~1C'S J 1:,r \frd J .. O :'5'1 

·B ~~uh111. K \1, K J) Campbdl. :md A. P. Skulnt.t.. l 1NS. CD·O l!o as.,o..::1att·d 
'>'1\h t~rrnme ~111J\t' a..::ll\11y tn hum.m nt·utr0ph1ls J l.t•11~oc.11e f110/ f.4 ,\(1{/ 

4-l "u11rt·r'. I. \\' .• \!. Ho1't.:t'r"'t'rf. K C t-.'.u(lpt:"rs, ll. R. S1.:h.,.,anl, .1nd 
J \1 J!.1rl.m \ 1}')2 Cw:..-..hnkm~ 11fs1ak•rh.ir10 !CD4~J mJu..:: .. ·s m.•utwphll ill!· 

CD43-MEDIA TED SJGNALS RECRU!T THE '-CHAIN 

gn:t!alion i11 a CDIR·dtpcndent anda CDIS-inrlcpl'ndcnt way. J. /m1111mol. J4'J: 
YYS. 

45. Xa\'icr, R. T. Brcnnan, Q. Li, C. \tcCom111d:, :md ll. Sced. 1998. M~mbrane 
cClmpartmcnlation is rcquircd for cílicu:ni T cdl activa1ion. /n11111mif)• 11~ 3. 

46. fischcr, K. D., Y. Y. Kon~. H. :\i~hina, K. Tcdford, L. C. Mare~c, 
l. Ko1.ieradJ1.i, T. Sasaki, !\l. Starr, G. Chan, S. Gardcrn:r, t-1 al. 1998. Vav ¡§ '\. 
reg11la10r of q1os~ck1al reorl!aniulion mc:Jialcd hy the T- cdl rcccr1or. Curr. 
Bwl. li .. ~54. 

41. Moin¡;CllO, P., J. L. Lucich, D. J. \1cCon\..cy, F. Lc1oumcur, B. ~1alisscn, 

J. KC1..:han, H. C. Chang, H. R. ifodc.,,,ald, and E. L. Reinhen. 1992. CD~C 
dcpcnJen..::~: oílhc CD:? pathway f1facm·a1ion in T \~·mphocy1cs and na1ural loller 
cdls. P1oc ,\',u/ Aca./ Sci. L'iA .W. J.JV2 

.is. Aa1-a1, C. and \1. J. lrcrnlilay. :!00!. Fni!agemcnt cií CD~3 enhanccs human 
inunu11c.dcfi,·1c11cy \'lnlS t~rc 1 lramcnptwnal ac11v11y anti virus pwduclietn\hat 
•~ 111~1u.:t·d upnn 1 (.'il C:D'.\ ~111nulat1nn. J /linl. Clu·m •1 -:'i :8;- 14 \ 

TESIS CON 
.. ,1 ~\ ; rL.· .. 

\ 



THE JOl'R.'\Al. or BIOWGIC.U. Cttntl!tnlY 
(:) 2001 hy Thf' American Socil'l)' for Hiochf'mistry and Moll'rular BiolOJO·, Jnc. 

Regulation of Cbl Molecular Interactions by the 
Co-receptor Molecule CD43 in Human T Cells* 

Reccivcd for publicntion, Septembcr 18, 2000 
Publishcd, JBC Pnpcrs in Pres•, Octobcr 6, 2000, DO! 10.1074/jbc.MOOS494200 

Gustnvo Pcdrnzn-Ah·n:j:, Snnsnnn Snwasdikosol§, Yun Cni Liu~. Lily Bcntriz Méridn:j:, lllnrio 
Ermcsto Cruz-Muñoz:j:, Fnbinn Oce¡.rucrn·Ynñcz:j::, Stcvcn .J. Burnkof~. nnd Yvonnc Roscnstcin:j:•( 
From the "+lllstituto de Biotec.w/o¡.?io/L'nircr:;idad Xacio.'lal .Autci11oma de .. \léxico, Apartado Postal .5JQ.,"J, Cuernot·aca, 
.\10R 62250, .\fc.\·ico, the §Dana Fortia Ca11C'l'r /tr.,·titute, 13uslMI, .\fo.c;sach1u:ct/s 02115, crnd tlie ~La Julia lnstitute for 
Allcrgy ond brimunolo~y. La Jnl/a, Cclifonlia 92121 

CD43, onc of thc most ubundnnt glycoproteins on thc T 
ccll surfncc, has bccn implicntcd in selection nncl mntu· 
rntion of thymocytcs nnd mii,.11•ntion, ndhcsion, nnd neti· 
vntion of n1aturc.~ T cclls. The ndnptcr 1nolcculc Cbl has 
been shown to he a ncgnti\'c regulator of Hns. Furthcr· 
more, it n1ny also t'(.'j..l"\llnte intrarellulnr signnling 
through tla.., fo1·1nntion of S(.'\'Pral 1nulti·mo)l'l'U)ar cnm· 
pl(.~x<.•s. llcrc we invc.•stigah•d tlu• rule ofCbl in thc CD·1:i· 
n1cdiutl'd sig-naling pnthway in humun T ccll~. Cnliku T 
Ct:""ll rel'l1 ptor .i.;ig-naling-, thf" int~n•ction of the- nduplt>t" 
protcin ChJ with Vnv nnrl pho.!-Ophnticlylino~itol a-kinn~e. 
r(.•sulting- from CD.t:i-spt•eific sig-na)s, is in<lc¡ll'ndent of 
C'bl t~Trn•inc phospho1·_yJntion, sugg-e!'ting- an alternati\'c 
n1c>chnnisn1 of intPraction. CD-1:1 ~ignals induct•d a Cbl 
~crine phosphorylution·depenclc.•nt interaction with tite 
o·isoform of 1-i·:l-:J. protc>in. Prott>in kina.sc C·mediatcd 
Cbl scrine phosphorylntion wns l'(.'quired fur this ínter· 
nction, h<•cnu•e the l'KC inhibitor R0-31-8220 prevented 
it, us wcll ns 14-.1·3 dimerizntion. :\forcover, mutntion oí 
Cbl scrinc rcsiducs CHU, 623, 6..19, nnd 642 nboli!-hed thc 
intcrnction hctwt..•cn Cb1 ancl 14·3·3. Ovcrcxprl>ssion oí 
Cbl in Jurkat rells inhihited thc CD43-depcndcnt ncti· 
vntion uf thc mitogcn-activatc>cl protc•in kinn~e (~1APK) 
puthwnr nnd AP·l trun!'criptionnl acti\'ity, confirming 
ne,·erthel~~s u nl..,gnth:e role for Cbl in T c::ell si,.,'llulin..:. 
Howe,·l•r. under normal condition~. PKC nc.·tivntion re· 
sulting fro1n CD·i3 t..'n¡.:a~en1t..•nt wns r('(¡uired to nctivntc 
the !'\tAPI< pnthway, ~u,::gestin,:: that phosphory·Iution of 
Cbl on ~crine rc~iducs by PKC and its H!'isocintion with 
14 .. 3.3 molt>culcs inay play u role in pre\'Cnting thc Cbl 
inhihitory cffr•ct on thc Rns·:\1APK pnth\\·ay .. These data 
suggest thnt by inducint-t its phosphorylntion on serine 
r(.""lsiduPs, CD.13°n1cdinted signnls n1ny rcgulntc the nto· 
lcculnr ns.ociations nnd functions of the Cbl ndupter 
protcin. 

T cell >timulation through the TcR1 nnd/or ca-receptor mol· 

• Thi:-: w11rk wa:: ..:upportt.·d by Grant j!\'217495 from Dirt'l'ción G~·n· 
cr:1I de :\puyo al PL•r . .::unnl Arr1dé•mico'l.':nin·rFidr.d :\nl'icmnl Autónc•ma 
de :.01éxieo nnd Gr:int 2:"i307-~1 from ConH·jo :\neiünal de Cil•ndn y 
Tl."<-'nolo1 . ..-ia. :\1éxico. Thc l"O!'t!' c1fpublirntiun ofthis nrticlc Wl·rc· dl'fra,:.cd 
in p:!rt by 1hc pn,:.,ncnt of pe~c drnrJ,!'t:~. Thi~ anide mu~t tht.•rl'Íurn be 
hl·rcb_v nmrb.-d "adt·otiscrm:nt~ in accordancc with IS L".S.C. SC'ction 
1 i3-1 ~oltly to indicntc this fact. 
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Kyoto GOG-8315, ,Jnpnn. 

•• To whom corre!'pondf·ncl' ~hould be nddn~!'=sed: ln!'tituto de Biotcc· 
nología/l':\°A.\1, APDO Postal 510-3, Cucrnn\'nrn, :\10R 62250, ~foxko. 
Tel.: 52-i3-291GOG; Fnx: 52-i3-li23SS¡ E·mnil: yvonm.-@lbt.unnm.mx. 

1 Thl.' nbbn·,·iation~ uH·d are.-: Tc·R, T rcll recl'ptor; SH2, Src humoloro· 
domnin 2: Ab, antihody; mAb, monoclonnl nntibody; M.APK, mitogcn· 
ncti\'nfcd ¡irotein kina:.:i•; ERK, cxtrnccllulnr Fi¡.,rirnl-rt.·j,..rulatcd kina::;c; 

Ecules IL:.ads to the actÍ\'ation of SC\'C-ral protein-tyrosine ki· 
na;es t 1 ), thus inducing a cascade of tyrosine phosphorylaticn 
e\'ents. Phosphorylation oítyrosine residues pro\'icles docking 
siws for adapter molocules that recognize phosphorylat"d res­
idues through Src homology 2 1SH2> donrnins or phosphoty. 
ro:'-ine-binding tPTBt domnins t2l. Adaptcr molcculc-s ha\'e 
c-mr~rgc·ci as criticril cnmporn·nt~ r1f CPilulrir ~ignaling t 3, .t 1. The 
form:tti0n oftyrn."Íné phosphorylnti0n-deprnch·nt multi·prnh•in 
compll'XC>S irn-lll\'ing a<lapll·r and cff1::ct.or ¡iroteir1.s ha:'- bet'll 
."hr1wn to he (·~."(·nti...-d for ~1g11al tr:rn ... ductinn. ni ... ruption íJf 

th(·~l· complr·x1·:' by mutating sp1:ciíic phc1:'-photyro:-i1w ru:.idu1"s 
c,f c·itlwr tlw adapt(·r ar thl· dfol'lur pn.1ti.·ins IL·ads t:J the inhi­
bitil1n nfL·í:llular n·~J>cllbt·~ ~5-11. On thL:. contrary, hypt.·rpho::i­
phorylation of adaptr·r mok·cull·:.; ~uch ;is Shc re~ulte:d in en· 
hanee>d Ct:llular rC'spon5oe 181. 

Cbl, the oncogr.ne product of the C:isita~ B-lincuge lym­
phorna hr.s beien irnplicated in se\·~ral signa.l tran::.duction 
pathw:iys. Cbl is tran~iently pho~phorylnt.l:d on t:Tosine rcsi. 
duC's aft.cr acth·ntion of SE\"eral rcceptors and ro-recc·ptors by 
thc·ir co¡:;nate ligand:;, including: TcR, B cell rc-ceptor, Fe.::- re­
Cf'ptor, FctlU, colony-~tinrnlating factor-1 n·c<:ptor, inu~rlPU· 
kin-3 rect!ptor, CD38, CD:!S. intPrfr:rnn y n .... ~1.·ptor, (·pidErm:-il 
grüwth factor n•et·ptor. pl;iH·let·liE>rin·d ¡.:rowth factor rt·l·t-ptür, 
nc·rn.· growt.h factor receptor, ami int~grin recept.ors, among 
üthc·r~ •rt?\'icwed in Hef. fl¡. Chl tyro='i1w phosphorylatfon is 
din·ctl~· nwdiah·rl hy ZAP-10 ami Syk kinase~. although it is not 
yet cle11r whl·thl·r it mny :-ilso be a dirc~ct targC>t for thP Src 
family kinascs, Fyn ancl Lck '10, l l 1. Cbl tyrusinc phosphoryl­
ation induces its association with several sign::1ling moleculf!s 
including ~Tosine kina.'les such as ZAP-70 and Fyn, <12, 13l; 
the lipid kinase P13K 114-16>; the guanine exchnnge factor 
tGEF> \'a\• 1171; and the adaptcr molecule Crk tlS-2l>. 
Through its proline·rich regions, Cbl may interact with the 
SH3 domain ofkina.scs from the Src family Fyn (22i or L~·n (231 
and with the adapl<'r molecules Grb::? i24, 25) and Nck i26l. Cbl 
phosphorylntion on serine residues fa\•ors its assodation ~·dL'1 
proteins of the 14-3-3 fan1ily '27 .1. This compiex arrny c.f inter­
action~ suggeHs a cC'ntral role for Cbl in cc_.llular ~ignaling. 
HC'cent data point ton negative role for Cbl in cellular signal­
ing. G(•nctic evidencí.'s from thc ncmntode CaenorhClhditis 1•/. 
Q;an.c; suggestR.d thnt the Cbl homologue Sli-1 is a ncgath·e 
regulator of the Rns-depcndent Ppidermal growth factor signal 
transduction pathway 1.28). In .Jurknt cells, overexpres~ion of 
Cbl inhibited thc Ras-dependen! acti\•ation of the MAPK path-

PTB, phosphot~·rosinc·binding domnir1; Pl3K. pho~phntidylinositol 
3-kinnsc; GEF, gunninc c.xchnnge fnrtor; GST, ~lutnthionc S'·trnnsfer. 
n~c; PAGE, polyacrylnmidc gel clcctrophorcsis; PTPasc, protcin-tyro· 
~inc pho~phnta!'c; TPA, 12-0·tctrndccnnoylphorbol·l3·ncl't..Rte; PLC, 
phosphulipnFC C¡ PKC, protcin kinnH;' C. 
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730 CD43 Regulation o(Cbl 

wny and AP·l transcriptional ncth·ity !29). Recent data ob· 
tained from the c-Cbl_,_ mouse clearly showed thnt the ah· 
sence of Cbl learls to enhanced T cell signaling upan CD3 
ligation, involving Z:\P-70 kinnse acti\·ity (301. Iloweve>r, n 
positive role far C!Jl in integrin-mediat~d C(·ll ndhcsion has ah-o 
been described l3ll. Thus, Cbl seems to h<' a complex adaplkr 
molecule that, dr•pending on thc sign:tl, mny function both as 
positi\·e nnd 1wgati\·e rf'gulntor. 

The T cell surfacc glycoprot.c·in CD43, is a transmemhrane 
glycoprotein. Two isoforms of CD-13 l 115 nnrl 130 kDa) are 
gcnerate>d by post-translntional modiflcations of the glycosyla­
tion patt.{>rn. ·n1e 115-kOn form of CD-13 is expressed on ali T 
cells, whereas the 130-kDa is more abundant on resting CDS" 
cells and is up·regulated on both CD.\. ami cns· lymphoc;~es 
upan ncti\'ation <~i2-3-1l. CD-13 functicns are not wt)ll definf'<l. 
CD-13 has lwC'n shown to play a po~iti\·e rolP in C(·llular ndhf'­
sion mc .. cliatc-d lJy integrins (35. 361 nn<l in T cc·ll homing <a'i l. 
On the contrary, ba~c·d on the nPgntive chargP nfthe si3lic aciU 
residuPs of C'D43, it has b(•rn suggPstc·d that it J':1rticipntt-s in 
ant i-ndht?si\'e prol'P~~P~ 1 ~~S. :~g !. Abo during thymit: dt:-\'t·lop­
ment. CD.t:l may play a rol!! in the positi\'f• sckction of imma­
ture cortical thymocytl,~. thrnuph its intc·racti,>n with gali·c­
tin-1 on thymic C:'pitlwlial n·ll~ 140-42 ~- :\ rL1lt· f0r CD43 in 
negatíve st~lection has also bH.?n propos(·d, prL1bably through 
mcc.:hanisms involving CD43-ICA..\1 interact..ions 143). Co-liga­
tion of CD43 with thc> TcR l"nhancc·s T cf>ll prolifc.ration abr1\'P 
lew•ls obp.ervl·<l wlwn cro~s-linking t he TcH a!GnC'. in normal as 
W!!ll as in CD28 / · mict· t-t.: !. Furthc:rmor(>, it was fl•CGntl\' 
~hown that CD-ta nwy modulntf· TcH ::=.i1!n~lin.!:! and immun~ 
re~p0llS(•S !.\51. ('[).\a Jignti0n With diffl·rl•Ilt mC•l10CJr•na) anti­
hodif•s ! mAh:::., wa~ rl'pnrt.Pd to induce, thc· gí·m·r;ition of dincyl­
~lycc-rol ancl ino!-'itol pho~ph:1tL•s. Ca~· mc1hilizatinn, nnd Pl\C 
acth·atinn q()1, Tlw~e l,fff'cl~ nre nwdi:1t<'d l•y the highly con­
S(·!"\'(:d c:yt0p)a:.mic domain (•f Cfl-t:3 b(·C:rns;p ddHion üf tht! 
entirc cywplasmic domain nbo\bhL .. d thc co-n·cc-ptf'\r functions 
of CD43 when l'Xprc:~sed in nn antigen-~¡H·cifi.c murinc T cPll 
hybridoma r.J7•. 

Despite th" fact that CD43 participaws in di!forent inunu· 
noloi;ícal processes, the molecular e,·ent in\'olvéd in CD43 •ig­
naling are still poorly understood. We ha\'e reci;ntly shown that 
cross·linking CD43 on the cell surface ofhuman T lymphoc~~es 
with the anti-CD43 mAb LlO IPads to a CD43-F,·n kina>e 
int.(·rnction and to Fyn phosphorylntion on tyro~ind rcsiducs. 
This intL-raction is nwdiatc-d by tlw Fyn Sll3 d0main and pre· 
sumably a prolirn:"rich ~c·quence locati·d in tbc cytoplasmic 
domain ofCD-t3 <-l.SJ. Othcr groups ha\'í~ :-::hown tlwt CD~3 cnn 
al!=-o int.t:·ract with Lck 14~:11. although nu functic.nal data were 
prm·idc-d rPµarding this association. \\'e ha\'(~ abo ~ho\1.·n that 
CD-1:3-~pt·cific ncti\'ation of human T lymphoc~1CP: induces ty­
ro:::.ine phosphorylation of thc- arlaptl-r protl'in ~he and of the 
GEF \';w, IPading to thc form.'.1tion of a mncromolecul:tr com­
plcx thaL comµriscs Shc, Grb2, and Va,·. CD43 ligation results 
also in the formntion of \•a\·-SLP· 76 complexos nnd the actfrn· 
tion of thíl ~1APK pnthway !501. Hc·cc1 nt datn s.uggc·~t that the 
int.c>rle-ukin-2 gcnC' cxpression mcdiatc·d by CD.;3 ~ignaling is 
Ca2 ~ • and PKC·dc>pendent and thnt it involvt?s n.cti\·ation ofthe 
transcription foct<Jrs AP·l, !'\FAT, ancl ;:-.;FkB.2 

In the prosent report we show that cross·linking CD-13 on 
hum;in periplwral T lymphocytt~s inducc·d the a.ssociation of 
Chl with the GEF \'a,·, the lipid kina>e P13K. and the ~-soform 
of tlw 1 ·1-3-3 fnmily of prot('im~; intPre~tingly, these internc­
t ions did not rc·quire Chl-tyrosinc phosphorylntion. The induc­
tion of l-t-3-3 dimcrization, the 14-3-3-Cbl int.c:ractionR, nnd 

~ Snntann, ~1. A., Pt•drnzn-Alvn, G., Olinrn!!-Zavalc•tn, =-:., ~fodrid­
~forina, V., l-Ion.~~i. V., Burakoff, S. J., nnd Ro!o:cnstc·ir1, Y. f.2000) J. 
Biol. Chcm. 275, 31460-31468. 

MAPI\ acti\•ation mediated by CD43 ligation were found ·t<> be 
PKC·dependent. Furthermore, we show that the CD43·ind~d 
14·3·3·Cbl internctions required serine phosphorylation ofCbl, 
Ne\'ertheless, overexpression of Cbl in Jurkat ce lis inhibited ~ ... 
the CD43-depenrlent ERI\ kinase anrl AP·l lranscriptional ne· 
ti\·ity, suggesting n negati\'e role for Cbl in CD-13-dependent 
enrly ~ignaling C'\'Pnts. Alt.ogether, thesc datn clearly show thnt 
C'D43 ~ignaling induces Cbl-serinc phosphorylution rather 
than Cbl-tyrosine phosphorylation and that Cbl serine phos· 
phon·Jntion nrny cont.ributP to regulate the mole>cular ass.ocia­
tion; nnd functions of this adapt.er molecule. \ 

EXl'EHl~tE~TAL PllOCEllt.an:s 

Rrn,t,•olfs-·l.10, nn JgG 1 mAL that rccogniu•s CD43, wa!! either pu­
rifi('d from 1t:-t'ite~ on prott·in A·Sl·pharm-c t'olumns <ir u:-.c·d as íl:'ritc~ 
1. l.!>QQ¡. Rabbit nnti-11H111:-=L• lgG nnti .. t·rum \\"AS ~!cnerntt'd by n•peatcd 
irnmuni:ntion!-1 with ¡n1rifü·d n10H:::e lf..,r(:;, nud nnti-mnU:-"f' lgG immuno­
glol:ulm:" wnt• 11flin1ty punfic·d .. JD6, an l¡..,1Jl mAh th:'lt n·cognize . .:. the 
\'P'j ¡ml'.l·ln fnim humnn rntm-iru!' 151), w11~ u:ot·d ¡¡:-; n nl·¡::::ati\'f.' control 
in :-.JI t·'rl·nm1•nt." and \\ ª" tlw kind h'ift from Dr. Lui!-' Pn<l11Jn.:\'nril·ga 
tln.-:tituto dL· l11\"t'!-ll~:acio11t•..: Hio111t·dicn~.11_:11i\"l'rsid;1d :'\ncion;,I Au· 
tonom;o. dt• ~1t"·>.1ro1. T!w ;,111i-\'n\', anti-1·1·3·3, n1,d anti·Cbl ;o.ntibtidic:' 
\\t-rL· frum ~anta Cruz Biotl•rhnnlogy •Santa Crn:>:, CA1. Thc allti·pho!'"· 
¡1hut.\ r1••l:~t· .¡(_; 10 :n.\b h:1:-= ht vn <k..,cribt·d el~ewl1nl' 1!'i'.21. Th(· nr;ti­
GST nnt1hndy \\;J!-' gt·m~ratt'<i by rabbit immuuizati<m with puritit.·d GST 
prc1tt•in. Pru!ein A.::;L'Jlharo:-:t• wa~ frcim Zynwd Lul){JratoriL•s !ne. 1S:m 
F'rnnci~co. C .. \¡ :md Ficoll·Hy¡rnque wa~ from SiJ..,'11H\. Thc p!n!-'mid con­
taining tiw AP· I L·IL-inent linkr·d tn the thymidiue kina:::e prurno1n and 
tht• lm·ifc.rnf.t..• rt·p,>rter gL·nc wn:-= tlw kind ¡..,"ift ofDr. :-.,i. Hincon frum thé 
L'i.i\er~i:v oi \°L·rmr.nt. 

Cfl/ C~.'t1•rt-.J11rk1t n·ll.-: \~1·n• culturPd in HP.:-..tI 1640 1HnlonC', 
I.,.,g;rn, l'T1 :'upp!t·rnt·1,tt-d wi~h SI/. fr.t.'.ll c¡df!-'erum •H:·;clc'nt·J ~nd 5'< 
bm·inc 1ron ..:11ppll·:nL·:1t1·d l":llf ~l·rum • Hyrlo1w1, 2 m~\ L·glut:rniit1L' 
·~i¡.:ma• .. "lO 1111it··.lml p1..·niedlin, ."•O J.<.!..!.'ml :-:tn•ptornycin, nr.d .:)Q p:>! 
fi-nll"rrnptnt·tlrn1H11. Pt'riplwrrt! bh11id T n·ll:- wt:re: i.-:olatt•d frnm hl·11lthy 
adult dc.nor::: by Ficull-Hypa411t· ~radit·nt rl·111nfu~;;,1ion. Tht• buffy eoat 
wa:; v.a"Ll:d threc tín]('.-: with p)w..,phntL··buff\·rL·d !-ali1w 11r.d rl ~u.-:­
p(::ldL·J in ~upplcm1·11tt-d HP;.tI. AdhL·n·nt cL·ll!- Wt'Tl' n•mon·d hy pk11inl.! 
tht• e1·ll!- Piiio lOO·mm Pt·tri di.-:lll's 1.1 • 10·' n·ll~/p\11tL·l for at h·a~t 2 h 
nt 37 'C in a tirl CO. ntmu"pht·n» !\'onm.lhL·n·nt ct·ll:- WL·n· colll'l·tt-d and 
loadHi f•n a nylon eolumn pre-t.·quilibratt·d with :-=upplc1m·ntcd RP~tl. 
incubatt·d for ·1:1 mia at 37 ~c. nnd eluH.•d with i:.upph·mentt·d RP~tl. 
Thc rcrnltant purificd ci:!ls werc predominantly OKT3 ... 1 :>&O'i'"d and 
L 10• 1>9.5S1, a!-' detcnnincd by fluorcs(:ence-acti\'ated eell wrter 
nnnly~is. 

T (\/{ Acti1 atir.n and Ru;dit;~ <1[ Cclfolar Prntcir1 to GST·l4·3-3 
Fu.~ion f'ri¡fe111.<o:-Punfied Tn·ll::: 12 < lO';"JorJurknt edl!' 12 ·•· l0'1were 
inrnbatt·d in O.fi mi nf {'(1ld HP~11 for 15 min at 4 ce with the follo.,,,;ng 
nnt1lwdic:->: LlO i 1:500 dilution C1f n1.:cilL'!' ur 1 ¡ij.!fml of purifü•d lgGI, 
.'H>G, or OKT3 at l µg:/ml. Cro.":-·linking wa . .:. Mhil·H·d by furthcr incu­
bat.ingthe cdls with rabbit anti-mom-t.• 11-..f; 1} ¡q . .:/inl 1 for 15 min at 4 :e, 
folll1wrni.: which l'l·ll~ wt·rl' ac:i\"atl'"fl by íncubution 111 ~{'j ~e for thc 
indil"ntl'(i timl'.:.. AJt,_-rn;,tin•lv, wht•n ir.dirnll'd. et.'11.-: \nn• :-timuhi.kd 
with 4 µ¡¡'ml 1,f 1.10 n.nti-CD.;3 or 4 11g/ml of OKT3 nnli·CD3 mAb~. rind 
L"rO!-i:o-linkinl! waf; nchit:n•d u~ing 10 µ:g'ml of rnlibit :tnti-mo~t~l' !f:(J at 
37 ce for difft·rt.>nt tiHH' J>f'~iud~. Aftt•r n1.:tirntion, CL·IJ~ \\'l•rc Jy:'il'd in 100 
1•1 oflysis buffer 12;1 m:i.t Ht:pe::1. pl-17.7. 150 m~., ~tt(i, 1.5 m~.! ~lgCI~, 0.2 
m:.t EDTA, 0.5'7C Triton X-100, 0.5 mM: dithiothrcit!ll, 20 m~I t3·i;!y<:cr­
opho~pha-:c, 1 mM Sn 3\'04, 5 m~.< ~a.F. 4 mM pht:nylmtthyl~ulfo::yl 
íluoride, 1 ¡t~;/ml Jeu¡wptin, 1 µg/mJ nprotinin) for- 30 min at 4 •c. 
Ly:inlt•s "ne !'pun nt l~.000 • ¡: for 15 min at 4 ~c. and ~upcrnntant 
volumc wns ndju~ted to 300 1d with frl'~h ly;:;is buffor nnd incubn1ed 
with npproximatf•ly 10 ,,g uf fu¡;;ion protl·in nonco\'nlt:ntly couplc-d tn 
glutnthionc-Sephnro!-'e bc·nd:; for 2 h nt 4 ºC. Bcnds werc \\'asbc·d four 
times with cold ly:-:is buffer, nnd bound protcini:; w<:n• rc~oln·d by 
SDS-PAGE nnd ~ubjectNI to immunoblotti11g. 

ltnmunoblottir.¡:-Prott•in~ w1:rc trun~Íl'1Tt·d to ImmobiloJJ·P mc·m­
brnnc~ i ~filliporc, ~fodford, :\tA \. ~1ernbra1w:; WL•rc blockcd with 5"é 
nonfat milk in Tri:<-bufü•r !'alinc 1TBS; 10 mM Tri:-, pH 7.5, lfiO mM 
NaC!l, follo"l'd hv inc11Lntin11 with thc inrlicutc:d nntibod\· dilutL-<l in 
TBS with O.O:'i'í 'Í\\"(•t·n 20 1TBS-T: Bio·H.ndl. After threc .;,.ll~hes with 
TBS-T, thc memhrnne~ WL·re incubaterl wilh the approprintc ~econd 
nntibody coupled to hor~erndi:-h pcroxida!'-c ( Biomeda Corp, Fui::tcr City, 
CA), and protí'ins Wl'rL' \'i~lrnliz1·d by ECL tAnwrshnm Phannada Bio­
tcchl, following tlw mnnufnctun·r's instructions. 

lmmunoprecipitatiun-Protcin A precll'an·d Jyi;Hh!S from ectiveted 
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or nonnctivatcd T l'ells (2 :-:: 107 ccllulnr c>quivnlcnts) were immunoprc· 
cipitnted with the indicaH·d antibody ( 1 µWmO for 2 h at 4 ºC. Immunc 
complcxcs wcrc hnr\'l·stcd \\'ith protcin A-Sephnrosc for 1 h on ice nnd 
wnshed Ollce with cold T:\E-T íl50 m~l 1'aCl, 50 mM Tri$, pH 7.5, 5 m~f 
EDTA, lC:C Triton X-JOO (w/v)l, twicc with T~E ()50 ID\1 !':aCI, 50 mM 
Trii;, pH i.5, 5 m:.t EDTAl, nnd once with H~O. \\'hcn indimted, Cbl 
precipitat"s were tn•cllC'd for 30 min nt 37 "C with 5 unit~ of alkaline 
pho::phatn~e or !!fi unit~ of prutcin-tyro:;:i1w phn:-;phntn:o.e 1PTPn:'c from 
Ycrsiuhll in ria µl (1fthc buffor ::ug¡.;L·i.kd by thC' mnnufottun·r iRochc 
Mok·cular Bi111.:lwrniral¡.:1_ 'fo inhihit •dkalrnt.• ph11:ophnta:-l', 10 m:.t 
{1-glyrt•ropho:-phute wa:-; nddL•d to 1lw n·action mix, zrn<l 100 /J~! uf 
~n3 \'O" wn:- u,;t.·d tci inhib1t l'TPa:-l· Immunopn•r1pit~'"lll'd protein~ \H~re 
:-ubjt.•t'h'd to SDS-PAGE and 1m111uuohh•tlt•d n!' rlc!--t-ribl·d abon.•. 

[J1phi 1\·ir1mc .·hrny- .pJ:H.: a~:-ny wn." ¡wrforna·d bn~ienlly n:- dl·· 
i0cribt·d prt'\"i(!U!•dy 1,1);~1. with tLl· fol!,1wing modifil'<ltil'I:!". Cbl prt:'l'ipi· 
tntl's wt:n• wMlwd twin_• with 100 nn: Tri!', pll G.8, nmtaining .500 m:.1 
LiCI nnd two tinnl wa,;lll's. with 10 m~I Tri~. pH 7,5, ..:ont3ining 100 m:-.1 
!'\nC'l nnd 1 m~! EDTA. 10 ¡ig ofpho,;phatidylino:-:itol wcre ndd~d to cnch 
immunopn'eipit.cih· nnd (·quilibrna·d for 5 min nt 30 ce and thl'n ·W µl 
ofkina~e buffor \\'(.·re nddt•d 1 100 mM lkpe_;;, pl-1/,S,5 m~: ~tgCl~, 10 ¡JCi 
of h·-:o::p]ATP, :m<l 10 µ~l ATP!. Aftt·r int'ubnting nt 30 ºC for 10 min, 
reaction~ \Hre :otoppi·d b:v ndding 400 ¡.d of 1 ~ HCI And 400 ¡ti (Jf 
chlorofonn'nu·t hnnol 11:1 'i, tlw nqu('(rn~ ph.>"L' wn." di~L\'">!"ded, nnd lipi<l..-: 
wt·rt.• (·Xtractt·rl \\ i1 h 1 -.; J {( '\ 1:m·thn1wl : 1. 11. Phri:op!-.0\ipidi0 werl' ~l"flO· 
ratl'd by th111 lnyl·r rhn1:n<•t")-,'T<1phy u:-:m¡.: l-;ii-11pa:wl12 .'-' <tt'l'tic ncid 
((3,11:35\ ;1:- :-oh1·:it a'.HI dt"!t·( ~1·d !iy ;11itur:1di{•~raphy. 

Trar,!-fi.lf¡,-.n (Jt1d /.11c1{l ra .. ~· A.~.,r1\ ~- -Trall"lt'llt ir:in:-ft·ct1c111 uf Jur­
kat l't·!!:- w:i:- pt·rf .. nm·d hy 1·lt'l"!r(lp<•ral\lln a:- clt·:-l'l'lh1·d J rt·\ iou.~ly 1.'""1·1 
Bril'l1:-·. lCJ~ n·\l.: \\t·n• \\;1 .. Ll·d l\\lt'l! w1th pho'-pha~l!·liu!Tt·rl'd :-<ilinl', 
rt.•:-ni'pt·rnkd in .;.._1l) 1,l d gp~!J nnd niix1·d with an 1•q:1:1l volui:w of 
RP~H ('~1r.tai1.in~ 10 ,q.~ pf D:-\.-\ :it.d .¡o ¡1.: of I1EAE-dt·xtrnn prirr to 
c-Jt.ttropur•1~;011 ;,t :.!10 \', ~1.~.o 1.1F 111 ¡¡ B1o·R:,d ¡!t·JH' pu:,..1-r. Afl1 r t·il't"­

tropüration, t"l'll!- "l'rl.! .d'.uwl·d tri ,..1and for 10 min nt ro,.,:~·, tt·1r.p('r:i.tun" 
Cells tran:-:fc•rtl·d with tht• :-nmr: pl;i:-:nid wt·n· pooled n.nd cultun•d for 
.;s hin complt•tf' RP~!I. F1nrd!:.-, l't·ll::: Wl'rt· !-'timuln!ed for the indirnt1_·d 
time undn di!Tt·n:nl ex¡wrinw:1tnl l"t\ndition!". Lucifora~(• nrti\·it.\' wn~ 
dt·tc·n11in~·d n~ d··,;.er;h(·d ¡1rt.'\'il1u.~ly ·!'i!'11. 

RE>'L 1.T:' 

Cbl A-·.-r,ciat1 s "ith \"au and th<! p85 Suhunit of the Pl3K 
upun CD./3- .... ptn/lc T C,·l/ Act1n1tion-\\'e have previou~ty 

shown thnt crus~-linking CD.+3 on the cell surface of human 
peripht?ral T Cf·ll~ inducQs thr. form.:nion of n macro molecular 
complex cor.taining Grb2 and tyrosine-phosphorylated Shc anrl 
Vav. Becau5e we i<lc-ntifierl \'3\• ns the p95 tyrosine pho~pho­
rylaCP<l protein, we found that \'m· prc·cipitntc-s containf'd thc 
adnpter mofi?culf' lb!. Fiµ. L·\ shows that in réHing human 
¡JPriphernl T ct·lls, Cbl and \'a\' can associatl~. Cbl pn:c:ipitate~ 
from cE-lls treatcd with n.n isotype control m.Ab í3D6l containe>d 
Vnv !/ano; 6 nnci S, !011"t'r pant'/1. This nssociation was clenrly 
enhancc·d by CD-13 cross·linking with the LlO mAb and activa· 
tion at 37 'C for 1 or 5 min t/ancs 2 and ./). Simiiarly, Vav 
immunoprecipitntcs frorn :lDG-trrnt<-d cells contained basal 
!E\'cls of n~r-oci:ttPd Cbl 1/um1 ~ 5 and 7, 11pper pone[), and the 
amount efCbl found in \'a\' im.munoprécipitat.<:·s increased with 
time wh(·n cf'll~ \•:e re ~timulatf~d with tJrn :.lllti-CD43 mAb LlO 
t/crnt's 1 and 3, uripfr par¡ di. Equh·a...lent amount.E of Cbl 1/a:1e~· 
2, ·I, 6. nnd 8, uppi:r panr-{) or Vnv t/anes 1, 3, 5, nnd "i, upper 
/JllTll'f) W(·fC rrccipitat,·d fr()m T rPll~ lysal<'S, inGr·pendt·ntl~· of 
the trc·:itmc·nt. 

Because we hnd µn-vh_,u~ly ~h!1wn that CD-13 ligation in­
duced Vav t)Tosine phosphorylation i 501, wP aF-k(·d whcther the 
Vnv mok~ules associated with Cbl werP t)Tosine phm•phoryl­
nt.cd. Fig. 18 shows that Cbl immune complexf:s isolatW from 
isotype control antibody-treat"d cells contained low levels of 
tyrosine phosphor~·latéd Vav !larws 3 and .J). On the other 
hnnd, following CD43 c-ngagement, the amount of t\Tosine 
phosphorylnted \'av a>Sociat<•d with Cbl increasec:! !/anr:, 1 and 
2). Tdéntiticatifln of Vav in Cbl prccipitatc>s was performed 
using mlli-Va\• polyclonal antibcidies <datn not shown). Thus, 
these data ~hü\\º that \'a\' molecuk•s ns~ocint~d wit11 Cbl in 
resting or arti\'at.ed T lymphoc)1es nre tyrosine phosphorylated 
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Fic.. l. CD·l3 cros~·linking inducL•s \'uv·Chl lntl.'rnctlons in hu­
nrnn T ('t•IJs • .4., 2 •. 107 T rl'll~ werc ~timulntl•d nt 37 'C for difforl'nt 
pl·riod:-: cif titnt• with ririti-CD·13 mAb LlO 1/arH"!i J .. .¡¡ 11r thc iJ"li:ype 
t"Pnlrol mAh 306 •!a.•¡1'E .'l ami (:1 or lt·ft untn•att·cl rfonts I nnd til. 
Pn-clt:art'd ct:ll l~·rntt·~ Wt·l"l' i11,munopn•cipi1:1tl•d with a11ti-Vnv (fota . ..: l. 
:1, ;l, nr.rl 7 1 ur :mti-Chl polydon,11 Ab-' 1/m;cs 2, ·1, 6, n:1d 8 •. Prl·l'ipi!ntl·d 
prr1Tei:1~ \\l'fP ,..:epn.rnt1•d !.·y SDS-PAGE and Llot11·ri with tlw iu<l;l':lh_·d 
n:11iL11di{·~. B. Chl Wh" ¡lr<T:pitat1:d frc•m prl'l'IL"art·d T t"(·ll l:-Ol"Htes <•Í 
r.nti-CD43 n~Ab·:-timuhte:ri ccll:o: 1/ur;o· 1nnd2 1 or i:-=otypc l'O:ltrul mAb­
tn·ntt-d rdl:o; (/anrs .1 and .J •; pr1.:dpita1e:ri pro11•in,..: wen• Hpnrnte:d b:-· 
SDS-PAGE and blutted with n11ti-pho~plwtyro~im· ·1Gl0 mAb. The po· 
~ition uf\'av i!-- indiC'akd. /P, immunoprL"cipitntion 

and that CD43-medi;itf'd signals inducf! the :i~~ocirition of ty­
rosine phosphorylatí·d V:w to Cbl. 

Cbl has also bc>er. ~hown to interact with the pS5 suhunit of 
the Pl3K. up011 T and 13 c<·ll nctin1tion through the TcR or the 
BcR i 16, 56). A .simi!Hr inh·r;iction has bt~en describf:'d to be 
inducPd in macrophagcs hy colony-~timulntin~ fnrtCJr stimuln­
tion ( 14. 57l. We tt"fkd whethcr CD43·•pecific uctivation af 
human T lymphoc~-ies induced Cbl·pS5 int.ernctions .. \s •hOl'."Tl 
in Fig. :?.A .• p85 imnHinoprPcipitatfos from LlO-trPntr.·d CéllS con­
tain(-od CLI. Thi:-; n~socinti11n was tim(·-dept-ndcnt, with nrnxi­
mum le\'els of a~!'odation ob~Pn't-d at 1 and 5 min nflkr acti· 
,·ation Uanl'S 1 and 2) and dC'creasing afier 10 min í/ane 31. 
Only \'ery low lc\'l•ls ofCbl W(•re found in p85 pr~cipitat<>s from 
control nntibody-trent1:d cells <lnrw .J 1. To further chnract.erize 
this int.eraction, we testl·d whQther thc Pl3K associated with 
Cbl upon CD43 cross-linking was acti\'f,. Cbl immunoprecipi· 
tat<>s from CD43·stinrnlnt<•d or control·treatc·d peripheral hu· 
man T cells werP subjecl<·d to a P13K assay. Fil!. 2R shows that 
the Pl3K as"'>ciated with Cl>I in response to CD43·mec:!iated 
fi:::-nnls was acti\·e in a time-.<icpcndent manncr, '-"'-'ith maxi· 
mum artivation Ie,·el~ reached aftP.r 1 m.in of acth·ation and 
rlt•crc·a~ing tlu·reaftc-r 1Fig. 213. /anfs 1-3). Bnsal Jc~\·els of thc! 
PJ:iK activitv associated with Chl rl'mainecl con:-:tant in control 
i~otype mAb-treatcd lymphocytcs tFig. 28, lane.c.; ·l-6). ThC! 
CD43-inducecl Pl:J1' acth·ity associated with Cbl was approxi· 
mate!\' four tinws lowc·r thnn th~t resulting from TPA stimu· 
lation. of the snme cells (data not shown). These data clearly 
indicuU! that T cell activation through the CD43 molecule in· 
duces Cbl interaction with acth·ated Pl3K, suggesting u role for 
both Cbl and Pl3K in the CD43 signa! pathway. 

Cb/. \'au lnteraction lnduced by CD43 Occurs lndrprndcntly 
nf Cbi Tyro.•inr Phr"phory/ation-Association of Cbl with Vav 
and pSS in response to TcR signnling is medinted by Vav and 
p85 SH2 domains nnd tyrosine phosphorylation of Cbl on rES· 
idues Tyr700 11 j) und Tyr'°' (58), respecti\'ely. Therefore, we 
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F!G. 2. Active p85 n.11tsociut..cs to Cbl u pon T cL•ll nctkution through 
CD.ta. A, 2 • io-=- human pl'ripheral T cells wcre Ftimu.1ak(~ at 37 ce íor the 
indicat<.>d tinw periods with anti-CD-13 m.r\b LlO !/anc..; J-3¡ or v.ith the 
i~o•:-°?(! mntrol mAb 306 ¡far.e .1). pS5 was pr('('ipitatt-d fn:im thc pn.-<:lean-d 
t·ell 1:-~tes. Prott.~in.:; WC're !'C'J.1.1mtt-.d by SDS-PAGE nnd bloth.--d \\ith anti· 
Cbl &ntibodit·~- B, humnn pl'riphcral T et•ll~ werc 5'.timulatí.--d \\ith nnti-CD43 
mAb LlO tfor.cs 1-JJ or iS0?)1X' l"O.'ltrol m.Ah 306 (/un.o .S-61 for diffc-rt'nt 
¡x'ri<od~ of timC'. Cbl wa.-. prL"cipit.1h-d from pn-clt.·.Mt·d C:t·:.l ly,;...fü:-; nnd !"ub­
jl"\.':1..-d fl1 Pl3K a:--<1y. ·nll' J""l""1tion of phu..:ph::.itidylir1(!~¡10! n!w~pLntt· ·P!Pt i:; 
inriic.-i:t:d !P. :n,n!unu¡m.'<·ipit:Hi11n 

in\·l:·~tigatPd wlH·th<_·r ~ignalir:g thr(lugh ('l).¡:~ in n.:irmal T cPlls 
induct:·d Cbl tyrn~i1w phn~i;hor~·l:otic,n. Ct·ll ly~;lV·~ from T lym­
ph·:•cyt{.-~ a<.'tivawd with the L10 n1Ab, OKT3 r;;Ab, or the con· 
treol mA.b ~H16 \\"HC' immunc1precipit.:1u•d with :rn::i-Cbl, ar.d the 
pr~s.e:nce of tyrosine-pho~phorylatf·d Cbl was as5-e:.ose-d by irn­
munoblotting with thP anti-pho>phot;Tosinc ar.tibody ~G!O. As 
shown in Fig. 3.4., only basal lt.·\·el~ Cift~Tasine phosphorylated 
Cbl could be detected after CD~3 cross-linkir.g far ditforent 
time periods (/ancs ~-5. uppt•r pant'll. As expected, T cell stim­
ulr.tion t.hrough the TcR clearly induced Cbl tyrosine phospho­
rylation \lant.'s 6-9. upper pant·/1. \\.ñen cells \~·e-re treatcd with 
the control antibodv ·datn not ~hown lar fl·fi un~timulntPd, onk 
basal le\'í~ls of tyro;ine ph 1J~phr1rylat1~d Chl w•·r•: (1l'~f·n·c>d i /an·,. 
J 1. Hc·prnhing t}w ~:111w nH-mhrant·~ with anti-('bl antibüdir:s 
shc.\\'t•d that :3imilar amoun~~ cf Cid wPre ¡_·rc·cipitaU·d in ni! 
ca~es i Fig. 3A . .'n:rcr par.ti 1. Similarly, tlw Cbl molecules that 
co-prt?.;.:ipitat.(•d with \'av or p~:j followi11g CD-11 li~ation '~·tre 
nN tyrnt-ine: plwsphc1rylated ídata not ~hown f. 

To detNmine whc-ther plll'~phurylation c1n rE-~idues other 
than t)Tosin(•S was involvC'd in the CD-13-induct:-d Cbl-Vnv in· 
teraction, we inununoprecipitat.pd Cbl from CD.;3- ar TcR-acti­
,·ated T lymphocyt.Ps a.nd trratcd thP.~e immune complexes with 
nlkaline phosphata.se ar t\"ith :'l tyrosine ~pt:e!fic phasphatase 
IPTPaH·) from Yersinin. As shown in Fig. 3B, activation of 
human J)eripheral T et-lis with tlw LlO 1n.:\b for 5 min had no 
effect on CUl t)Tof"ine pho!-phorylati<1n as compan·d with un· 
stimulatPci T cells 1/anes 1 <tnd 2, top ¡ia11cl1. Howl•\·l·r, CD-13 
siJ.!Ilals induced Cbl-\':l\· intrraction 1la11cs 1 and 2. middle 
pam·/ 1. Acti\'ation through the CD3 compl~x induct!d Cbl tyro· 
s-ine phw:-phorylution and Chl-\'nv int.(lractian 'compare /am.:s I 
and 7, f(lp and midd/t> panel~. n·~p(_•ctin·Jy1. Tn·atmc·nt of CIJI 
preciµitat,c>s with alkaline phof"phatas.P. t<Jtnlly dt>phu~phliryl­
ated Cbl precipitat ..... •d from I...10-~timulatPd ln.mpare lancs 2 
nnd 3, top par,el> ar OKT3-stimulaU!d cells rc:c,mparc /aneo; 7 
nnd 8, top panel>, whereas the addition of the phosphatase 
inhibit<ir Jl·glycerophosphate pre\'énl.kd this effc.ct Uancs ./ and 
9, top panel). Cbl dephosphor,·lation resulted in a partial block­
ade of t.he CD43-induced Cbl-Va\" interaction that was over-
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F!G. 3. Acth·ntion of human prripfwrnl T ct..'lls through CD43 
cro~s·llnking dol•s not induce Chl tyro!'ine phosphorylntion . .4., 
2 •, 10~ T Ct . .'ll5 \\'('l'l' U11!'limulntt:ci tfo•lt" / t or ~timulnted al 37 ce fi1r thc 
ind1cat1:d time pcriuc:!i- with tlic anti-CD-13 mAb LIO t,'arn~ 2-5! or 
OKT3 t/a'ln tl-91. Cbl wao,; prt•('ipitr.tt:d from pn·d1:an·d l'Cll l.\'H1tc~. 
an<l pru!dn~ WL·rc .:-~parmt.-d hy !:DS-PAnE nnd blo1tl'd "ith :u1ti· 
p~10.-ph(ltyro:0ir.c ·iG 10 mAb 1 uppt:r pun1•/) or with .:mti·Cbl polyclon3l 
Ab llolnr parid J. B, Cbl wm~ prccipitatcd frum pn·dL•nn·d T ccll ly!"ntl':' 
1 ::! •· 107 1 of un~timulat.l·d 1/cmc /\ ur :;timulnted n·lls fur .5 min with 
ar.ti-CD43 mAb LlO 1/ar.t'.' 2-61 or with anti-CD3 mAh Oh..13 r/at;cs 
i-1 J't. Cbl precipitatt·s wcrc lcft m1tn~att~d llanrs 2 and 7i or trl'ntl·d 
with nlknlinc~ phu!"plinta!'P ín the uhH·ncc (/ar.es :J and .SJ or tht' pre!"cm·e 
of ¡3·glyn·rc1phc1~phnte tiara . ., -1 and .':I) or trcntcd with PTPase in the 
ahf:l'nce !/ancsS .o.nd IO) or prc:;;t>ncc of !'ia\'04 (/ant.s 6 and Jll. Protcin!I 
w1._·n· H•pnratl·d hy SDS-PAGE and hlottl'<l with anti-pho!Ophot.\To!'inc 
41.10 mAb 'l~·P ;mnt'/1, nnti-\"rw pul~clonnl Ab (niidd!t: ¡;ar;c/i, or :rnti· 
e¡,¡ polyrlnnal :\b (bf.ttum ¡r1.•¡1)l JI'. immunnprH.·:pitntion. 

cl1me by the addition f¡fphosphatn~l· inhibitcirs (c.:ompn.re lancs 
3 and ./, middle paT1.:l.'. .-\lkaline phosphatase treatmenl hada 
minor t-fTe:ct on TcR-induced CbI-\"av interactions as compared 
with th~ pred¡1itat.(.>S contnining pho~phatases inhibitors 1/ane.« 
8 and 9, midd/e pnne/I. PTPase treatment of Cbl precipita tes 
from CD43- or TcR-stimulated c<'lls r.sulted also in complete 
Cbl depho•phor,·lation Uancs 5 and 10, top panel), whereas 
dephosphor,·lation was prevented by the addition of the PT­
Pase inhibitor X:!V04 1fo11cs 6 and 11, tüp panel). Equ.ivalent 
lc-vds of Cbl-Vav interactions wc·re found in Cbl precipit.ates 
from LlO-!:-timulat0d T cells aflc·r PTPase treatment in the 
nb~énce or pn·sence of~a\'04 tlancs 5 and 6 1 midd/1• panr/1; the 
ShnW was true for Cbl prPcipitat.c·d from 01\1'3 .stimulated cE-lls 
llanee; JO ami 11). Blotting the f"ame me:mbranc with anti-Cbl 
antihodies ~hnws that C'qui\'alc>nt amuunts of Cbl werc prc-cip­
itut¡;.d 1Fig. 313, fw:tum pandl. TJwsc rC'sults suggPst thnt the 
CD~3-mr·diat"d Cbl-Va\" infl>ractions are indopendenl of Cbl­
tyro~inc phospl10rylation. The Cbl-PTB domain dor:s not bind 
tyrosine·phosphorylnted Vav afler CIJ-13 rngagement <data not 
shownl, ruling out the possibility that this Cbl-Vnv interaction 
could be medinted by Cbl-PTB domnin nnd Vav t;Tosine resi­
dues. Alt.ogether, theee data suggest that Cbl-Va\' interactions 
may be partially mediated by phosphorylntion on serine ar 
threonine residues. 

F'A .,. r / .. ,.· 
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CD·J3 Sig11a/ing Lcads to Cb/ and Raf Serine Plwsphory/a- A \ tion a11d to Their /11teraction with the 14·3-3 .\folcc11/e-Data 
present.ed above nnd the multiplicity ofdifferent domnins pres­
ent in Cbl suggest that domnins other thnn the PTB domain or 
post-trnnslntional modifications of Cbl rather than phosphoryl­
n.tion of Tyr700, could participnte in the Cbl-Vav interactions 
induc<'d by CD43. Recently, it was reported that T cell tr<'nt­
ment \1,.·ith TPA rrsult.f'd in thc a~sociation of C'bl with thc 
isoform T of tlw 1·1-3-3 family of prot<'ins ami that this ns~oci­
ation \\'as dPpendent on the Pl\C-nwdintE<d Chl-:-.erinr: pho!'pho­
rylation 127). Recnu~r prf•\'ious n·11ort:' suggest ,-i role• for Pl\.C 
in t!w CD4:1 ~ignaling pathway f46•, wr tt•st•·d wlH·ther activa­
tion of T C('lls through CD43 could indm·p Cbl-1-1·:~.;J inll·rac­
tions, as indicntivf' ofCbl serine phos.phorylation in n·sponse to 
CD43 ncti\'ation. As shown in Fig. 4.-\ t11pper pa11dl, cross­
linking CD.1:1 in human peripheral T cells with the LlO m.Ab 
induced thc association of Cbl to a GST-';"·14-3-3 fusion protein 
in a time·dC'pendent mannC'r. ~laximum nssociation was found 
aftc·r 10 min nf acth·ation \la11t'8 J-.._:;l. TcH or TPA stimulation 
aJ::;o indurc·d 14-3-:J-Chl as~oc:iation 1/nr.1'.~ 6 t'.1nc1 / 1; no aFosoci­
ation was found in control cr·lls !/anc $l, C·\'f'fl though c·quivalf'nt 
ammmt::;: offusirin prutdn WPrt' u~t>d in :di ca~c-::,;.. as dnt•rmirwd 
by anti-GST immunoblntting 1 Fig. -L\, .'riwa pc:11d1. 

Haf b a dil'f't:l t>ffl·ctor of H.as and is the lir:st kina~c ac:th·atf'd 
in tlw :'\1:-\PI\ pathway; furthL·rmort•. it i~ cnn~rirutiwly n~sod­
:1tc·d with a diim·r c1f 14-:1-3. E\'(·Il though the rn\E? fr•r thi~ 

r:~:.;oeiation has hL·l·n contron·r~i;:l, it w¡1:-; rt.·C't'IHly fkmon-
~trat('d that 1-4-;3-3 int-{:'ract..-; as a dimH with Raf phospho-
~C'ri1ws 259 nnd G21. Cpon cdl nctiv:nion, new ~itC's on Raí 
bc·come phosphorylated, probably by PKC, inducing the associ-
ntion uf 14-3-3 to tlw5c nc·w :-iti•s, thus stabi.lizing the active 
~t:He üf H.nf, in thc absc>nce ofGTP-bound Ras 1 59). Asc·xpected, 
we found that the hSF-oci.1tion of Haf to the GST-14-3-3 fusion 
r·rotdn \\':l.!-' C'Onstitutiv€' { Fii!. 411, fanl! s~. ;.ioreo\·c-r, a shiíl. in 
Hnf mohility wns obsc-r:t.·d in Jurkat cells in responH• to CD43-
1/anl' .:,?), TcH· (/am· .11, rJr TP:\.mediatEd si¡;n~ls 1/unt! 6•, as 
compart•d with control-trl•<1tt·d Ct·lls (/ara• 8l. This :-hift is indic-
ative of Haf activation 1G01. 

On thc· contrary. Cbl-14-3-3 ::issociation was rifarly aeth·ntion­
dependPnt t Fig. 4R, lanes 2, 4, nnd 61 hr·cau~P no .'l!=sociation 
was ohsen·C'd in controI-tn:<1tf'cf cclls !/Grit' E1. :\'t-itht.-r Cbl nor 
Hafwere found in GST pn•cipitaws 1/ant·s l, .J • • 5. and il. These 
data ~uggc·sti·d that CD43-mc·diat..('d Pl\.C activati<in induces 
serine phosphorylation of Uoth Ch! and Raf. To te~t this possi­
bility we pretreated Jurkat cells with H0-31-8220 or stauros­
porine ttwo Pl\C inhibitors) prior t.o cC'll actívation. R0-31-8220 
pretr<•ntment diminishPd CD43-mc-diated Cbl-14-3-3 and nc­
th·e Raf-14-3-:i interactions 1 F'ig. 4C, compare lane.'I 1 and 2, 
uppa panel J and had no f·ITl·ct on the basal P..P..f-14·3·3 asF-oci­
ation rFig. 4C, lonc ... 3 and ·/, 11pp1'r ptinc/i. Blotting- the same 
I11f!tnlirnnr·s with an.ti-14-:3.;3 antibodit:.s !:ilwwE:-d that CD4:l sig­
nniing may also induce 14-3·.1 dirneriz:ttion 1 Fig. 4C, compare 
/ar1c'i 1nnd3, /mrl'r pnnt>/1, hrcnusc_• endogr·ní,u~ ;JO·kDa 1·1·:1·3 
mule:culr!S wc·re d<-tf'tlfll in thP prPdpitatc·s. 14-~-1 dinll'riza­
tion was also PKC-dc-pendent bc·cause H0-:31-A-~:20 pre::treat­
mf:'nt decrerui.ed this interaction lcompare lanl's 1 and 2, lou·t r 
pant'/). Similar results were obtaintd with st.aurosporine fdata 
not shown l. ThPse data clenrly show that CD43 oignaling lends 
to PKC acti\'ation and s0rine phosphorylation of Cbl nnd R.,f. 

To further pro\'e that CD43 signals lead to Cbl sorine phos­
phorylation and 14-3-3 as:::.ociation, Jurkat C(dls \\'C:rn trans­
fc:>ctC'd with plasmids containing the human It;Gl-Fc frngnwnt 
fusc·d in fram.e with the wild ly¡ie or mutated Cbl·scrinc~-rich 
region n·quir(>d for the interartion with 1·1-3-.1127l, anrl their 
ability to int0rnct with GST-14·3-3 in ritro, aftr,r CD-13 engage­
mc·nt, \\.'as monit.ored. Fig. 5 sh0\1,:s that GST-14-3<J wns able to 
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Fm. 4. CD43 cro»s .. Hnk.ing induc.-.t Cbl-14--:J..3 lnteraction.. U. a 
Pl\C--Oependent mnnnt•r. A., 2 ;. 101 human periphcrnl T rrlls wcre 
!"timulntt•d nt 37 "C for the indil'nt<·d pcrind~ of time with anti-CD43 
mAb LlO 1/arn'.c; /-.5J, nnti-CD3 mAb OKT31/a11e m, 50 ng/ml TPA llane 
; 1, or i!:'otypc ron trol mAb 306 Uane S>. Cells lysates wcre incubat.ed 
with 8cphsro!"e 4B-GST·14·3·3 fu.sion protc·in for 2 h nt -1 "C. Bound 
protcini. wcrc l'<•parntl'd by SDS-PAGE and blottl•d with nnti-Cbl or 
anti·GST polyclonal Abs. B, 2 , 107 Jurkat wcrc.• .;timulntcd ns c!e­
~cribed abo\'l~ íor 5 min with anti-CD43 mAb LlO duni:.'> 1 and 2), 
anti-CD3 mAb Oh.J3 1 /ar;cs .1 :ind 4), or i.sotypc control mAb 306 (/anes 
7 &nd 8) or for 15 min with 50 ng/ml TPA ((anc 5 and 6). Total cell 
l!Xtracts Wl'fl' incub:ltt·d with Scphnru!"e-4B-GST !fan<·s J, 3, 5, rmd 7) or 
with St.:rihnroH! 4B·GST·l·1·3·3 fo¡.:ion protc•in llano; 2, ./, 6, nnd S) for 
2 h a.t 4 ce. Bound protein¡.: \\t.:rt• ~qihratt.:d by SDS:PAGE and blottt•d 
with anti·Cbl or a.nti·R~f ¡mlyclonnl Abs. C, 2 ·-. io· Jurkat cclls wcre 
incubatcd for 30 min in tlic nb.senct! ur in thc prc~cnr.c of 10 µ!al 
H0-31·6:!:!0pnvrto1tcti~·ation with snti-CD43 mAb LJO ;/anu 1:md21 
or i:-ot:--pt• t·outrul mAb 3DG i/anrs 3 nnd ./l for 5 min. Tutnl ce:ll <'Xtrnl·ts 
wnl' itwubatl'tl with Sl'ph:-1ro~c 4íl-GST· 14·3·3 fuJ-:ion proa•in for 2 h Rt 
·1 'C. B<•and protl·in~ wcre ~l'prtrntl'd by SDS-PAGE nnd blott!.'d with 
ttllti-Cbl or nnti-fü,f 1 uppcr paTlc/ J or nnti-14-3-3 l/01nr panc:l J polyclonnl 
Ah>. 

precipit.ate the wild type Cbl fragment (amino acicls 615-644 
(S4Jl, whereas mut.ation of the serine residues 619, 623, 639, 
and 642 for alanine residues <A4) pre\'ented this inreraction 
(compare /on<'S 1 and 2 with /anes 3 nnd ./, 11pper pone/). 
Consistent with the data present.ed above, the 14-3-3-Cbl in­
tA'raction wns enhanced following CD43 ligation with the Ll O 
mAh <lanes 1 and 2, 11pper pnnell. Blotting the snme membrnne 
with anti-GST antibodies shows that equh·nlent amounts of 
GST-14-3·3 fusion protein wpre used for precipit.ation <Iones 
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Acli\•ation: 

Blot: nnú·hfc -w-- Blot: 11.nti-OST 

r:GST-14.3.3 

FTG. 5. Cbl serinc rPsidues 8619, S623, S639 nnd SG-12 nre re• 
quirC'd for thc CD4:1-induced Cbl·14·3·3 int(>rnction. Jurkat cells 
were cll'ctroporn1cd \\'Íth 10 ,,g oí thl.' \'('{'tor S4 encoding far the ..,.;Jd 
typc c-Cbl 14·3·3 binding sitc, fu.sed to thc humnn IgG Fe \/a11es 1 nnd 
2) or with 10 p~ ofthc vector A4 cncoding for 1hc mulatcd c-Cbl 1·1·3·3 
binding sitc (/ancs .3 nnd 4). Aftcr 36 h, cdls wcre trt.·atl•d for 10 min 
wilh i:rntypc control mAb 3DG Uara·s 1 nnd 3) or anli-CD43 mAb LlO 
ilar;fs 2 and ./l. Total ccll t·xlrncts \\.'l're incubatt•d with Sephnro!"c 
-H3-GST·1·1·3·3 fu!'ion prolf•in for 2 h nt 4 ce. fü'lund prott.·ini:; werc 
~(·pnrawd hy SDS-PAGE nnd blottcd with anti·hFc or anti·GST poly­
don,11 Ab~. 

1--1, {tJIL't'r ¡u111d 1. Thus, thC>~e results dcmon~tratf' that in 
human T C(·lls, CD-la ~ignaling IPnds to Cbl serinC> phosphoryl­
atic•n and lhnt through this nwchani:;.m, CD43 induces the 
internction b1·twc·(·n Cbl and 14-:3-3. 

Ch! Oi·erexprc~sion ,\'(·gatir'ely Regulatcs C!J.J3 S1/;11aling 
Pathtcay-fü .. •c(~ntly it bc•came clC>ar that in T cPl!s, Cbl may 
function as a IH'·gatiYe rrgulator of the ~1..\PK-dC>pendc·nt TcR 
signa! transduction pathway 4::!9, a(I). It is nc.t yc·t clcmr, bow· 
P\'C-r, whrthr'r tyro.-:.inc: or sc·rinL' phosphorylmion of Cbl pla,\' n 
rolr in n·gul:iting C'bl ncgatiYc> effc·ct on T cPll aC'ti\'ation. Con· 
trary to TcH :-.ignnling, WP ha\'f' $hown herr th:n T cr·ll actiYa· 
tkn throuf!h cn.1;~ l•l1J .. Ulgl~m{·nt has nn c·ITN·t (l:l Cbl tyrosine> 
phri.;:;phor,\'la1ion h•\'t'·l~. ~torC'on•r, cn..i:~ signaling inducf'd the 
phcsphorylnt.iün of Cbl ou. H-rine rcsidUí·:' <incl its int.craction 
with 14-:).:{. lkcau~r· \\'f' had pn•\"iüu~ly f.tV•\\'Il thnt CD4;:\ 
crnss-linking indun·d ~l:\PK pathwa!· :icti\'.itinn Ul01, \\'P 
lC'StHJ thP pffpct of Ch! ()\"C'rPxpn·~~ion on tlw cn.1:~-dt'¡wndl'nl 
ncth·ation ufthe ~IAPK pnthway in .Jurkat c:ell~. Fig. G.A. (upp1 r 
pandl ~ho,i..·s that CD43 Uane 21 and TcR !lrrne 31 cross-linking, 
as well ns TP:\ trentment \lafl{' ./) of cc·lls transfect.('cl with the 
empty \·ector (/at1es 1-41, resulted in a different paltHn ofERK 
acti\'ntion as detcrmined by blotting "·ith anti-p-ERK antibod· 
ies, when compared with untrPatf'd Cl•lls llanc J J. lndc·¡wndent 
of the stimulus clanes 6-8), o\·er(•xpression of Cbl drnstica!ly 
c.limini~hPd EHK actiYation. The t:amf' nwmbrane was hlott('d 
with anti-EHK antiliody to ~how ~hat f·qui\·~il.:nt amount~ of 
prott·in wpn• k1adcd ín each larn .. ' iFig. GA. /ou.a ¡mntf), To 
cklí·rmiiw whr-ther C'bl had aJ:-;o a nl•gatin~ dTi:-ct duwn:-;trc,am 
ofthe ~1.-\l'l\ pathway, at tlw trnnscriptionnl l1·\"él, .rurkat cells 
Wl·rl' co-tran~frcted with a pla:-:.mid cc•ntaining four ..\P-1-binrl· 
ing siU·s up~tn·am tlw thymidine kina~C' promotr~r linkf'd to the 
Jucifr.ra~e n•porter gt~ne and c·itlwr an Ptnpty \'('Ctnr or the 
\'é~tor enc.:oding fur Cbl. As s.hown in Fig. 6B, in cells trans· 
focted "·ith the empty \•ector and the reporU>r plasmid, CD43 "' 
well ns CD3 ligntion induccd A.P· 1 trans-ncti\·ational acti\·ity 
(approximately 2-fold o\·er background lc\'elsl, wher('as TPA 
treatment resulted in a stronger effect (approximately 4-foldl. 
Cbl o..-erexpression prevented the induction of lucifer1tse actÍ\•­
ity mediatf'd by the difTercint stimuli. Tin1s, thesc resu1ts sui;· 
gl·st that indeppndPntly ofthe fnct that CD43 ~ignaling induces 
Chl-~l'rine pho::'phorylatic1n and intl·rnction with 1·1-3-~. Cbl 
U\'t•rl'Xpn·s~ion has a nf!J!atiYc> role on the CD·l~3-dP¡wndl·nt 
~1:\i'K and AP-1 al'tiYatil1n. 

I'J\C Actit'(Jfion thrnuAh CJJ./3 SiJ;nalin~ Is .\'ect· .... sary to Ac· 
tit·ate tia• .\/AJ>K Pathu•a:;i· iTJ lluman T Lymp/iücytt1 s-ActiYa­
tion uf the Has-:llAPK pathway can be induc«d Ly positi\'e 
signa Is (reviewc><l in H..{~f, 61) or by rliminating the dtfault. 
negati\'e effect of Cbl (30). The strong induction observed nftcr 
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F1r;. n Chl plnys n nt•gntin• rol<" on the CD-13 !>.Í¡.:nuling path· 
wny. A, Jurkat l'l'ih. \~l'rt' l'it•t·troporalt'J with 10 pg uf l·mµty \'l'Ctur 
1 fatit'.<: 1- ./ l or with 10 ,,g of tht• ,.t·t·lnr tnding for Chl ( !111oe . ., :i-S1. Aftn 
:w h, n·lb wnt• lt-ft 1111~tim11latt•d dí11.1 <: 1 and /i' or ~tinn:lnkd with 
nnti·CD-13 mAh L10 1fa,w-: 2 ali(! fii, nnli-CD3 mAb OKr:J 1frmfs 3 nnd 
i1, or :iO ng/ml TPA 1/ar:1·o; .¡ and Si for 1~ min. C't·ll Jy~att•!' 110 ,,g1 wen• 
~1·parntl•d hy SDS-PAGE nnd h\11tt1·<l with a111i-pEHK monudonal 1\b 
1uppl'r pr111rfi ur rmti·ERK polyrlonnl Ab 1/rm·rr para·/\. B, Jurkat n·ll~ 
wt·re clectropornted with 5 ¡1g of l'Jllpty \'l'Ctor nnd !i µg of thc rt .. •portcr 
pln~mid AP-1-PHL-Luc or with 5 µ¡..! of the \'ector coding for Cbl and 5 
µg ofthc rcportcr pln.:.mid AP-1-PRL-Luc. Aftcr 12 h ofstimulation as 
d...:ribed above, total tt!l ertra<IJI were prepared. and lucifera"" ac<i•· 
ity wni:; mcn~ured. 

TcR engngement re•ule. probnbly from ncth•ating both mech­
anisms. \\'e asked whether the phosphorylation ofCbl on serine 
rc>siduPs by Pl\C artivntion afl<?r CD43 cngag<?nwnt could pre· 
Yent the negatiw• Pffl·ct ofCbl on !\fAPK nctivation. The ration­
ale for these Pxperimcnts was that CD43 signaling requires 
PKC actÍ\·ation to cancel the inhibitory pfTec.:t nf Cbl. thus 
inducing .:'\1APK acti\'ation. Human pe;iph(·rn.l T cells \H•re 
pretrPat<>d with the PKC inhibitor R0-31-8220 or with the 
PLCy inhibitor l"i3122 before stimulation through CD43 or 
TPA and acth·ation of t.he l'.L'\PK pathway was monitored by 
immunobloting n;th anti-ective ERK antibodie~. Fig. 7 fup~r 
pnt1ell shows tlrnt CD43 engagement or TPA treatment re­
sulted in ERK acth·ation when cornpared with isotype control 
antibody·treatcd ce!ls t/ar¡cs 1, 2, and 5). The PKC inhibitors 
R0-31-8220 l/anes 3 and 6) nnd Gb6976 (data not shownl 
partially prevented the CD43-dependent ERK acti\·ation and 
tot,.lly blocked ERK acth·ation induced by TPA. Stimulntion of 
PKC acth·ity in response to CD43 ligation dc-penrls on the 
acti,·ation of PLCy 146), As expected, inhibition of PLCy with 
the specific inhibitor ü73122 blocked ~IAPK acti\·ation in re· 
sponse to CD43 signaling and had no effect on TPA-stimulated 
ce lis (compare lancs .¡ and 7). Equi\'alent amounts of ERK were 
present in ali !nnes as detcrmined by b!otting the same mem· 
bnrne with anli-ERK antibodies (/anes 1-7, lowcr panel). These 
results suggest that CD43·dependent MAPK activation re-
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FIG. 7. CD4:J-dt•J>t'ndc•nt l\L\PK pnthwoy lnduction requin .. s 
PKC ncth·ntion. 2 ·· 107 human ¡wriplwral T et·llí' wc:-e incubntr>d for 
31) min in tlw nh:-.enl'e or pn·~cnn• of 10 11\I H0-31-S220 or 2 JJ\t V73122, 
prior to neti\'ntinn with i~ntypc control mAb 3D6 1/ar,c J \, nnti·C'D-t3 
mAb LlO tlancs :J-.J 1, or wi1h fJO n¡.:iml TPA !/a111.~ .i-f i for 10 min. T(ltal 
cl'll cxtrnet:- Wf·rt-' ~t·pnrntl·d Ly SDS-PAGE and blottí'd with nnti-pho:--­
phuryln1L·d ERK 1 11ppcr ¡umdi or nnti-EHK 1h11nrpnrHl 1 pnl:.dmrnl Ab~. 

qui res the activation of PKC, whieh depPnds on previou.sly 
ncth·nted l'LCy. Together these rC>sults suggest thnt the Pl'\.C­
dependc>nt Cbl phosphorylation on serine rei'idul•s antl its ~ub­
sequent association with 14-3-3, n"sulting ofCD.t3 engng(•m<:.-nt 
on the surfnce uf normal human T lymphocyt.es, probably 
block5 tlw rfpfault rwgntin" effect thnt Cbl ha:.: on ~1APK actiY­
ity, re::..ulting in 11cti\'atiCln nf the ~1:\PK pathway. 

11J~<TS~lfl'.'.' 

Füllü"·:ing n·n·ptnr f·ng~i:llh.:llt, th(~ forn~~:tion nf t\'rn::.irw 
phosr,horylati(in·d(·pi:·ndt:nt mu!timrriC" cnmplf',;f'~ in~·(d\'ing 
nclnptf·r ami (·ffr·ctnr prnu·in~ h11s hf'•·n :--.hnwn to lit• PSS.t'!Hi:d for 
~ignnl transduc:tilin. L·pc1n crll actÍ\'ati0n throur;h difTl·n·nt 
stimuli. th1._> adaptf·r prott:·in Chl b(•comf's pho::.pl;or\'latt:·cl nn 
tyro~inf' rc::-idu(·~. fn.Yoring its intc-raction with SH::?-e~ntaining 
siimaling mok·culf·~. In primary murinc T Ct"lls ns wpJI as in 
,h;.rknt T cdls. TcH acth·ntion inóuct.-s CbL 1.yru~ine phosphoryl­
atlCln on ~TO~im."' rP~idues 700 antl 731, res.ulting in thf:' int(·r­
actiCln with the Sll2 domains ofYav and PI3K. re~pecti\'ely t 17, 
t>S 1• He re we show that in human normal peripheral T ct·ll~. 
CD-1:~ Pn.i:agPna·nt induced also Lhe inu..•raction ofCbl with Va\' 
nnd PI3K. l rntikl" with TcR signaling, t.he$e int-t-ract.ions wc-rP 
indqit>nrknt of Cbl tyrosine phosphorvln.tion bt.'Cause onl\' h:i.­
~al t~-ro:-:.ine pho~phorylation len:ls w~re detected ~.-hen ~ros~­
linking CD43 far different period• oftime. \'onethele.s, under 
the samc experirnQntnl condition.!". the a.c:.~nciation with Vnv 
~.nd PJ~~l\: was enhnncl·d aftcr 5 min of acth·atiC1n. FurtlH.·rmorc·. 
t_·\"(-11. though VI'Pa~e treatnu .. nt of Cbl pn•cipitaH·s from CD-13-
or C03-~timulatl•d T ctdls resultC'd in com¡ik·te C'bl t\·rosine 
df·pho~phor_vlntion, the intf'raction \1,,·ith Vm· was not a·ffect.c·d. 
Hemo\'al of phosphate g-roups from serine, threonine, and t'To­
~ine residuPs with alknline pho::phatase resulted in comp.IC'te 
Cbl d¡·phü>phorylation and in partia.l blockade of the CD43-
induCl·d Cbl-\'a\· intc•raction. Int.erPstingly, this treatment had 
f1nly a minor pfTect on the formation of the Cbl-V;w complex 
nwdia!f·d through tlw TcR. Tru.nsient exprl!ssion of a. mut.at.ed 
form c;f th<· c1,1 mol..cule t Y700A 1 in J urkat cells did not pre· 
\'€-nt thP formation vf this complex,3 further suggesting an 
a.lttrnati\'e rucchauism through which Chl nnd \'a\' intC'ract 
following CD43 engagenH·nt. The highlv consPr•ed amino·tC'r­
minal n•gion of Cbl (Cbl-:-\l binds to pi10,plwrylated tyrosinc 
residues and has a ce-11 transforming act.ivity. Point mutations 
in Cbl that disrupt its recognition of pho>phot)Tosines also 
interfcre with its negati\•e regulntor~y function and, in the case 
of \'-Cbl, with its oncogenic potential (62, 63). Cbl-~ is com· 
posed ofthree interacting domains: a four-helix bundle (4Hl, an 
EF·hand calcium-binding domain, and a dh·ergent SH2 do­
main. ~!ut.ations in the 4H, EF-hand, and SH2 domains con­
firm that the three domains l<lgether form nn int..grated phos-

~ G. Pl•drnzn.Al\'a, unpuhli~h~d dnt.a. 

phoprotein-recognition module (64). The possibility that the 
Cbl PTB domain could bind t)TOsine phosphorylat..d Va~was 
eliminated, beca use neither the Wt PTB nor the G306E mui\.pt 
PTB domain were nble to bind Vav after CD43 engagement. 
(data not shown). This was particularly important, because we' 
had pre\•iously "hown that CD43 signnling leads to Vav t)TO· 
sine phosphorylation l50J. .Altogetl1er these data suggest that 
the interaction bPtween Cbl and Va\· intlucerl by CD43 signal· 
ing i5 independC'nt of Cbl tyrosine phosphorylntion and that 
phosphurylation on rc>sitllH'S other than tvrosine mav be in­
\'Ol\'ed in this intc·rnction. TlH.·n·forP, CD-13 ·and the TcR induce 
Cbl-Va\' int,·raetiorHi by two indPpendPnt mc·d1anisms. \ 

Thf' dephosphorylation c·xpt-rimcnts bring l!\·idence that 
phosphorylation of Tyr-;uri of Cbl is not the onlv mechanism bv 
which Cbl and \'av int1._•ri1ct in response to T~H engagemenl, 
suggesting thnt int-E-ractions hf'tween thesC' t\11,•o molecules are 
also mediat.ed by doma.ins tlrnt <lo not rPcognize phosphoami­
no<1cids, like SH3-proline-rich rf'gions. l'sing a yeast two-hy· 
brid system, Vav-Cbl·b interactions have b0en shown to be 
mediat.ed by the SHa domain ofVav nnd the proline-rich region 
of Cbl-b 1651. Furth,·rmore, the proline·rich region of Cbl hns 
bt..,C'n rt'portc·<l to int.r·ract with the amino-terminal SH3 domain 
of Crk·L, lt>ading to la1rn-llupndia and nwmbrane ruflle formn­
tinn. indicating that lb) J¡artiripalf·s in cyto::,kf'IHon rearrangf•­
llH'nt~ l•:;.!:=l•ntial fr•r C(·ll adh1·~in11, ~11n«1di11g and migration 131, 
GR, ti71. \'a\' wa:-; ;tl~o ~hown tn hP locali1f•d to the lanwllopodia 
and to rf·gulatP Hac-d1·pl·n<Jr.11t lamc·llopCldia formation aft<~r 
n¡¡ 1 )~_1 ·int<·¡;rin nct i\·~1tinn 1 G~ 1 .• ·\hh<iugh at thl:' momc·nt \\'(> do 
nnt knciw whl·thr·r thl· \'a\' 11ll•il·culf..s n~_;;;.ociatc>d to Cbl in re· 
:;.pon~t: t.o CD-1:3 ligation are acti\'P, it is po!-:;.ible that the Cbl­
\'a\' complexc·s we find pnrticipate in the CD43·df'pc:ndent cv-
t,1skeleton n·organization 169. 701. w 

In the pre."en.t rc·port we show that CD.t3 signaling induced 
Cbl-Pl3E: int..c_.raction and the activation of Cbl-assocint.ed 
PI3K. Engagement of CD-.13 on difTerC'nt hc-mntopoictic cells 
inducP:: homotypic C(·ll ndlw:;.ion, n proeess dc·~cribed as par­
tially cfr•p(·nd1·nt on inlf'grin acti\'<1tion iil-7..J l. In human pe­
riplwral T cells, this JUflC{'~S i~ pn·vf·nt.t_•d bv wortmnnnin and 
Ly28..J002, two :--pecific inhibitors f...ir Pl3K."·1 CD43-depend~nt 
signals haYe been shown to have a rt:!gulatory role on integrin­
mPdiat<'d T cell ndhesion to endotheli11l rell• and PXtrn·cellular 
matrix c0mponents. '36. 751. Chl-a~sociatt·d PiaK nctivitv in­
duced aft.cr CD~S engagement is required for int..egrin ~ 1 ~acti­
rntion t3!>. Altogether, these data su¡:gest that multimolecular 
complexes containing Cbl-\'av and/or PI3K may play a role in 
the cytoskelet.on rcmodeling rcquirc-d for ct-ll a<lhesion and 
migration induced by the intr~raction of CD43 on thc surface of 
a T cell with a putati\'C recept(Jr on the surface of endothelial or 
dendritic cells <37, 76-78J. 

T cell actirntion through CD43 ligntion with the LlO mAb 
abo promote<l thC> inu:rnction of the ' isofonn of thc 14-3-3 
family ofproteins ""ith 1he Cbl and Rafmo!Pcules. Phosphoryl· 
ation of c-Cbl serine residue-s Ser'ªtt, ~erf.>~1. Se~JD, and Ser'ri..?. 
through a PKC·dc:>pendPnt mechanism was found t(J be rC'spon­
siblc for this as~ociation ~:!71. :itutation of those rC'sidues pre­
Ycnted this intf:'raclion in response to CD·13 cross-linking. Con­
sistent with thi>. 14·3·3-Cbl as well as 14·3·3-acth·e Raf 
complex formation resulting from C043 ligation, were dimin­
ished by pretreatment ofthe cells with the PKC inhibitors RO 
31-8220 or st.aurosporine, sug¡;esting that a CD43-dependent 
PKC activation (46), lending to Cbl and Raf phosphorylation, 
was responsible for these internctions. 

\\'e described pre\·iously the activntion of the MAPK palh· 
way resulting from CD43 ligntion (50) that is consist..nt with n 

4 E. Lay!!~ca. unpublishrd data. 
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shift in SDS-PAGE mobility of 14-3-3-associawd Rafdescribed 
by others (60). Furthermore, ncli\'ntion of Rnf depends on 14-
3-3 dimcrization (59), a phenomenon \'l.'e found in response to 
CD43 cro&s-linking. The fact thal RO 31-8220 nnd staurospo­
rine pre\'entcd the shift in mobility charactPristic of acti\'e R..1.f 
suggests that, in respon~e to CD-13 engagenwnt, Pl\C is phos­
phorylnting 14-3-:i and inducing its dimerization. DifTerPnt 
14-3-3 isoforms ha\'e lwen f'hown to be phosphorylat-€'d by Pl\C 
on Ser11

•1 (79, 801, hy n !.-'phingoF-inr-depcndent kinase on Serf·l"I 
(81 l, ami by cnsf'in kinase 1 on Thr"'" <821. Therefore, phospho­
rylation of 14-a-a by difforent protein kinasL·s may control its 
mo,.·n dinll•rization, rPgulating the formation of s¡wcific com­
plexes and thus signal transduction. 

CumulatÍ\·e gc.•1wtic ancl biochemical rddc·ncc·s point at a 
negativr role for the Cbl family members in T cc·ll signal trans­
duction. 0\'f'rí'Xprc·.s~ion (•f c-Chl in Jurkat ct·ll::- inhihits both 
the ~lAPl\ acti\'ntion pathway and AP-1 tran-.:criptional activ­
ity 1291. c-Cbl null micc> ~lww Pnhancp~J T c1>ll ~i~naling afh·r 
TcH engngi:·nwnt, ancl ZAP70 kina!-P a::=. wdl ;1~ ~L\PK acti\'a· 
tion lc>\'Pis Wf•rc· higlwr in üw~f' mio· a~ comp:--irl'll with wild 
type micP 1aO, h:·:J. Consi:-:tc.nt with üw~r dnta. (•\·1·rexpn·~~inn 
of c-Cbl in .Jurknt cPlls prt·\'1•nlt'cl induction cJt tlw ('J).l:_~- and 
TcR-ck·pc·rnfr·nt ~lAIJK p:1thway as \\'t·ll as uf AP·l·mt·diatt·d 
trnn~criptional ac:th·ity, :::u¡ .. !)_~L·~ting that wlwn O\'L'rL·xprc:-sed, 
Cbl mny hP acting as n 1H<gati\'e m.odulat.or o( CD.+3 signaling. 

During the last yt·<ir SC'\'f•rnl grnups shO\n·d that, to nega­
tÍ\'ely modulnh~ Cl'llular ~i¡;naling, Cbl fí•quin-·~ its rrrn domnin 
to bind tyrosine kinase rPcf'ptors lt·piriermnl f:-Tuwth factor and 
plat.Qlet-dcri\'ed gro\l;th factor 1fi:i, 84 1) and tyro~ine kin:is1·s 
t ZAP70 ami SYK 16.t, 85, 86 · f :-i:-: \\'f'il as thf' Rl:-\G fingc·r to bind 
compr11wnts of tlw uhiquitinatil1n nwchinc>ry and targt"t th(·rn 
for degradation by tlw protc·a:-.onw rlr·grad11ti•111 r1r t·ndocytic 
dc•gradation path.wuy~ 107-091. lt was n·ctntl~· :"-hown that Chl 
O\'t•rPxpn·:::.:-:ion in tlw Hamns B-!ymphoma cdl linP rt•sultt:d in 
a ch·cn·a!'-P in ~yk prot.(_•in ll•\'l·I~ and that thc· Cbl Rl:-\G fingE·r 
domain wa~ f·~~f-ntial to indta·t· ~vk down-nwdulati0n !80•. One 
of the Parlit·:7-t t·\"L·nts follciwing CD.t3 c·ngagc·nH:nt in T cells is 
actirntion of the ZAl'70 kinasé and that ofthe Ras-depéndent 
~IAPK pathway 1501. The blockade ofCD43-dependent si¡;na.ls 
we observe upan c-Cbl ovf:rexpression may res-ult from reduced 
ZAP70 protein le\'ols or from the grneration of Cul-CrkL-C3G 
inhibitory complc>xPs. The~e in turn m.-iy acti\'atf' the Hapl 
GTP:i.se, n moleculr shown to ha\'e nc·gati\'e c-fTC'cts on T cPlls 
signaling t 91 ), probably hy countt:_.r.'.lcting tht• Has·<lept..•ndcnt 
iiCti\'atinn 1~J:2l. C·("hl U\'(·rt·xprt·:o-~inn m.ny ab:i fof:gatin·ly mod­
ulatl· the \'a\' CEF acti\"ity. Altlwugh there is a dirc:ct corrc·la­
tion ht>l\\'l'i'O \'a\' t_\Tu~ine pho~plwrylation lr-w·l~ ami its GEF 
acti\'it,\' • !l:i, !l-t 1, wlwth(·r \'a\' a~~uc:iat1·d witl1 Cbl, (·ithcr 
throu¡..:h it5 .SJl2 domain c1r the ('hl-t.\·rn~in[· ¡iho:""phnrylation· 
indc•J1t'!Hk·nt nwchani~m dl·~crilNcl !H:n~. has •~!1V GEF acti\·itv 
n·main!'i to be d(·tr·rmi1w<l. - • 

From the O\'t-rexprt-~~ion t-xperiments it L'i cl~ar tha.t Cbl has 
a nPgati\·p effect on CD4.1 signaling. However, it is not pos.c:ible 
to a!=sess thc rolca ofscrinf'-phosphoryl;itHl Cl¡J in T cell acth·a­
tion rc~ulting frotn CD43 E:ngagC'mc-r.t undrr the~e !!Xperimf'n­
tal conditions. Nonetheless, the fact that PKC ,,nd PLCi' inhib­
itors prevenu.d the acth-ation ofthe :'>L"J'K pathway anc! the 
association hetween Cbl and ¡.¡.3.3 nfter CD43 engagement, 
!'trongly :-uggp~t~ that the CD·t:3-induc(:'d :\L\PK activation re­
sults from a blockade ofth<· nC'¡:ali\'e dlect ofCbl on the ~IAPK 
pnthway by promoting the int.ernction of5c·rine phosphorylatc·d 
CIJI ami 14-3-3 n10ll·Cliles. :\cti\':ttion of thc Ra~-MAPK path­
w3y may rcsult oftwo L'\'fnt.'": ( i) acti\'ntion of SOS GEF ncth'ity 
by tyrusine pho~plwrylation anil translocntion to thc mem-

!. ~1. Cruz-~1mloz, manuscript in prcparntion. 

brane where it binds and activates Ras and (ji) blockinl( the 
negative regulation mediated by Cbl. In human peripherN,_ T 
cclls1 TcR signnling induces n fnstcr and stronger nctivntíon bf 
~IAPK acli\'ily when compared with CD43 engagement.6 The '­
TcR-d<-¡wndrnt signals could acti\'atci both proccsses concomi­
tantlv. On thc contrnrv, becnuse we have not becn able to 
dNe~t SOS or SOS-1 t:;:rosine phosphorylation in rcRponse to 
CD43 cros:;-Jinking in human T lyn1phocytes,fi MAPK acti\'n· 
tion following co.;a rngagemcnt may result from blocking the 
Cbl negati\'e effccts rathC'r than activating SOS GEF acti\'it~·· 

Serine phosphorylation of Cbl has been ~hown to pre\•er\t 
phosphorylation of tyrosine rcsidues and the interaction of thi~ 
molecule with SH2·containing signaling µrotdns like Pl3K nnd 
CrkL t 85, 8Gl, suggcs.ting a cross-talk bet\1,,'e('n serinl·lthr('onine 
and tyro~infl phosphorylntion signnling targeted ta Cbl. Differ­
c·ntial phosphorylation path'rns of Cbl may rí'gulatl' its func­
tinn~. probahly hy mudifying its cnpacity to int~·ract with dif­
fr•n·nt signnling molPcu!P~. thus modulating ccllular ~ignaling. 
Pho~plwryl:ltion ni' Cl)l sPrint~ re~iduf's as a n•sult of CIJ-13-
~pi·cific ~ignnl~ may pJ¡¡y a role in modul.1ting ('bl nc•gali\'l' 
1·ffoct on T l'Pli :-:.:ignaling. Ongoing work is in progrC'f.S to eluci­
datc the hinlog-ical role uf t'bl i:.erinc> phosphnrylation nnd Cbl-
14-:~-3 interac:ticin induct:·d by CD4:3 Pngagc·nwnt in T cell 
c1cti\-.1tion. 

Acl..r.ou.·!t'dgrr1t'nls-\\'~ tlrnnk Dr. ~kn·t·d(•s Rindin fur tlil' AP-1-Luc 
rl'portt-r pln!-'mid, Dr. Edt1ardo Hut.•t1a for ll'ukocytc cont't·ntrntl':'i, and 
Dr. Lt..•01wr }\:rl'Z Hnd Angt·lica Santnna for critic.h) n•ruling of the 
ma:iw•cript. 
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