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RESUMEN

CD43 es una molécula accesoria abundante sobre la superficie de todas las células
linfoides que protruye 45 nm hacia el espacio extracelular. Sumada a su capacidad de
generar sefiales hacia el interior de la célula, las caracteristicas estructurales y la
abundancia de CD43 en la superficie celular, la convierten en una molécula que pudiera
participar en los primeros contactos entre la célula T y la célula presentadora de antigeno,

regulando las sefiales del TCR y participando en la generacion de la respuesta inmune.

Los resultados del presente trabajo muestran que, en el caso de los linfocitos T,
CD43 genera sefiales independientes del TCR, participando activamente en procesos de
adhesién celular. Por otra parte, destacan la importancia del orden en el que son
percibidos los estimulos por los linfocitos T a través de moléculas de la superficie de la
celula, representando éste, un mecanismo adicional por medio del cual los linfocitos T
definen la respuesta que generaran. En el caso particular del binomio CD43 y TCR, los
linfocitos T transducen sefiales y respuestas diferentes dependiendo del orden de
estimulacién a través de estas dos moléculas. Los resultados presentados en este trabajo,
apoyan la idea de que CD43 participa como co-estimulador de las sefiales del TCR

reduciendo e umbrall de activacion delas células.
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INTRODUCCION

I. GENERACION DE LA RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune es el resultado de la reaccién de un organismo frente a
sustancias extrafias o antigenos. EIl sistema inmune proporciona un mecanismo de
proteccion en contra de organismos patdgenos. La piel, en conjunto con su pH acido asi
como las lagrimas y la saliva constituyen el primer obstaculo para detener la entrada de
un patégeno. La respuesta inmune innata constituye el segundo nivel de vigilancia y esta
conformada por macrofagos, células NK, neutrofilos y células cebadas, que de manera
coordinada, tienen la capacidad de destruir rdpidamente al enemigo y/o de generar
sefiales de alarma que ponen en marcha al tercer nivel de vigilancia del que dispone el
sistema inmune, la respuesta inmune adquirida [1] [2]. En esta etapa, se movilizan
diversos grupos de células especializadas en combatir la infeccion de una manera
especifica y Unica. Entre las células que participan en este nivel, se encuentran los

linfocitos T, B y células dendriticas [3, 4].

Las respuestas inmune innata y adquirida no funcionan de manera aidada. Los
anticuerpos producidos por los linfocitos B ayudan a los fagocitos a reconocer a sus
blancos, mientras que, una vez que se ha logrado la activacion de células en respuesta a
un patogeno especifico, los linfocitos T producen citocinas que estimulan a los fagocitos
para destruir agentes infecciosos con mayor eficiencia. Por su parte, los macréfagos
congtituyen un elemento de transicion entre la respuesta inmune innata y la respuesta
inmune adquirida, transportando fragmentos de |os agentes patdgenos de la periferiaalos
organos linfoides secundarios, donde serén presentados a los linfocitos en forma de
péptidos asociados a moléculas del complgo mayor de histocompatibilidad (MHC) [5].
Para que esta intrincada comunicacion inter-celular se lleve a cabo con éxito, es necesario
que los distintos tipos celulares participantes establezcan contactos a través de las
moléculas presentes en su superficie. Esta comunicacion permite que las células perciban
con precision su entorno, y respondan adecuadamente. Entre las distintas células que

participan en la respuesta inmune adquirida, los linfocitos T ocupan un lugar estratégico,



pues de una u otra manera regulan las mdltiples facetas de la respuesta inmune. El
objetivo principal de este trabajo fue definir la participacion de CD43, una molécula
accesoria presente en la superficie de los linfocitos T, en laregulacion de las funciones de

los linfocitos T asi como de las sefiales del receptor para el antigeno.

Il. LINFOCITOS T Y DIVERSIDAD DE LAS RESPUESTAS CELULARES

Las principales funciones de los linfocitos T son regular las respuestas
inmunitarias frente a antigenos protéicos y ayudar, en su calidad de células efectoras a la
eliminacién de microorganismos intracelulares. Los linfocitos T se subdividen en
poblaciones funcionalmente distintas, siendo las mejor definidas las células T
cooperadoras (linfocitos T CD4") y las células T citotdxicas (linfocitos T CD8"). Al
reconocer al antigeno, los linfocitos T cooperadores secretan citocinas, que proporcionan
puntos de contacto esenciales entre la inmunidad especifica y los mecanismos efectores
de la inmunidad innata, mientras que los linfocitos T citotoxicos matan a las células que
despliegan antigenos extrafios, como son las células infectadas por virus y otros
microorganismos intracelulares asi como células tumorales. Ademas de su funcién
cooperadora y citotoxica, los linfocitos T también pueden inhibir las respuestas
inmunitarias, a través de una subpoblacion denominada células T supresoras o
reguladoras [5]. Algunos de los linfocitos T estimulados por un antigeno no se
diferencian hacia células efectoras; en lugar de ello, evolucionan a linfocitos de memoria
gue son capaces de sobrevivir durante largos periodos de tiempo, aparentemente sin
estimulacion antigénica. Las células de memoria son funcionalmente inactivas, es decir,

no producen moléculas efectoras, a no ser que sean estimuladas por antigenos [4].

a) Produccion de citocinas y quimiocinas

El sistema inmunitario no responde de manera homogénea frente a los diferentes
microorganismos. La capacidad de las células T para responder a antigenos protéicos
derivados de microorganismos, diferenciandose en subpoblaciones de células efectoras

que producen distintos grupos de citocinas y quimiocinas y que por lo tanto, provocan



distintas funciones efectoras, constituye la base de esta heterogeneidad funcional. Las
poblaciones de linfocitos T CD4" pueden distinguirse segun las citocinas y quimiocinas
que secretan y constituyen dos subpoblaciones diferenciables que se denominaron Thly
Th2 [6]. Ambas subpoblaciones se desarrollan a partir del mismo precursor, que es un
linfocito T CD4" cooperador virgen. La via de diferenciacion esta determinada por el
tipo de estimulacidn, especialmente por el tipo de citocinas producidas en el momento del
reconocimiento del antigeno. Ademas, una vez que se desarrolla una subpoblacion,
produce citocinas que inhiben la diferenciacion hacia la otra subpoblacion, lo que
favorece la polarizacion de la respuesta inmune. Las células T CD4 que se diferencian en
celulas Thl secretan principalmente IFNy e IL-12 y las Th2, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13

[7]1.

Las citocinas son proteinas pequefias secretadas por diversos tipos celulares y se
producen de novo en respuesta a un estimulo. Acttan uniéndose a receptores especificos
localizados en la membrana a traves de los cuales sefializan hacia el interior de la célula
empleando segundos mensajeros para alterar el ambiente de la célula al regular la
expresion génica. La respuesta a citocinas incluye un aumento o disminucion de la
expresion de proteinas de membrana (incluyendo receptores de citocinas), proliferacion y
secrecion de moléculas efectoras. Estas proteinas pueden actuar sobre las células que las
secretan (accién autdcrina), sobre células vecinas (accion paracrina) o sobre células
distantes (accién endocrina). Es comun que diferentes tipos celulares secreten la misma
citocina, asi como que una citocina particular actle sobre diferentes tipos celulares. Al
modificar el entorno celular, las citocinas participan de manera importante en la
generacion de la diversidad de las respuestas frente a diferentes estimulos. Promueven la
proliferacion y diferenciacion de los linfocitos T asi como de otras células, entre ellas los
linfocitos B, las células dendriticas y los macr6fagos. También atraen y activan a los
leucocitos inflamatorios, incluyendo macréfagos y granulocitos. Dada la importancia de
estas proteinas en la generacién de las respuestas celulares, los estimulos reguladores de
su produccion desempefiaran un papel crucial en el destino de las células [8]. Las tablas
1y resumen las caracteristicas de algunas de las citocinas secretadas por los linfocitos T.



Tabla 1. Citocinas producidas por linfocitos T

Citocina

Interleucina 1 (IL-1a)

Interleucina 2 (IL-2)

Interferon y (IFN-y)

TNF-B

Interleucina 4 (IL-4)

Interleucina 3 (IL-3)

Interleucina 7 (IL-7)

Interleucina 12 (IL-12)

Factor de necrosis
tumoral o (TNF-a)

Factor estimulador de
colonias de
Granulocitos y
macrofagos
(GM-CSF)

Factor de crecimiento
transformante B
(TGF-B)

Interleucina 15 (IL-15)

EGF

IGF-1

VEGF

Angiogenina

Oncostatina

Células T
productoras

Macréfagos,
células
epiteliales
TH1, CD8
citotoxicos

TH1, CD8
citotoxicos

TH1, algunos
CD8 citotéxicos

TH2

TH1, TH2,
algunos CD8
citotoxicos

Timocitos,
queratinocitos

Linfocitos B,
TH1, TH2

TH1, algunos
TH2, algunos
CD8 citotoxicos

TH1, algunos
TH2, algunos
CD8 citotoxicos

Linfocitos T
CD4

Efectos en
Linfocitos B

crecimiento;
sintesis de
cadenas J

Diferenciacion
, sintesis de
1gG2a

Inhibe

Activacion,
crecimiento,
1gG1, IgE

1t MHC-II

Estimula
proliferacién
linfocitos pre

B

Diferenciacion

inhibe el factor
de crecimiento
de IgA

Linfocitos T

Activacion

Crecimiento

Inhibe el
crecimiento de
células TH2

Destruye

Crecimiento
sobrevivencia

Proliferacion y
maduracion

TH1-1INF-y,
TNF

TH2- |IL-4, IL-
51L-10

Inhibe
crecimiento

Macrofagos

Activacion

Activacion
1T MHC-ly Il

Activa, induce
produccion de
NO

Inhibe
activacién

Activa, induce
produccion de
NO

Activacion,
diferencia
cién hacia
células
dendriticas

Inhibe
activacién

Células
Hematopoyéticas

aumento del tamafio
celular de NK

Activa células NK

Activa neutrdfilos

tcrecimiento de
células cebadas

Factor de crecimiento
para progenitoras de
células
hemtopoyéticas
(multi- CSF)
maduracién de
megacariocitos,
proliferacién de
timocitos

estimula mielopoyesis

1 Produccion de
granulocitos y
macrofagos y cel.
dendriticas

Activa neutrdfilos

Otras
células
somaticas

Antiviral
1T MHC-ly Il

Destruye
fibroblastos y
células
tumorales

Activa el
endotelio
microvascular

Inhibe /
estimula
crecimiento de
células

Expresada por células musculares, de epitelio de rifidn, placenta. Estimula la proliferacion de células T.
Potencia el desarrollo de células T CD8 de memoria. Es capaz de generar células citoliticas. Parece actuar
como factor de maduracion in vitro, e in vivo como factor de sobrevivencia para las células NK.
Facto de crecimiento epidermal. Producido en cerebro, rifién, estbmago. Estimulado por testosterona, inhibido
por estrogenos. Modula la sintesis de diversas hormonas. Controla y estimula la proliferacion de células
epidermales: fibroblastos, glia, rifién, ovario, tiroides. Regula negativamente la expresién del receptor TGF-f.

Factor de crecimiento-Insulina. Producido mayormente en higado, rifién, corazén, pulmones, tejidos graso y
glandulares, también por fibroblastos y osteoclastos. De manera similar a la insulina, disminuye la glucemiay los
niveles de acidos grasos en suero. Influye en la diferenciacion celular de células de granulosa de ovario.
Incrementa las actividades de estr6genos y andrégenos.

Factor de crecimiento del endotelio vascular. Producido por macréfagos, células epiteliales de pulmén, rifion,
células de musculo liso de aorta, Funciona como mitégeno de alta especificidad para células del epitelio vascular.
Permeabilidad y neovascularizacion. Quimioatractante para monocitos. Proliferacion de vasos sanguineos.
Sintetizada y secretada por fibroblastos. Promueve la adhesion de células endoteliales y fibroblastos. Estimula
la proliferacion de células endoteliales.

Producida por monocitos, y linfocitos T después de activacion, macréfagos adherentes. Inhibe el crecimiento de



células tumorales, sinergizada por TGF-p y INF-y. Promueve el crecimiento de fibroblastos, células vasculares.
Induce la sintesis de IL-6 en células de Sarcoma de Kaposi. Induce la expresién de G-CSF y GM-CSF en células
endoteliales y participa en la regulacién de la hematopoyesis.

Trombopoyetina Estimula e incrementa el tamafio y nimero de megacariocitos.

PDGFp8 Factor de crecimiento derivado de plaquetas. Sintetizado principalmente por megacariocitos, también por

macrofagos, células endoteliales, fibroblastos, células de glia, astrocitos. Inducido por IL-1, TNF-a,, TGF-g y
EGF. Inhibe proliferacién (TGF-f3). Funciona como quimiotractante para fibroblastos, quimotactico y activador de
neutréfilos y monocitos. Potente modulador de células T. Vasoconstrictor.

Tabla 2. Quimiocinas producidas por linfocitos T

Quimiocina Producida por Células atraidas Efectos principales
1L-8 Monocitos, macréfagos, Neutdfilos, Movilizacién, activacién y degranulacion
fibrobalstos, Células T virgenes de neutrdfilos,
queratinocitos, células angiogénesis
endoteliales
GRO- o, B,y Monocitos, fibroblastos, Neutofilos, Activa neutrofilos, resorcion de coéagulo,
endotelio Células T virgenes, angiogénesis
fibroblastos
ENA-78 Neutrofilos Neutrofilos incrementa los niveles de calcio
intracelular,
promueve la exocitosis
1-309 Linfocitos T activados Monocitos Activacion celular, incrementa los niveles
de calcio intracelular
SCF Fibroblastos células cebadas induce proliferacion de células de
médula, sintesis de histamina y
leucotrieno
SDF-1 Células de estroma Células T virgenes, Desarrollo de células B, direccionamiento
Células B progenitoras de linfocitos, compite con HIV-1
(CD34")
MIP-1a Monocitos Monocitos, NK y linfocitos compite con HIV-1, defensa antiviral,
linfocitos T, células T (TH1>TH2), basdfilos, promueve inmunidad TH1
cebadas, fibroblastos células dendriticas
MDC Macréfagos, monocitos monocitos derivados de incrementa actividad bactericida,
derivados de células células dendriticas, células estimula la liberacion de lisozima
dendriticas dendriticas, linfocitos T
(TH2>TH1)
MIG Macréfagos, neutrofilos Linfocitos T estimulados Infiltracion de células mononucleares,
proliferacién
TARC constitutivamente en timo, linfocitos T (TH2>TH1), induce migracion celular
Macréfagos células dendriticas
inmaduras, NK
MCP-1 Monocitos, macréfagos, Monocitos, NK vy linfocitos Activa macrofagos, liberacion histamina
fibrobalstos queratinocitos T, basdfilos, células de basdfilos, promueve inmunidad TH2
dendriticas
RANTES Linfocitos T, Monocitos, NK y linfocitos Degranulacion de basdfilos, activa
endotelio, T, basdfilos, eosindfilos, linfocitos T, inflamacion crénica
plaquetas células dendriticas

http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi

b) Proliferacion y diferenciacion

Antes de la estimulacion antigénica, los linfocitos T se encuentran en fase de

reposo, o fase Go del ciclo celular.

Se piensa que si los linfocitos T virgenes no se

encuentran con el antigeno, mueren y que la poblacion se mantiene en un nivel estable



como consecuencia del desarrollo de nuevas células a partir de precursores en la médula
6sea. La duracion de vida de los linfocitos virgenes no esta definitivamente establecida y
se tienen evidencias de que puede ser de meses o incluso afios en el hombre. Como se
menciono en el parrafo anterior, al reconocer especificamente a su antigeno, los linfocitos
secretan IL-2, la cual es capturada por receptores de alta afinidad y cuya expresion
depende del reconocimiento especifico del antigeno por el TCR. Esta citocina, junto con
la IL-15 producida por APCs y células no-linfoides, funciona como un factor de
crecimiento autdcrino que hace que los linfocitos T entren al ciclo celular. La expansion
clonal que resulta de la proliferacion de linfocitos T virgenes genera, a partir de un
nimero reducido de células cuyo TCR es especifico para un antigeno (1 en 10° ¢ 10°
linfocitos), un gran nimero de células (1 en 10 6 1 en 100 linfocitos T), suficiente para
eliminar el antigeno. Al entrar a la fase G; del ciclo celular, se activa la transcripcion de
genes que se encontraban silenciados en las células virgenes, resultando en la sintesis de
numerosas proteinas, entre las cuales se encuentran las citocinas que promueven el
crecimiento y diferenciacion de los linfocitos T y de otras células linfoides. La
progresion hacia la fase S del ciclo celular continla y los linfocitos se dividen. A esta
secuencia de acontecimientos se le denomina transformacion bléstica. La division
mitética es la responsable de la proliferacion de los linfocitos que responden frente al
antigeno. Se ha estimado que los linfocitos empiezan a dividirse 18 horas después de sus
primer encuentro con el antigeno, y que a partir de ese momento, la poblacion se duplica
cada 6-8 horas [9, 10].

¢) Un programa dediferenciacién distinto: laanergia

La interaccion entre una célula T y una APC puede dar lugar a diversas respuestas
que van desde la activacion productiva de la célula T, la activacion de vias que conducen
a la muerte de la célula T hasta la no-respuesta a un segundo reto con el antigeno. Este

ultimo proceso ha sido denominado como anergia [11].

La anergia se caracteriz6 inicialmente in vitro en clonas de linfocitos T reactivos contra la
hemaglutinina del virus de la influenza, estimuladas con dosis suboptimas de péptido

antigénico y en ausencia de APCs. Una segunda estimulacion de dichas células con dosis



Optimas del antigeno y con APCs no indujo proliferacion celular [12]. Ademas de la
proliferacion deficiente de las células anérgicas, en los cultivos de estas céelulas se ha
encontrado una secrecion escasa de IL-2 en respuesta a la estimulacion antigénica. La
administraciéon de IL-2 exdgena a células anérgicas revierte el proceso, induciendo su
proliferacion [13]. Del mismo modo, la molécula CTLA-4, de la cual hablaremos mas
adelante, es un co-receptor que regula negativamente las sefiales de activacion de los
linfocitos T [14] y cuya expresion es inducida en respuesta a las sefiales del TCR,
participa en la generacién de anergia. Otra evidencia que apoya la teoria de que las
sefiales del TCR no son suficientes para inducir proliferacion e inducen anergia, es que la
interaccion del TCR con moléculas de MHC cargadas con péptido antigénico e
inmobilizadas en bicapas lipidicas no inducen proliferacion celular [15].

Estos resultados apoyaron la idea de que para que se genere una respuesta efectiva, se
requiere, ademas de la interaccion especifica del TCR con el complejo MHC-péptido, la
interaccion de moléculas presentes en la superficie de la célula T con sus contra-
receptores en la APC. La falta de las sefiales co-estimuladoras adecuadas, tanto en
especie como en intensidad, lleva a las células a producir cantidades insuficientes de IL-

2, razon por la cual no proliferan ni se diferencian hacia células efectoras..

I1l. El TCR DEFINE LA ESPECIFICIDAD DE LA RESPUESTA DE LOS
LINFOCITOS T

a) Caracteristicas estructurales del TCR

El TCR es un heterodimero que se extiende 11 nm sobre la superficie celular.
Esta formado por dos cadenas polipeptidicas transmembranales, [lamadas o y 8, unidas
covalentemente a través de puentes disulfuro. Como las cadenas de las
inmunoglobulinas, las cadenas a y 3 del TCR constan de regiones variablesy constantes,
producto de un complegjo rearreglo de los genes que codifican para cada una de estas
regiones [16]. La posibilidad de generar una enorme variabilidad de unidades de
reconocimiento confiere a los linfocitos T la capacidad de reconocer un repertorio cas



infinito de antigenos. Las cadenas o y B del TCR poseen un dominio citoplasmico
sumamente pequefio que no participa activamente en la generaciéon de sefides
intracelulares, las cuales se originan a partir del complggo CD3. El conjunto funcional
TCR-CD3, es un complejo macromolecular compuesto por una unidad de reconocimiento
del antigeno (TCR) y un complejo proteico que permite la interaccion del receptor con
la maguinaria de sefializacion intracelular (CD3) [17]. El complgjo CD3 consta de las
cadenas vy, O 'y ¢ ai  como de un homodimero  unido
por puentes disulfuro de una proteina denominada cadena C. La fosforilacion de estas
proteinas en residuos de tirosina generan sefiales esenciales para €l proceso de activacion
celular. Estos residuos de tirosina se encuentran en secuencias especificas, conocidas
como I TAMSs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) [16] (Fig. 1).

Fig. 1. Estructura del complgo TCR-

CD3. Todas las células de una poblacion

a B clonal de células T derivan de una sola
M célula; son genéticamente idénticas y
expresan por lo tanto TCR idénticos. El

TCH TCR, es un heterodimero formado por las
cadenas polipeptidicas llamadas a y B, que

no poseen actividad enzimética intrinseca y

s requieren de otras moléculas fisicamente

YL asociadas que funcionen como tansductores
de sefiales. El complgjo CD3 cumple estas
funciones, y consta de las cadenas y,0 v .
Ademés, entre e 89 a 90% de los
complgjos CD3 contienen a la cadena C.
Los ITAMs en las colas intracitoplasmicas
de CD3 vy la cadena T, son secuencias
conservadas que incluyen sitios de
fosforilacion en tirosinas [16].

Sefales inducidas a través del TCR

Los receptores de unidades multiples de reconocimiento (MIRRS), que incluyen a los
receptores de antigeno de la célula Ty B (TCR y BCR, respectivamente) y los receptores
Fc (FcRs) asi como la mayoria de los receptores para citocinas no tienen actividad de

cinasa intrinseca, pero sefializan a través de su asociacion con PTKs. Uno de los



primeros eventos que resultan del reconocimiento especifico del complejo MHC-antigeno
por el TCR, es la activacion de las cinasas de tirosinas (PTKs) Lck y Fyn, que a su vez
fosforilan residuos de tirosina de los ITAMSs presentes en el complejo CD3 y en la cadena
C [18]. Esto promueve el acoplamiento de moléculas efectoras y adaptadoras que
contienen dominios SH2 (dominios protéicos que reconocen residuos de tirosinas
fosforiladas) como Syk y ZAP-70 [19]. Zap-70, a su vez, fosforila en residuos de tirosina
a la molécula adaptadora Shc. Shc fosforilado interactia con los dominios SH2 de la
molécula adaptadora Grb2, la cual contiene dominios SH3 que se unen a secuencias ricas
en prolina de la region amino terminal de SOS, un factor intercambiador de guanina,
promoviendo el intercambio de GDP por GTP, induciendo asi la formacion del complejo
Grb2-SOS. Este complejo permite la activacion de Ras quien a su vez recluta a la cinasa
de serina/treonina Raf (MAPKKK), dando inicio a la activacion de la cascada de las
MAP cinasas [20].

Las sefiales generadas por el TCR, activan ademas a proteinas adaptadoras como
LAT y SLP-76 [19]. Estas moléculas constituyen verdaderos andamios y son esenciales
para la formacion de complejos macromoleculares que permiten el reclutamiento de tres
cinasas de tirosinas (Lck, ZAP-70 y Tec) y de sus respectivos sustratos, entre los que se
encuentran PLCy-1 y PLCy-2. La activacion de PLCy induce el catabolismo de
fosfolipidos de membrana, generando IP3 y DAG. EI IP; promueve la liberacion del
Ca"" intracelular almacenado en el reticulo endoplasmico. La frecuencia, intensidad y
duracion de los flujos de Ca*™ constituyen un codigo, cuya lectura determina la activacion
de genes especificos, asi como la regulacion de distintos eventos intracelulares. EI DAG
proporciona sitios de union para aquellos miembros de la familia de las PKC que
requieren unirse a DAG para activarse [PKC clésicas (o, By y) y nuevas (5, € y 0)] [21]
[22].

La velocidad con la que se regula el metabolismo de los lipidos intracelulares
parece hacer de este un punto de control para la regulacién de la transduccion de sefiales
generadas a través de multiples moléculas, incluyendo al TCR. Enzimas como PI3K vy
P14K controlan la disponibilidad de fosfolipidos fosforilados en las posiciones 3 0 4 del

anillo de inositol y que a su vez, constituyen puntos de anclaje a la membrana para
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moléculas que tienen dominios de homologia a plecstrina (dominios PH) tales como
PLCyl, Tec, Vav o PDK1, que conducen a la activacion de la cascada de las MAP
cinasas y la activacion de Akt. Esta ultima, es una cinasa que se asocia con sefiales de
sobrevida, contraponiéndose con sefiales que promueven apoptosis [18, 23].

La activacion de factores transcripcionales tales como NFAT, NFkB, Elk, AP-1,
T-bet y GATA-3 en respuesta a las sefiales inducidas por el TCR conduce a la regulacion
de genes que codifican para multiples proteinas importantes en la funcion de la célula T.
Por ejemplo, IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y, asi como marcadores de activacion celular como
CD25y CD69 [18].

> Regulacién positiva y negativa de las sefiales intracelulares. balance
entre PTKsy PTPs

La respuesta concertada y equilibrada de las diferentes subpoblaciones de
linfocitos T genera respuestas inmunes efectivas, protectoras, controladas y que
mantienen la autotolerancia. Como en todos los sistemas complejos, es necesario regular
la amplitud y duracion de una sefial. Cada paso de una cascada de sefializacion estd
sujeto a una regulacion positiva y negativa, de tal modo que la respuesta de un linfocito T
resulta del balance entre las sefiales estimuladoras y las sefiales inhibitorias.

Multiples vias de sefializacion estan reguladas por la fosforilacion en residuos de
tirosinas. Dicha fosforilacion puede alterar la actividad enzimatica, la localizacion de las
proteinas, y el ensamble de complejos de sefializacion, que a su vez controlaran eventos
cascada abajo. Dos tipos de enzimas controlan la fosforilacion de tirosinas: las cinasas de
tirosinas (PTKSs), que catalizan su fosforilacion, y las fosfatasas de tirosinas (PTPs) que
defosforila estos residuos. La comprension de las funciones de estas enzimas y la
identificacion de sus blancos son elemento clave para el entendimiento del la regulacion
de las sefales intracelulares. En los parrafos anteriores mencionamos algunas de las
PTKs que modulan positivamente las sefiales del TCR. En esta seccidn, nos enfocaremos
a las PTPs [23, 24].
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> PTPs con dominios tipo SH2: SHPs

Las PTPs, constituyen una superfamilia de aproximadamente 90 miembros.
Todos tienen por lo menos un dominio catalitico de 240-250 aminodcidos, flanqueado
por diversas secuencias reguladoras con capacidad para hidrolizar tirosinas fosforiladas.
Como las PTKSs, las PTPs pueden ser transmembranales o no transmembranales. Las
PTPs con dominios tipo SH2 (SHPs) son una subfamilia de las PTPs no

transmembranales.

SHP-1 y SHP-2 estan relacionadas estructuralmente y poseen dominios tipo SH2
en su regién N-terminal, un dominio central en el que reside su actividad de fosfatasa y
un dominio sin funciones descritas a la fecha en su porcién C-terminal. La expresion de
SHP-1 se restringe a células hematopoyéticas y epiteliales mientras que SHP-2 tiene una
expresion ubicua. SHP-1y SHP-2 participan en la generacion de sefiales intracelulares
como resultado de la union de sus dominios SH2 a tirosinas fosforiladas. SHP-1 ha sido
caracterizada como un inhibidor de la transduccion de sefiales, mientras que SHP-2
parece mas bien actuar como un regulador positivo en las cascadas de sefializacion

activadas en linfocitos T, aunque, en algunos casos, su efecto puede ser inhibitorio [25].

La actividad de SHP-1 y SHP-2 es regulada por modificaciones
conformacionales. La informacion disponible sugiere que SHP-1 se mantiene en estado
inactivo debido a la interaccién intramolecular entre sus dominios SH2 y su dominio con
actividad de fosfatasa. Apoya esta idea el hecho de que la delecion de la region N-
terminal de SHP-1 que contiene sus dominios SH2 induzca un aumento en la actividad de
fosfatasa de la enzima. Por otra parte, la union de péptidos fosforilados en tirosinas a los
dominios SH2 de SHP-1 provocan un aumento de aproximadamente 10 veces en la
actividad catalitica de la enzima. EI andlisis de la estructura cristalizada de la SHP-2
muestra que, en su estado inactivo, los dominios SH2 de SHP-2 interactian con el

dominio de fosfatasa, interfiriendo con la union a sus sustratos (Fig. 2) [24] [26, 27].
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Fig. 2 Dominios tipo SH2 de SHPs. Los dominios tipo SH2 presentes en las
PTPs, estan codificados en dos genes, PTPN6 (SHP-1) y PYPN11 (SHP-2).
Las variantes generadas por splicing alternativo del gen que codifica para SHP-
1 generan cuatro productos: tres variantes de SHP-1 con modificaciones en la
region N-terminal de la proteina y una versién larga de SHP-1 denominada
SHP-1L, donde la region N-terminal estd conservada pero el extremo C-
terminal es mas largo. Solo se ha descrito una forma molécula [28].

> SHP 1, la PTP negativa por excelencia

La mutacion puntual de un sitio de splicing alternativo en el gene de SHP-1
condujo a la generacién de ratones con defectos en la expresion de esta PTP. Estos
ratones mueren a las tres semanas de edad, debido a neumonitis hemorragicas severas y
presentan anormalidades en mudltiples linajes hematopoyéticos. En estos ratones se
presenta una acumulacion de células mieloides y monociticas en varios tejidos, asi como
un aumento en el patron de fosforilacion de tirosinas y en la secrecion de IL-2, en
respuesta la estimulacion del TCR. EI efecto inhibitorio de SHP-1 sobre las sefiales del
TCR se ha observado también en lineas de células T, como células Jurkat, en las que la
sobre-expresion de SHP-1 induce una reduccion en las sefiales generadas por el TCR. La
expresion de SHP-1 constitutivamente asociada a la membrana provoca una reduccion en
la produccion de fosfato de inositol y en la activacion de NFAT en respuesta a las sefiales
del TCR en células Jurkat [29, 30].
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Estos defectos pueden explicarse en parte por el hecho que, en diversos tipos
celulares, SHP-1 se asocia con secuencias especificas presentes en las regiones
intracitoplasmicas de varios receptores de superficie con actividad inhibitoria. Estas
secuencias han sido denominadas ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory
motif). Esta informacion condujo a la formulacion de un modelo de activacion de SHP-1
que propone que, los receptores con ITIMs son fosforilados en tirosinas a través de las
cinasas de la familia Src en respuesta al reclutamiento de receptores en la superficie
celular.  Como resultado, SHP-1 es reclutado a la membrana y activado por
modificaciones conformacionales. Una vez activado, SHP-1 defosforila diversos
sustratos, inhibiendo la activacion celular [28]. Este modelo es vélido para la
modulacion de la actividad de receptores que incluyen los KIR, CD94-NKG2A, Ly49,
CD22, CD72, entre otros.

El analisis del patron de proteinas fosforiladas en tirosinas en células deficientes
de SHP-1, asi como experimentos de co-inmunoprecipitacién, indican que SHP-1 actia
sobre diferentes moléculas de la cascada de sefializacion del TCR. SHP-1 defosforila a
las cinasas de la familia Src, los ITAMs del complejo CD3, la cinasa Syk, moléculas
adaptadoras como SLP-76 y efectores como Vav y PI3K, asi como a receptores como
CD19 [31-34]. Al unirse a Lck a través de su dominio SH2, puede desencadenar la
defosforilacion de la tirosina 394 [35]. La asociacion de SHP-1 a Lck parece estar
regulada por la actividad de la MAP cinasa ERK, de manera que estimulos que favorecen
una fosforilacion temprana de ERK permiten que esta cinasa fosforile a su vez a Lck en
la serina 59, lo que se traduce en un retraso en el reclutamiento de SHP-1 hacia el
complejo CD3, induciendo una mayor fosforilacion de la cadena T y una respuesta mas
vigorosa por de la célula. Reportes recientes muestran que la estimulacion de linfocitos T
con péptidos agonistas y antagonistas generan un reclutamiento diferencial de SHP-1
hacia el sitio de contacto entre la célula T y la APC [36].
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> Cbl, una adapatadora E3 ligasa en la regulacion
La degradacion de moléculas de sefializacion constituye un mecanismo de
regulacion adicional, mediante el cual se modula la iniciacion, duracion e intensidad de

sefiales a través de moléculas especificas [37].

La familia de proteinas adaptadoras Cbl también funcionan como E3 ligasas de
ubiquitina. Esta familia consta de tres miembros: c¢-Cbl, Cbl-b y Cbl-3 que comparten
regiones altamente conservadas en la porcion N-terminal, en la que se incluyen un
dominio de unién a cinasas de tirosinas (dominio TKB), el cual le otorga a los miembros
de esta familia la especificidad por sustratos; un dominio de union o “linker”, que separa
los dominios TKB y el dominio tipo RING, en el que esta contenida la actividad de E3
ligasa de Cbl. La region C-terminal estd menos conservada, sin embargo c-Cbl. Cbl-by
Cbl-3 comparten funciones comunes en esta region que contiene dominios de union a
proteinas con dominios tipo SH2 y SH3 [38] (Fig. 3).
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Fig. 3 Dominios de Cbl. La estructura de los miembros de la familia Cbl esta
muy conservada en sus dominios TKB, de unién (LINKER) y tipo RING. C-Cbl
y Cbl-b poseen regiones ricas en prolina (negro) y su porcién C-terminal media su
interaccion con proteinas con dominios SH3. El dominio TKB esta formado por 3
regiones de interaccion que comprenden 4 hélices (4H), un dominio de unién a
calcio (EF) y una variante del dominio SH2 que esta conectada al dominio tipo
RING por un dominio de unién pequefio. El dominio presente en la region C-
terminal de c-Cbl y Cbl-b contiene la secuencia PX(P/A)XXR que une el dominio
SH3 de la familia de proteinas CIN85/RUK (un regulador de cinasas)/CD2AP
(proteina asociada a CD2). El dominio UBA en el C-terminal de c-Cbhl, Cbl-b y
D-Cbl (largo) es una regién de homologia a los dominios UBA (ubiquitin-
asociated domains). Las tirosinas conservadas se muestran en color plrpura [38].
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La presencia de multiples dominios que permiten su asociacion con otras
proteinas confiere a los miembros de la familia Cbl la capacidad de funcionar como
proteinas adaptadoras. La estimulacion a través de receptores de superficie como el
TCR, el receptor de las células B, el FceRl, el receptor de I1L-3, CD38, CD28, el receptor
de IFNy, receptores de integrinas, entre otros, conduce a la fosforilacion transitoria de
tirosinas de Cbl. Dicha fosforilacion esta mediada por las cinasas Zap-70 y Syk. La
fosforilacion en tirosinas de Cbl inducida por el TCR media su asociacion con Zap-70,
Fyn, PI3K y el intercambiador de nucleotidos de guanina, Vav, asi como con la molécula
adaptadora Crk. A través de su region rica en prolinas, Cbl es capaz de interaccionar con
el dominio SH3 de las cinasas Fyn y Lck y con las adaptadoras Grb y Nck.
Recientemente se ha descrito la asociacion de la fosfatasa SHP-1 y Cbl [39]. Cbl también
puede ser fosforilado en serinas, en un mecanismo que depende de la actividad de PKC
[40]. La fosforilacién en serinas de Cbl, favorece su asociacion con miembros de la
familia 14.3.3, implicados en la activacién de la via de las MAPK.

Sumado a su papel de proteina adaptadora, Cbl funciona como E3 ligasa. Dicha
funcion depende de los dominios TKB y tipo linker. La funcién de ligasa de ubiquitina
de Cbl induce la ubiquitinacion y posterior degradacion de las proteinas que se le asocien.
Esta respuesta depende de la fosforilacion de Cbl en residuos de tirosinas, mientras que
la fosforilacion en serinas anula la funcion inhibitoria de Cbl [41]. Las sefiales del
complejo TCR-CD3 inducen la fosforilacién en tirosinas de Cbl, a través de las cinasas
de la familia Src, conduciendo a la asociacion y posterior degradacion de proteinas como
Zap-70, la cadena T, PI3k y Crk-L. En paralelo, las sefiales inducidas por el TCR
generan la activacion de cinasas de treoninas y serinas como PKC, que fosforilan a Cbl
en residuos de serinas, induciendo como se mencioné anteriormente la asociacion de Cbl
con 14.3.3 y generando un efecto positivo sobre la activacién de sefiales. Como se
profundizard mas adelante, resultados de nuestro laboratorio muestran que, a diferencia
del TCR, CD43 no induce la fosforilacion en tirosinas de Cbl pero induce su fosforilacion
en serinas, lo que en su momento se interpretdé como una regulacion del efecto negativo
de Cbl sobre las sefiales del TCR[42].
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Los ratones c-Cbl-/- y Cbl-b-/- son sanos pero, consistentemente con los datos
bioquimicos, estos animales presentan un aumento de las sefiales generadas a través del
TCR y una reduccion en el umbral de activacion, lo que favorece la activacion de
cascadas de sefializacion aun en ausencia de sefiales co-estimuladoras [43, 44]. Los
fenotipos de los ratones c-Cbl-/- y Cbl-b -/- estan restringidos a timocitos y linfocitos T,
como reflejo de su distribucion, ya que c-Cbl se expresa principalmente en el timo y Cbl-
b en linfocitos T. Las alteraciones a nivel intracelular de los ratones Cbl-b-/- provoca que
sean mas susceptibles a enfermedades autoinmunes como artritis y diabetes. En cambio,
la sobre-expresion de Cbl en células Jurkat, induce la inhibicién de la via de las MAPK y
de la actividad transcripcional de AP-1 [38]. Cbl-3 se expresa principalmente en células
epiteliales y en el sistema gastrointestinal y su pérdida no promueve un fenotipo inmune

caracteristico [45].

IV. EL TCR Y OTRAS MOLECULAS MODULAN LA RESPUESTA DE LOS
LINFOCITOS T: dos modelos para explicar la conversacion cruzada entre estas

moléculas

La naturaleza de las interacciones entre los linfocitos T y las APCs, asi como el
estado de activacion de las células repercute sobre las respuestas generadas. Los
linfocitos T requieren de multiples sefiales intracelulares para ser activados de una
manera efectiva. La activacion antigeno-especifica de los linfocitos T es un proceso muy
sensible. Si bien los linfocitos T citotoxicos son capaces de matar a una célula blanco
que les presenta solo un complejo MHC-péptido antigénico [46] y los linfocitos T
cooperadores pueden ser activados en respuesta a < 100 complejos MHC-péptido
antigénico [47], se requieren de las moléculas accesorias que establecen contactos
independientes del reconocimiento del antigeno con las APCs para que las células lleguen
a realizar sus funciones efectoras Mas aun, en ausencia de sefiales co-estimuladoras, la
estimulacién a través del TCR induce un estado de no-respuesta por parte de la célula T,
conocido como anergia [11]. Se han propuesto dos modelos para explicar la

participacion de las sefiales derivadas de los moléculas accesorias en la regulacion de las
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sefiales del TCR, mismos que se comentan a continuacion. Interesantemente, ninguno de
estos modelos considera que el orden en el que las moléculas accesorias participen pueda

ser un elemento mas de control de las respuestas celulares.

a) Modelo de sumatoria de sefales

Las sefiales generadas por el TCR son de vida corta y en ausencia de un
reclutamiento continuo del TCR, las sefiales se detienen. Por otra parte, se requiere de
una sefializacion prolongada hacia el interior de la célula para activarla. Para integrar
estas caracteristicas aparentemente divergentes de la cinética de activacion de los
linfocitos T, se propuso el modelo de regulacién sumatoria y espacial de las sefiales.
Este modelo propone que los eventos de sefializacion que resultan del reclutamiento
sucesivo de receptores son aditivos. Si la primer sefial no decae totalmente en el
momento en que se origina una segunda sefial, el efecto de la estimulacién de los dos
receptores se suma. De esta manera, sefiales cortas, que no son capaces por si solas de
generar respuestas, pueden sumarse y activar a la célula. Este modelo propone ademas,
que la adiciéon de las sefiales depende de la distribucién de los receptores sobre la
superficie celular y que la cercania de moléculas accesorias con el TCR podria influir de
manera positiva sobre las sefiales del TCR, promoviendo la acumulacién de
intermediarios de sefializacion, permitiendo la estabilizacion de los mismos y en

consecuencia, facilitando la suma de dichas sefiales con las del TCR [48].

b) Dos o multiples sefiales

Por otra parte y debido a que, en ausencia de sefiales co-estimuladoras, las sefiales
del TCR inducen un estado de no respuesta por parte de la célula T, conocido como
anergia [11], se propuso el modelo de las dos sefiales. En este modelo, se propone que
una sefial es generada a partir del reconocimiento especifico del antigeno por el complejo
TCR-CD3 y la otra sefial es proporcionada por moléculas co-estimuladoras o co-
receptoras [49]. EIl paradigma de las dos sefiales ha sido reemplazado en la actualidad
por el concepto de la integracion de mdltiples sefiales, que considera que la respuesta
final es el resultado de las sefiales generadas por las moléculas de superficie, asi como del
entorno celular [50]. Se piensa que el linfocito T y la APC se aproximan uno al otro,
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estableciendo los primeros contactos de forma independiente del antigeno, a través de
moléculas que favorecen la adhesién entre dos células y que la respuesta final depende en
gran parte de estas primeras interacciones y de las sefiales generadas a través de ellas,
aunadas a las del TCR.

V. DISTRIBUCION MOLECULAR EN LA SUPERFICIE CELULAR EN
RESPUESTA A LAS SENALES DEL TCR: LA SINAPSIS INMUNOLOGICA.

El requerimiento de un contacto fisico entre linfocitos T y APCs se conoce desde
hace afios, cuando se describié que el reconocimiento del antigeno por el TCR y las
interacciones de las moléculas co-estimuladoras con sus respectivos contra-receptores en
la APC originan la remodelacion del citoesqueleto de actina y la redistribucion del centro
de organizacion de microtibulos (MTOC) entre el nucleo de la célula y el area de
contacto [51]. Sin embargo, no ha sido sino hasta Ultimas fechas, que el analisis
microscopico ha permitido definir la naturaleza dindmica de la organizacion molecular en
esta zona [52, 53]. Estos estudios han mostrado que, dentro del area de contacto inter-
celular, las proteinas se organizan en diferentes compartimentos, sugiriendo que su
distribucion es crucial para la modulacion de la activacién celular. Las interacciones
moleculares en la zona de contacto entre las dos células, generan una serie de sefiales que

al traducirse hacia el interior de la célula, modulan sus funciones.

El término sinapsis inmunologica (SI) se utilizé en un principio para describir el
contacto que se establece entre linfocitos T y APCs en una interaccion antigeno-
especifica. Actualmente, este término se emplea para describir la superficie de contacto
entre células linfoides efectoras y células presentadoras de antigeno. Mediante
microscopia de deconvolucion, se ha descrito una segregacién de proteinas en el sito de
contacto entre linfocitos T CD4" y linfocitos B cargados con péptidos antigénicos
especificos para el TCR de los linfocitos T. Estos estudios muestran que alrededor de los
30 min después de iniciada la interaccion entre ambas células, el TCR junto con CD28,
CD4 o CD8, se concentran en el centro del sito de contacto entre las dos células; en una
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zona que ha sido denominada complejo central supra-molecular de activacion (c-SMAC).
Subyacentes a estas moléculas, se encuentran grandes complejos de moléculas de
sefializacion entre las cuales se han identificado PKCO, Lck, Fyny ZAP-70. Rodeando a
este complejo, se encuentran proteinas como LFA-1, CD2, y, a nivel submembranal,
talina; en conjunto estos elementos forman la zona denominada SMAC periférico (p-
SMAC). Contrariamente a lo que se pensaba, recientemente se reporto que la zona de
mayor actividad en lo que respecta a generacion de sefiales intracelulares es justamente la
zona de transicion entre el c-SMAC y el p-SMAC, [53-57]. Moléculas como CD43 y
CD45 no se han encontrado en el area de contacto, sino que se excluyen y se localizan en
lo que se ha denominado el anillo externo del p-SMAC [58, 59] (Fig. 4).

Fig. 4. SI'y SMAC. Durante las interacciones entre el linfocito T y la APC,
se forman regiones denominadas c-SMAC y p-SMAC en el sitio de contacto
entre las dos células (sinapsis inmunoldgica, Sl). Estas regiones se
caracterizan por la  redistribucion de moléculas de superficie y de
intermediarios de sefializacion hacia puntos especificos de la célula [57].

Los mecanismos responsables de la formacion del SMAC, solo se conocen
parcialmente. La inhibicion de la formacién de c-SMAC con citocalasina D, un inhibidor
de la polimerizacion de actina, evidencid que el citoesqueleto de actina es importante en
este proceso [53]. Esto sugiere que proteinas reguladoras de la polimerizacién de actina
en linfocitos T como la familia de las GTPasas pequefias Rho (Rac, Ro y Cdc42)
participaran en dicha regulacion. EIl hecho de que la dominante negativa de Cdc42
bloquee la polarizacién de MTOC apoya esta idea [60].
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Inicialmente, los modelos de formacion de SMAC propusieron que esta
conformacién macromolecular se requeria para iniciar la activacion de sefiales hacia el
interior de la célula T [61]. Actualmente se sabe que que las sefiales mediadas por el
TCR se inician antes de la formacion del c-SMA y que la formaciéon del SMAC no es
indispensable para lograr una activacion eficiente de los linfocitos T [46, 62, 63].
Aunque la redistribucion de moléculas hacia puntos especificos de la membrana se ha
evidenciado en numerosas ocasiones, la importancia funcional de dicho proceso no ha
sido del todo esclarecida. Se piensa que la formacion de una Sl estable favorece un
aumento en la concentracion de reactantes que permitird generar rapidamente sefiales

maés sostenidas hacia el interior de la célula y asi activar a los linfocitos T.

La descripcion de una Sl estable ha estado restringida a la visualizacion del TCR
en el centro de la zona de contacto entre linfocitos T y APCs, lo que sucede alrededor de
los 30 minutos de interaccién entre las células. Por otra parte, la descripcion de
interacciones estables entre los linfocitos T y las APCs no es totalmente dependiente de la
participacion del TCR como se ha evidenciado en linfocitos T CD8" y linfocitos T v9,
donde esta conformacién parece depender de NKG2D [64, 65]. Se sabe también que
existen maltiples contactos inter-celulares independientes del reconocimiento antigénico
pero dependientes de las moléculas implicadas en fendmenos de adhesion. De acuerdo a
esta informacion, es posible pensar que las interacciones entre los linfocitos T y las APCs
previas al reconocimiento del antigeno facilitan la redistribucién molecular y que
contribuyen en el pre-ensamblado de complejos de sefializacion, reduciendo asi el umbral

de las sefales proporcionadas por el TCR.

VI. LAS MOLECULAS ACCESORIAS MODULAN LAS SENALES DEL TCR

Los linfocitos T expresan en su superficie numerosas moléculas que al unir
especificamente a sus ligandos presentes en la superficie de otras células, como las
APCS, células blanco o en la matriz extracelular, desempefian papeles importantes en las
respuestas celulares. Como se sefialé anteriormente, las proteinas del complejo TCR son
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las moléculas clave implicadas en el reconocimiento especifico del antigeno. Sin
embargo, se ha demostrado que al tratar poblaciones puras de células T CD4" con
ligandos agonistas del TCR, en ausencia de células accesorias, las células T no proliferan.
En cambio, al adicionar células como monocitos, esas mismas células responden a los
anticuerpos anti-CD3 proliferando vigorosamente. Esto sugiere que para lograr una
activacion celular eficiente, son necesarias las sefiales proporcionadas por otras
moléculas ademas de las del TCR. En conjunto, estas moléculas reciben el nombre de
moléculas accesorias. Por lo general, son moléculas no-polimdrficas que, cuando
reconocen a su (s) ligandos, transducen sefiales bioquimicas hacia el interior de la célula
T, regulando la adhesion de las células T asi como las distintas respuestas celulares.
Cuando estas moléculas estan modificando especificamente las sefiales del TCR, se habla
de moléculas co-estimuladoras. Las sefiales bioquimicas de las moléculas co-
estimuladoras proporcionan al linfocito T la llamada *“segunda sefial”, siendo la primera
aquella generada por el complejo CD3, cuando el TCR reconoce especificamente al

antigeno.

El uso de anticuerpos que reconocen proteinas presentes en la superficie celular
ha permitido identificar y caracterizar numerosas moléculas como accesorias 0 co-
estimuladoras de las sefiales del TCR, por su capacidad de incrementar la proliferacién de
los linfocitos T y la produccidn de citocinas. Las moléculas accesorias pueden agruparse
en familias, las cuales describiremos brevemente a continuacion (tabla 2) [50, 66]
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Tabla. 3. Algunas de las moléculas accesorias presentes en la superficie de los linfocitos T.

Nombre Sinénimos Familia ligando Adhesion | Transduccion
de sefales
CD2 T11, LFA-2, Leu-5, Ig LFA-3 + +
CD5 T1, Leu-1 - +
CD11a CD18 LFA-1 Integrina p2 ICAM-1, 1-2, -3 + +
CD28 Tp44 CD28 B7-1, B7-2 - +
CD43 Sialoforina, Mucinas MHC-I, ICAM-I, + +
leucosiliana galectina-1, HSA,
siglec, selectina.
CD44 PgP-1 Proteinas de Colageno, fibronectina, + +
union al hialuronidato
cartilago
CD45 T200, antigeno PTPs Galectina-3 - +
leucocitario comin
CD49 CD29 VLA-5,6 Integrina p1 Matriz extracelular, + +
VCAM-1

CD95L FasL TNFR CD95 (Fas) - +
OX40L CD134 TNFR 0X40 - +
CD150 SLAM SAP - +
CD154 CTLA-4 CD28 B7-1, B7-2 - +
TNFRI, 11 - TNFR TNF - +
ICOS CD28 ICOSL - +
PD-1 CD28 PDL-1, PDL-2 - +

a) Familia de moléculas accesorias relacionadas estructuralmente al
receptor de TNF

El TNF junto con Fas, OX40, CD40 y otras moléculas, son proteinas que, en su
forma soluble funcionan como citocinas /o bien, funcionan como proteinas de membrana.
Los linfocitos T activados expresan en su superficie el ligando de Fas y el ligando de
OX40 y el ligando de CD40. Los miembros de la familia de TNF son reconocidos por
receptores membranales con caracteristicas estructurales similares y que constituyen la
familia de las moléculas relacionadas al receptor de TNF (TNFR). La familia de
receptores relacionados al TNFR incluye, entre otros, los receptores de TNF, TNF-RI1 y
TNF-RII y 4-1BB, el ligando de Fas (FasL) el ligando de OX40 (OX40L) y el ligando
de CD40 (CD40L). Estos receptores son proteinas de membrana tipo I, a diferencia de

los miembros de la familia de TNF que son proteinas tipo 11 [67].
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Los miembros de la familia de TNFR tienen en su region intracitoplasmica un
dominio de muerte al cual se asocia la molécula adaptadora TRADD (TNF receptor-
associated death domain) y median una gran variedad de respuestas, en funcién de la via
de sefalizacion que se reclute a partir de TRADD. Si se asocian moléculas tipo FADD
(Fas associated death domain), se activa la via de las caspasas al unirse la capasa 8 a
TRADD, vy la célula muere por apoptosis. Si en cambio se asocian moléculas como
TRAF (TNF-receptor-associated factors) y RIP-1 (receptor interacting protein), se
reclutan dos vias de sefializacién, una de las cuales activa a la MAP cinasa JNK, y
resulta en la activacion del factor de transcripcion AP-1, mientras que la otra via incide
sobre la actividad de la cinasa de IkB, facilitando el reclutamiento del factor de
transcripcion NFkB. El saldo final de esta segunda via es la activacion de respuestas pro-
inflamatorias [67-70].

Las interacciones TNFRI-TNF y CD95L-CD95 modulan los procesos de muerte
celular a través de una secuencia conservada denominada “motivo de la muerte” (death
domain) y cuyas sefiales conducen a la activacion de la cascada de las caspasas, lo que a
su vez conduce a las células a la muerte por apoptosis. La mutacién de esta region evita
que las moléculas de TNFRI o CD95L induzcan sefiales pro-apoptéticas y conduce por
lo contrario a enfermedades linfoproliferativas asociadas con autoinmunidad. Lo mismo
sucede con mutaciones en los genes de TNF y Fas lo que sugiere ademas que estas
moléculas juegan un papel importante para el mantenimiento de la homeostasis del

sistema inmune [71].

CD40L, se expresa en linfocitos T activados y al interaccionar con CD40 en
células presentadoras de antigeno, modula la expansién clonal y la diferenciacion de los
linfocitos. A su vez, las sefiales de CD40 en las APC inducen la expresion de B7, lo que
incrementa la proliferacion celular. A diferencia de Fas y de TNFR-I, la regién
intracelular de CD40L, carece de un dominio de muerte, pero se asocia con un miembro
de la familia de TRAF y promueve la diferenciacion de los linfocitos T, el didlogo entre
linfocitos T y linfocitos B y respuestas pro-inflamatorias. La deficiencia de esta molécula

impide que se monte una respuesta inmune adecuada, por falta de sefiales co-activadoras.
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Las sefiales de OX40L, hacen de esta molécula un co-receptor. Las células OX40
-/- no tienen grandes defectos en los que se refiere a produccion de IL-2 , entrada al ciclo
celular y expansion. Sin embargo, unos dias después de ser activadas, estas celulas
mueren por apoptosis debido a que no logran mantener niveles suficientemente elevados
de Bcl-xL y Bcl-2, dos moléculas consideradas como anti-apoptoticas. En general, la
interaccion OX40-OX40L promueve respuestas de tipo Th2, sostiene la proliferacion de
efectores Thl y Th2 incrementa la produccion de IL-2, y es un regulador critico de las
sefiales de sobrevida [68, 69]. 4-1BB (CD137), es una molécula que se expresa
principalmente en linfocitos T CD4" y CD8" activados, y su ligando en células
dendriticas maduras y en macréfagos activados [72, 73], lo que sugiere gque la interaccion
de 4-1BB con sus ligandos desempefia un papel importante en eventos de activacion. 4-
1BB es capaz de inducir la produccion de IL-2 en ausencia de las sefiales de CD28. Sin
embargo, a diferencia de CD28, cuando las sefiales del TCR son débiles, 4-1BB no
induce de manera eficiente la produccién de IL-2. 4-1BB promueve la produccion de
IFNy, sostiene la respuesta de los linfocitos T CD4" e incrementa la respuesta de
linfocitos T CD8" in vivo [67]. Como CD40, 4-1BB proporciona a las células sefiales de
sobrevida.

b) Moléculas involucradas en adhesion

Las proteinas heterodiméricas leucocitarias de la familia de las integrinas actuan
fundamentalmente como moléculas de adhesion, aunque pueden participar también en la
transduccion de sefiales. LFA-1 (antigeno leucocitario asociado a funcion-1 o
CD11aCD18), es un miembro de la familia de las integrinas $2, expresado por mas de un
90% de los timocitos y linfocitos T maduros, linfocitos B, granulocitos y monocitos.
LFA-1 es esencial para las funciones linfocitarias dependientes de adhesion, incluyendo
la estimulacion de linfocitos T por el antigeno y la adhesion linfocitaria al endotelio. La
deficiencia de la expresion de esta molécula 'y otros miembros de la misma familia, esta
asociado a inmunodeficiencias severas tales como LAD-1 (type 1 leukocyte adhesion
deficiency), debido a un defecto en la capacidad de establecer contactos con otras células
del sistema inmunoldgico, como con las células epiteliales de las vénulas altas. Los

individuos afectados con este tipo de inmunodeficiencias son propensos a infecciones
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bacterianas y micoéticas desde muy temprana edad. ICAM-1 (CD54) es uno de los
ligandos de LFA-1, es una proteina de membrana que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas, estd presente en la mayoria de las células hematopoyéticas,
incluyendo linfocitos T y B, células dendriticas y macrdéfagos, asi como numerosas
células no hematopoyéticas como fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales. Su
expresion es regulada por citocinas. Las formas solubles de ICAM-1 pueden estimular in
vitro la activacion de los linfocitos T mediada por el TCR, lo que sugiere que LFA-1

puede aportar sefiales co-estimuladoras [74].

Las moleculas VLA o integrinas g1 conforman una familia que incluye a VLA-4,
-5y -6. Al igual que LFA-1, debido a un cambio conformacional en la regién
extracelular, las afinidades de estas moléculas por sus ligandos aumentan tras la
estimulacién de los linfocitos y sus niveles de expresion son mayores en linfocitos T de
memoria que en linfocitos T virgenes. VLA-4 media la union de los linfocitos T al
endotelio en los focos inflamatorios al interactuar con fibronectina, que se expresa en el
endotelio de las mucosas y VCAM-1 expresada en células endoteliales activadas por
citocinas. Se ha demostrado que la union de VLA-4 a VCAM-1 y a proteinas de la
matriz extracelular proporciona sefiales co-estimuladoras para la activacion de los
linfocitos T [75, 76].

CD2 (LFA-2) es una glicoproteina de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
presente en mas del 90% de los linfocitos T maduros asi como en células NK. CD2
funciona como una molécula de adhesién intercelular y su principal ligando en humanos
es una molécula estructuralmente similar, denominada LFA-3 (CD58) que se expresa en
una gran variedad de células hematopoyéticas y no hematopoyéticas. En ratones, el
ligando de CD2 es CD48. A semejanza de lo que ocurre con las integrinas, la afinidad de
CD2 por su ligando aumenta tras la activacion de los linfocitos T [77], asi mismo, los
niveles de expresion de esta molécula se incrementan en células activadas. Ademas de su
funcién como molécula pro-adhesiva, se considera que CD2 es una molécula que
transduce sefales intracelulares. In vitro se ha demostrado su papel co-estimulador de las

sefiales del TCR, aunque in vivo, ha sido dificil determinar si CD2 influye en la
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activacion de la celula T. En modelos murinos, anticuerpos anti-CD2 como anti-CD48
pueden bloquear las respuestas inmunitarias dependientes de linfocitos T, como el
rechazo a injertos, pero los ratones deficientes en CD2 no presentan defectos en el

desarrollo de los linfocitos T o en su funcion inmunitaria [78].

c) Familia de las molécula co-estimulaaccesorias relacionadas a SLAM [79]

En los Gltimos afios se ha generado evidencia de que la familia de receptores de
supeficie SLAM (signaling lymphocytic activation molecule) y su interaccién con un
grupo de proteinas denominadas SAP (SLAM-asociated protein), participan en la
regulacién de la respuesta inmune. Inicialmente, se consider6 a SLAM como un
miembro de la subfamilia de CD2 presente en células T y B pero en contraste con CD2
que actta en células no activadas, SLAM parece actuar solo en células de memoria
aumentando la produccién de IFNy e induciendo proliferacion celular. Esta familia
incluye a SLAM (CD150), 2B4, CD84, antigeno de linfocitos T, By NK (NTBA) y Ly9
(CD229). Estos receptores se expresan en diversos tipos celulares. Las actividad de la
familia SLAM se ha relacionado con la diferenciacién hacia Th2, la generacién de
memoria de linfocitos B, produccién de anticuerpos y activaciéon de células NK. Los
linfocitos TCD4" de ratones deficientes en SLAM, (SLAM-/-) presentan una reduccion
en la produccion de citocinas del tipo Th2 como IL-4 e IL-13, asi como de la
proliferacion en respuesta a la estimulacion con el TCR, sugiriendo un papel co-
estimulador de SLAM sobre las sefiales del TCR [80].

d) Familia de las moléculas CD28

Los miembros de la familia de CD28 son proteinas transmembranales que
pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y cuyos dominios intracelulares
tienen diferentes motivos estructurales que favorecen la interaccion con diferentes
moléculas de sefializacién. De esta familia, CD28 e ICOS (Inducible Co-Stimulatory
molecule) juegan un papel regulador positivo durante la activacion antigeno-especifica de
los linfocitos T, mientras que CTLA-4 y PD-1 (Program Cell Death protein-1) regulan
negativamente la respuesta de estas células, reclutando a la fosfatasa de tirosinas SHP-1 a
través de sus ITIMs. CD28 se expresa constitutivamente en la mayoria de células del
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linaje T y en células plasmaticas. Los timocitos maduros tienen mas altos niveles de
CD28 que los timocitos inmaduros y entre las células T periféricas, el 100% de los
linfocitos T CD4" y solo alrededor del 50% de los linfocitos T CD8" expresan a CD28 en
su superficie [81]. En cambio, ICOS se expresa en respuesta al reconocimiento del
antigeno por el TCR, y su induccién depende ademas, de las sefiales de CD28 [82].

Las consecuencias funcionales de la sefializacion a traves de los distintos miembros de la
familia de CD28 difieren para cada molécula: las sefiales intracelulares de CD28
promueven la produccién de IL-2. En cambio, la estimulacion de linfocitos T con
anticuerpos anti-1COS induce un aumento en la proliferacion mediada por el TCR y en la
produccion de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10, IFNy, TNFo y GMCSF pero no de IL-2.
Los ligandos de los miembros de esta familia, constituyen a su vez la familia de
moléculas B7. CD28 se une a B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86) usando un motivo altamente
conservado (MYPPPY) y comparte estos ligandos con CTLA-4. CD28 se une a B7-1
con baja afinidad y se disocia de este rapidamente. En cambio, la union con B7-2 es mas
fuerte. Estudios funcionales han mostrado que la union de CD28 a sus ligandos es
determinante en la funcién de los linfocitos T y que la unién de CD28 con B7-1y B7-2
proporciona sefiales co-estimuladoras a las del TCR requeridas para la activacion de los
linfocitos T [83].

El ligando de ICOS es ICOS-L y PD-1se une a PD-L1y PD-L2. B7-1y B7.2se
encuentran esencialmente en células presentadoras de antigeno y su expresion se induce
fuertemente en respuesta a diferentes estimulos como citocinas pro-inflamatorias,
endotoxinas y como resultado de la interaccion CD40 con CD40L. La expresion de los
otros miembros de esta familia no esta restringida a células linfoides, lo que sugiere que
estas moléculas participan en la regulacion de la activacion de los linfocitos T en los
tejidos periféricos y eventualmente, en la tolerancia [84, 85].
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» Transduccion de sefiales a traves de CD28
El dominio citoplasmico de CD28 interactda con varias proteinas de sefializacion.
Este dominio consta de 41 amino acidos. Contiene cuatro tyrosinas, dos de las cuales
pueden ser fosforiladas. Contiene también, dos secuencias diprolina (PxxP) que pueden
unirse al dominio SH3 de intermediarios de sefializacion como Itk, Tec, Grb2, Grap2 y
Lck . Los dominios SH2 de la subunidad p85 de PI3K, Grb2 y Grap2 se unen a la
tirosina 319 de la region citoplasmica de CD28. Si embargo, el efecto co-estimulador de

las sefiales del TCR mediado por CD28 no depende de este residuo.

La estimulacién de linfocitos T a través de CD28 usando anticuerpos o a través de
sus ligandos naturales (B7-1/B7-2) induce la fosforilacion en tirosinas de diversos
sustratos [86, 87]. El primer evento de sefializacion que resulta de la estimulacién via
CD28 es la fosforilacién del dominio YMNM presente en la porcion citoplasmica de
CD28, para lo cual las cinasas Fyn y Lck han sido implicadas en dicho evento [88]. El
resultado de la fosforilacion de CD28 es la union de cinasas como PI3K, ITK y el
complejo GRB-SOS [89, 90]. Los eventos distales de sefializacion incluyen la activacion
de mddulos de cinasas de serinas, la activacion de las MAPK [91], ERK1/2, SAPK/INK
y p38/HOG-1, resultando en la fosoforilacion de c-jun y ERK1/2 [92].

La union de PI3K a CD28 permite anclar a CD28 la membrana plasmatica, donde puede
activar a sus sugtratos y participar en funciones como mitogénesis y apoptosis. Estas
funciones también ha sido atribuidas a CD28 [93]. CD28 induce también la actividad de

calcineurina[94] .

Los ratones deficientes de CD28 presentan una respuesta inmune severamente
afectada. Sin embargo, los linfocitos T de estos ratones son capaces de responder a una
estimulacion in vitro por aloantigenos y por anticuerpos anti-CD3, asi como de
recuperarse de infecciones virales [95]. Estudios in vivo demuestran que bajo ciertas
condiciones de inmunizacion, el efecto co-estimulador de CD28 puede ser parcial o
totalmente dispensable permitiendo la activacion de los linfocitos T en ausencia de
CD28. El hecho de que solo el 50% de los linfocitos T CD8" expresen CD28 sugiere que
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otras moléculas presentes en la superficie de los linfocitos T suplen el efecto co-
estimulador de esta molécula. Interesantemente, se ha reportado que CDA43, otra
molécula accesoria de linfocitos T, suple las funciones de CD28, puesto que las sefiales
de CD43 inducen un efecto co-estimulador de las sefiales del TCR en ratones deficientes
en CD28 induciendo proliferacion celular [96].

La informacidn disponible sobre la participacion de las moléculas accesorias en la
modulacion de la respuesta inmune indica que éstas participan en la adhesion intercelular
y en la regulacion de las sefiales del TCR, lo que eventualmente incidira sobre la
activacion de cascadas de sefializacion diferentes, dependiendo de las moléculas por las
cuales esté siendo activada la célula y finalmente sobre la respuesta de la célula. La
expresion constitutiva de un grupo de moléculas co-estimuladoras, en contra parte con la
induccidn en la expresion de otras, sugiere la participacion de las primeras en eventos
tempranos de activacion celular, mientras que la induccion de las segundas pudiese

regular etapas tardias.

Como mencionamos al principio de esta seccion, en el modelo de las dos sefiales,
una sefial es proporcionada por el reconocimiento especifico del antigeno por el TCR,
mientras que la segunda sefial esta dada por las moléculas co-estimuladoras. El
paradigma actual propone que la interpretacion de ambas sefiales genera una activacion
optima de las células y que la falta, o niveles insuficientes, de sefiales co-estimuladoras
conduce al estado de tolerancia o anergia. En funcion de lo expuesto con respecto a las
funciones de las distintas familias de moléculas accesorias, queda claro que estas
moléculas juegan un papel fundamental para la modulacion de las distintas respuestas
celulares [97] y que la co-estimulacion a través de moléculas de superficie no solo
representa la segunda sefial sino que participa activamente en la diversidad de respuestas

celulares.
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VIl. CD43

a) Caracteristicas estructurales

CD43 es una glicoproteina abundante (1.5 X 10° moléculas/célula) que se expresa
en la superficie de todas las células hematopoyéticas excepto en eritrocitos.
Aproximadamente el 50% de la masa de CD43 est& constituida por carbohidratos como
acido sialico, N-acetil-galactosamina y galactosa. Posee un dominio extracelular con 235
aminoéacidos que incluyen 80 residuos de serinas o treoninas, la mayoria de los cuales
estan O-glicosilados y que se extiende hasta 45 nm de la superficie celular [98], un
dominio transmembranal de 23 aminoacidos y un dominio intracitoplasmico con 123
aminoéacidos, entre los que destacan 6 treoninas y 11 serinas potencialmente fosforilables
[99] (Fig. 5). La comparacion de la secuencia de esta proteina entre rata, raton y humano
indica que la region intracelular de CD43 se ha conservado durante la evolucion,
sugiriendo que esta proteina desempefia un papel importante dentro de las funciones

celulares.

Fig 5. Estructura de CD43. EI
dominio extracelular de CD43 estéa
formado por 239 aminoacidos con
un alto contenido en Ser y Thry se
extiende 45 nm hacia el espacio
extracelular.El dominio citoplasmico
estd altamente conservado entre
especies y estd constitutivamente
fosforilado en residuos de Ser. La
2333 secuencia que codifica para CD43
e _ e esta contenida en un solo exdn.

235 aa

* Daminies ds andisn

A ERMs
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COOH

31



b) Isoformas

Se han reportado dos isoformas de CD43, una con una masa molecular de 115
kDa la cual se expresa esencialmente en linfocitos T CD4" y monocitos y otra con una
masa molecular de 130 kDa que se expresa en células T CD4" activadas, CD8" en reposo
y activadas, neutrofilos, plaquetas y linfocitos B activados. Ambas isoformas son el
resultado de una O-glicosilacion diferencial de la molécula, debido a modificaciones
postraduccionales que resultan de la actividad de una glicosil transferasa 28, 1,6 N-
acetilglucosamiltransferasa especifica (C2GnT). La isoforma de 130 kDa contiene
principalmente hexasacaridos NeuAc(a.2-3)-Gal(p1-3) [NeuaAc (a2-3) NeuAc(a2-3)
Gal(p1-4) GIcNA(B1-6)] Gal-NAc, mientras que la de 115 kDa contiene casi
exclusivamente tetrasacaridos NeuAc(a2-3)-Gal(p1-3) [NeuAc(a2-6) ] GalNAC.

La expresion deficiente de CD43 coincide con estados de inmunodeficiencias
severas como el Sindrome de Wiskott-Aldrich [100]. En pacientes infectados con HIV se
ha encontrado una forma aberrante en glicosilacion de CD43 [101, 102], lo cual a su vez
correlaciona con reportes de la presencia de anticuerpos dirigidos contra una forma

hiposialilada de CD43 diferente de la isoforma de 130 kDa en estos pacientes [103].

c) Regulacion del gene de CD43

El gene que codifica para CD43 esté localizado en el cromosoma 16 en humanos
y 7 en ratones [104]. Este gene consta de dos exones y un intron. EIl producto entero
traducido es codificado en el segundo exén , el cual no contiene intrones [105]. CD43
humano tiene dos mRNAs codificantes de 1.9 y 4.3 kb, generados por sefiales de

poliadenilacion alternativa en la region 3' no traducida [106].

La regulacion del gene de CD43 ha sido estudiada principalmente en células
tumorales humanas de origen linfoide como K562, U937 y células Jurkat. La expresion
del gene de CD43 es mantenida por una elevada actividad transcripcional de Spl y es
regulada positivamente por dos factores nucleares, PyRol y PyRo2. Adicionalmente, el
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intrén actia como enhancer. La represion inducida por activacion transcripcional de
CD43 en leucocitos se lleva a cabo por la unién de los represores hnRNP-K y Pur (alpha)

a estructuras de cadena sencilla expuestas dentro del promotor [107, 108].

e) Ligandos

A la fecha, se han identificado varios contra-receptores para CD43: ICAM-1
[109], cuya interaccion con CD43 podria regular la adhesion entre la célula T y la APC a
través de las integrinas a1p2 [110]. Galectina-1 [111], que es abundante en superficie de
células epiteliales timicas y a partir de esta interaccion se sugiere la participacion de
CD43 en procesos de selecciéon negativa de timocitos [112]. A través del estudio de
adhesiéon espontanea entre células T y APCs se encontr6 que CD43 es capaz de
interaccionar con moléculas MHC-I y que las sefiales generadas por CD2 o por CD43
regulan la afinidad de CD2 por CD58 y la de CD43 por MHCI, sugiriendo que la
interaccion de CD2 y CD43 con sus respectivos ligandos pudiese participar en la
formacion de conjugados entre linfocitos T y APCs, modulando la adhesion entre estos
dos tipos de células[113]. En neutrdfilos, se ha reportado que CD43 interacciona con
albimina sérica humana (HSA), modulandoel spreading de los neutrofilos [114]. Por
otro lado, CD43 actia como receptor para el virus de influenza tipo 2 y esta interaccion
parece participar en la disfuncion de leucocitos polimorfonucleares asociada a esta
infeccion [115]. CDA43 promueve una interaccion estable entre M. tuberculosis y
receptores sobre las membrana de macréfagos, muy probablemente a través de
sialoadhesina de macréfagos [116] y facilita la respuesta especifica de la célula frente a la
infeccion [117]. En linfocitos T de raton, la transialidasa de Trypanosoma cruzi genera
un efecto co-estimulador de las sefiales del TCR, mismo que es abatido en presencia de
anticuerpos que bloquean a CD43, lo que sugiere que esta enzima es otro ligando de
CD43 [118].

Es de llamar la atencidn que cada una de las moléculas que han sido identificadas
como ligandos de CD43, son a su vez ligandos de otras moléculas co-receptoras de la
superficie de linfocitos T: CD8 interacciona con MHC-I, LFA-1 con ICAM-1, galectina
con CD45, CD7, CD4 y CD3. Esto sugiere que CD43 podria tener un papel regulador de
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las interacciones celulares [119]. Por otra parte, el hecho de que los distintos ligandos
descritos para CD43 sean compartidos por otras moléculas de la superficie celular ha
dificultado el uso de los mismos para evaluar su efecto fisioldgico, por lo que el
entrecruzamiento de anticuerpos dirigidos contra CD43 sobre la superficie celular ha
permitido dilucidar algunas de las funciones de la molécula.

e) CD43 se relocaliza en distintos puntos en la superficie de los linfocitos T en

respuesta a distintos estimulos

Al estimular células CD43" con ligandos de las integrinas f1 y p2 como
fibronectina e ICAM-1 respectivamente, CD43 se redistribuye en la superficie celular, en
el extremo de la célula opuesto al punto de contacto entre la integrina y su ligando lo que
sugiere que, al relocalizarse, CD43 modifica la carga neta negativa en una region de la
superficie celular [110]. Asi mismo, los resultados obtenidos con células transfectadas
con el gene humano de CD43 o células deficientes en la expresion de CD43 (CD437/), se
interpretaron en su momento como que la carga negativa conferida por el alto contenido
de &cido sialico de CD43 proporciona a la célula fuerzas repulsivas que contribuyen a
regular de manera negativa la adhesion de linfocitos T con células blanco o APCs [120,
121] EIl hecho que CD43 se excluya del sitio de contacto entre linfocitos T y células
presentadoras de antigeno cuando se establece la sinapsis inmunologica, en un
mecanismo dependiente de su asociacion a proteinas de la familia de las ERM [122],
apoya esta idea. Sin embargo, la presencia de CD43 en el sitio de contacto entre un
linfocito T y una APC no interfiere con las sefiales generadas por el TCR, y la agregacion
homotipica resultante del entrecruzamiento de CD43 en la superficie de distintas estirpes
de células linfoides descarta la posibilidad de que CD43 represente un impedimento
estérico para un contacto celular eficiente y para la transmision de sefiales intracelulares
[58]. Mas aun, resultados recientes de nuestro laboratorio han demostrado que la
estimulacién de linfocitos T a través de CD43 induce la polarizacion de moléculas de
sefializacion hacia el sitio de contacto entre la esfera y el linfocito T [123], sugiriendo que
CDA43 participa activamente en la redistribucion de moléculas de sefializacion intracelular

favoreciendo la activacién de la célula. En el mismo trabajo se evidencié que la



estimulacién a través de CD43 no induce la redistribucién del TCR sobre la superficie
celular.

f) Transduccion de sefiales a travées de CD43
Las sefiales generadas a través de CD43 dependen de su regién intracelular.Los
intermediarios de sefializacion activados por CD43 son numerosos. A continuacion se
hace una breve resefia de las principales vias de sefializacion activadas como resultado de

la oligomerizacion de CDA43.

Los eventos intracelulares més tempranos en respuesta a la estimulacion de linfocitos T a
través de CD43 incluyen la asociacion del dominio citoplasmico de CD43 con las cinasa
de la familia Src, Fyn y Lck ,la fosforilacion de estas en residuos de tirosina [124, 125].
Esta asociacion se da presumiblemente a través de una region rica en prolinas presente en
la region intracelular de CD43 con los dominios SH3 de Fyn y Lck. Asi mismo, el
entrecruzamiento de CD43, induce la fosforilacion de los ITAMs de la cadena C a través
de Lck y Fyn [123]. Una vez que los ITAMs de la cadena C son fosforilados en tirosinas,
se convierten en sitios especificos de acoplamiento, que se asocian a proteinas
citopldsmicas con dominios SH2, los cuales se unen de manera especifica a tirosinas

fosforiladas. ZAP-70 es una de estas proteinas.

Las PTKSs reclutadas en respuesta a las sefiales de CD43 fosforilan y activan diversos
sustratos, entre los que se encuentra las proteinas adaptadoras LAT y Shc. Las proteinas
adaptadoras desempefian un papel importante en la activacion celular, ya que actian
como un andamiaje que favorece la formacion de complejos de sefializacidn, facilitando
asi la transduccion de sefiales intracelulares. Entre sus multiples funciones, LAT se une a
la fosfolipasa C y-2 (PLC-y-2) [126], permitiendo el reclutamiento de esta ultima. PLC-
v-2 se activa al ser fosforilada por las PTKSs reclutadas y cataliza la hidrolisis de un
fosfolipido de membrana llamado fosfatidil inositol bi-fosfato (PIP2), lo que conduce a
un aumento en los niveles citoplasmicos de los productos de la hidrolisis de PIP2: inositol
trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). IP3, estimula la liberacion de calcio de los
depdsitos intracelulares, con lo que induce un incremento de Ca* intracelular. El calcio

se une a la proteina calmodulina y el complejo que resulta de esta unién activa a la
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fosfatasa calcineurina, la cual defosforila al factor transcripcional NFAT, lo que induce la
translocacion de este Gltimo al nicleo. Por otra parte, DAG junto con Ca?*, activa
diferentes isoformas de la proteina cinasa C (PKC), las cuales a su vez participan en la
activacion de la via de las MAP cinasas y en la activacion de factores transcripcionales
como NFAT, NFkB y AP-1[127, 128].

La estimulacion a traves de CD43, promueve también la activacion de Vav que es un
factor intercambiador de nucle6tidos de guanina (GEF) para GTPasas de la familia Rac, y
que es fosforilado en tirosinas como resultado del entrecruzamiento de CD43 sobre la
superficie de los linfocitos T. Este evento resulta en la formacion de complejos
moleculares que incluyen moléculas adaptadoras como Shc, SLP-76 y Grb2, implicados
en la sintesis de IL-2 y rearreglos de citoesqueleto [127].

PI3K parece tener un importante papel en el control de las sefiales generadas por CD43.
Dentro de las funciones descritas para PI3K destacan, su participacion en el metabolismo
de fosfolipidos, la fosforilacion de la cinasa Syk, la activacion de PLC-y y la activacion
de la cascada de las MAP cinasas; la activacion de isoformas nuevas de PKC y
remodelacion de citoesqueleto. CD43 también ha sido involucrada en estos eventos,
sugiriendo que los mismos estan regulados por la actividad de PI3K inducida a través de
CD43.

Las sefiales inducidas a través de CD43 conducen a la activacion de la via de las MAP
cinasas. En particular, se sabe que CD43 activa a las MAP cinasas: p38, INK y ERK.
La induccion de la activacion de los factores de transcripcion NFAT, NFkB y AP-1, en
respuesta a la estimulacion a través de CD43 desemboca en la regulacion de la expresion
de genes que codifican para proteinas importantes para el desarrollo y funcién de la
célula T, como IL-2, asi como de proteinas de superficie marcadoras de activacion como
CD25y CD69 [128].
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El fenotipo del raton deficiente de se discutiraalo largo de la siguiente seccién en
la que se describen las funciones de esta molécula en las distintas estirpes celulares de la
respuesta inmune.

g) Lassefales de CD43y el TCR se regulan mutuamente

La molécula CD43 es una molécula con multiples funciones. Una de ellas es la
de ser una molécula co-receptora del TCR. El efecto co-estimulador de CD43 sobre €l
TCR es dependiente de la region intracelular de CD43. Esto se demostré en
experimentos en los que se expresaron mutantes de CD43 humano en un hibridoma
murino especifico para HLA-DR, en los que la mutante que codifica para una forma de
CDA43 que carecia de la region intracelular de esta molécula, dicha mutante no tuvo €
efecto co-estimulador de la molécula silvestre [129]. CD43 y el TCR comparten
maultiples intermediarios de sefializacion y datos recientes de nuestro laboratorio sugieren
que las vias de sefalizacion de ambas moléculas se regulan mutuamente. El
entrecruzamiento de CD43 sobre la superficie celular induce su asociacion con Fyn,
dicha asociacion es eliminada tras la estimulacion via el TCR, sugiriendo una regulacion
reciproca entre las maquinarias de sefializacion de ambas moléculas [124]. En la seccién
111, mencionamos que Cbl, una proteina adaptadora con actividad de E3 ligasa, participa
en la regulacion de las sefiales inducidas por el TCR. La fosforilacion de Cbl en residuos
de tirosinas resultante de las sefiales mediadas a través del TCR, induce su asociacion con
maultiples proteinas, que una vez asociadas a Cbl, son degradadas. Por otra parte, se sabe
que la fosforilacion de Cbl en residuos de serina anula el efecto inhibitorio de esta ligasa
de ubiquitina. La estimulacion de linfocitos T a través de CD43 induce la fosforilacién
en serinas de Cbl, sugiriendo que las sefiales de CD43 modulan positivamente el nivel de
activacion de los linfocitos, al favorecer la acumulacién de moléculas de sefializacion

activadas y por ende, prolongando las sefiales de estas [42].

Recientemente se ha mostrado que la localizacién espacio-temporal de las moléculas
refleja su participacion en los eventos de sefializacion intracelular. En el caso de las
sefiales de CD43 y del TCR, queda por definir como se reparten en el espacio intracelular

y membranal los numerosos mediadores intracelulares que son activados en respuesta a

37



las sefiales de cada una de estas moléculas. Es posible que la cinética y distribucion de
los mismos varie dependiendo del estimulo y que la respuesta generada por parte de la

celula sea el resultado de la regulacién de dichos eventos (Figura 5).
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Fig. 5. Cascadas de sefalizacién activadas por CD43 y el TCR. El entrecruzamiento de CD43
y el TCR en la superficie celular genera entre otras cosas la activacion de intermediarios de
sefializacion tempranos como Lck y Fyn, promoviendo el reclutamiento de moléculas adaptadoras
como LAT hacia sitios especificos en los que se formaran complejos de sefializacion que
induciran por una parte, el catabolismo de fosfolipidos y por otra, la activacion de la via de las
MAPKs. En conjuntos, la activacion de estas vias conduce a la activacion de factores
transcripcionales y a la regulacion génica de la célula.

IX. FUNCIONES DE CD43 EN LAS DIFERENTES CELULAS DE LA
RESPUESTA INMUNE

Numerosos tipos celulares y mediadores quimicos, conectados por una intrincada
red de comunicacidn, influyen en la generacion de una respuesta inmune eficiente. Las
moléculas presentes en la superficie de cada tipo celular favorecen el establecimiento de
dicha comunicacion y le permiten a las células percibir cambios en el entorno. Esta

percepcién del medio circundante genera sefiales hacia el interior de la célula para
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finalmente dar origen a una gran variedad de respuestas que van desde proliferacion,
diferenciacion, generacion de anticuerpos, hasta quimiotaxis y apoptosis. Entre las
moléculas presentes en la superficie celular, CD43 se caracteriza por expresarse de
manera constitutiva en todas las células hematopoyéticas, a excepcion de los eritrocitos.
En conjunto, la informacion con que se cuenta, sugiere que CD43 participa en multiples
facetas de la vida celular: la regulacion de la diferenciacion, adhesion, migracion,
proliferacion y muerte celular. Para ello, CD43 se vale de varias vias de sefializacion que
conducen a la regulacién de la expresion de multiples genes. Ademas, la fina regulacion
de su expresién sobre la superficie celular, sumada a la abundancia de ligandos descritos
para esta molécula, sugieren que las respuestas en las que se vea involucrada dependeran

del contexto en el que se encuentre, como se describe a continuacion.

a) Participacion de CD43 en la respuesta inmune innata (macrdéfagos,

neutrofilos, NK, células cebadas)

Los macrofagos son considerados como la primera linea de defensa en contra de
agentes patdgenos y son rapidamente reforzados por los neutréfilos que migran hacia el
sitio de la infeccion. Al carecer de especificidad por los patdgenos y ejercer su efecto
citotoxico, los macréfagos, las células NK, los neutréfilos y las células cebadas destruyen
a muchos de estos agentes infecciosos, sin necesidad de activar la respuesta inmune
adapativa. La activacion de la maquinaria de estas células, misma que favorece la
migracion y funciones efectoras como citotoxicidad o produccién de citocinas por parte
de estas células, constituye un eslabdn importante en la generacion de respuestas inmunes

eficientes.

La presencia de CD43 en la membrana de macr6fagos promueve la interaccion de
M. tuberculosis con estas células y contribuye a la generacion de la respuesta inmune
frente a la infeccion, especificamente a la produccion de TNF-a [117], sugiriendo la
participacion de CD43 no solo como un receptor para esta micobacteria sino también
como un promotor de la respuesta desencadenada frente a la infeccidn. Por otra parte, los
macradfagos reconocen células T que se encuentran en las primeras etapas de apoptosis, a

través de agregados de CD43. Este reconocimiento se puede bloguear con anticuerpos

39



anti-CD43 y se ha observado el reclutamiento transitorio de CD43 o “capping” hacia un
sitio de la membrana de células T apoptdticas, en tiempos que coinciden con un aumento
en la susceptibilidad de estas células para ser reconocidas por los macréfagos. El
reconocimiento de células apotdticas a través de CD43 parece depender de la asociacion
de esta molécula con nucleolina, que es una proteina multifuncional presente en el
nucleo, citoplasma y sobre la superficie de algunos tipos celulares como macréfagos
[130]. En experimentos posteriores, los mismos autores muestran que la induccién de
apotosis por Fas en las células T coincide, ademas de la relocalizacién de CD43, con la
degradacion de esta molécula [131].

En neutréfilos, CD43 ha sido caracterizado como un ligando del virus influenza.
Este virus posee una neuraminidasa y hemaglutinina, de manera que es capaz de regular
el estado de sialidacion de las células que infecta. Al exponer neutréfilos al virus
influenza se induce un proceso de desactivacion celular, caracterizado por defectos en el
estallido respiratorio, al encontrarse una reduccion den la produccion de NO y RO
semejando lo que sucede cuando CD43 es entrecruzado en la superficie de este tipo
celular. Sin embargo, el tratamiento de neutrofilos con elastasa, cuya actividad se ha
visto estrechamente relacionada con la liberacion de CD43 de la superficie celular [132]
no inhibe las funciones celulares, lo que sugiere que ademas de CD43, otras moléculas

contribuyen a la actividad del virus sobre estas células [133].

El entrecruzamiento de CD43 en la superficie de neutrofilos induce locomocion,
la cual se caracteriza por el reclutamiento de CD43 hacia el urépodo o porcidn posterior
de la célula en movimiento. La relocalizacion de CD43 hacia la misma zona también se
ha reportada en respuesta a agentes quimioatrayentes y representa un proceso
dependiente de actina [134, 135]. En estas células, CD43 se asocia a rafts y a
citoesqueleto de manera simultanea y dado que los urépodos estan enriquecidos en rafts,
se sugiere que el mecanismo de redistibucién de CD43 depende de su asociacion a los
mismos [136]. Reportes recientes muestran que la redistribucion de CD43 hacia el

urépodo es una consecuencia y no la causa de la migracion celular y que es un proceso
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reversible [137], lo que indicaria que si bien, CD43 induce locomocion de neutrofilos,
ésta no depende de la relocalizacion de la molécula.

TNF-a desempefia un papel importante en la regulacion de la adhesion celular ya
que induce una disminucion de la expresion de moléculas como CD11b y CD45, asi
como de CD43 [138, 139]. Por otra parte, la expresién de CD43 se ve disminuida en
neutréfilos de pacientes con artritis reumatoide, aunado con un aumento en la expresion
de marcadores de activacion celular en la superficie de los neutréfilos (CD69 y CD11b).
En conjunto, estos datos sugieren que la regulacion de la expresion de CD43 en procesos
inflamatorios mediados por TNF-a pudiese representar un punto de control de la
activacion celular. A la fecha, se han descrito dos vias que conducen a la regulacion de la
expresion de CD43 en neutrofilos: zymozan, y PMA inducen la protedlisis de CD43
generando dos porciones de la region extracelular de la molécula, al generar un corte en
la region distal del N-terminal y en un sito més cercano a la membrana celular,
reduciendo hasta en un 70% los niveles de CD43 en la superficie celular [140]. Dado que
zymozan es un extracto de levadura, a través del cual es posible activar a los TLRs, cabe
la posibilidad de que estos receptores participen en la modulacion de la expresion de
CD43, lo que, como se discutira en el transcurso de esta seccién, apoya la idea de la
participacion de CD43 durante procesos infecciosos, al inducir la secrecion de citocinas

proinflamatorias y regular el proceso de quimiotaxis.

La elastasa de neutrofilos ha sido caracterizada como responsable de rasurar a
CD43 en la superficie de estas células [132] en un proceso independiente del grado de
glicosilacién de CD43. Cabe destacar que la concentracién de elastasa que se requiere
para esto esta dentro del rango de la concentracion de elastasa liberada al medio por los
neutrofilos durante procesos inflamatorios, lo que sugiere que la regulacion de la
expresion de CD43 en estos procesos pudiese ser importante. El efecto de la elastasa
sobre CD43 es bloqueado por albumina sérica humana [114], sugiriendo que la union de
CD43 con HSA la protege del efecto proteolitico de la elastasa. Tomando en cuenta el
hecho que la concentracién de albumina es mucho mayor en el torrente sanguineo que en

los tejidos, este dato sugiere la participacion de este ligando de CD43 en la regulacion de
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la migracion celular hacia los focos infecciosos, regulando la expresion de esta molécula

en la superficie celular.

En neutrofilos, las primeras etapas de la apoptosis se caracterizan por presentar
alteraciones en la membrana plasmatica que generan la formacion de proyecciones de
membrana en las que se concentran ciertas moléculas de la membrana celular; dicho
evento es denominado blebbing. Sin embargo, la reduccion de la expresion de CD43
parece deberse mé&s bien a la liberacion de la molécula en pequefias vesiculas en un
proceso independiente al blebbing. Resulta interesante que los mecanismos de regulacién
de la expresion de CD43 en neutrofilos difieran dependiendo del estimulo adicionado ya
que en el caso de procesos de activacion, la reduccién de los niveles de expresion de la
molécula parece depender de cortes proteoliticos a diferencia de lo que sucede durante
los procesos de muerte celular donde CD43 se libera en vesiculas [131, 141]

El entrecruzamiento de CD43 sobre la superficie de células NK induce la
generacion de las quimiocinas RANTES, MIP-1la y MIP-13 y este efecto logra
prevenirse mediante el tratamiento con genisteina, lo que sugiere que CD43 genera
sefiales hacia el interior de estas células mediante la activacion de PTKs. Asi mismo, las
sefiales generadas por anticuerpos anti-CD43 inducen un aumento en la actividad
citotoxica de las células NK [142]. A semejanza de lo que se describio en linfocitos T, se
ha descrito la redistribucion de CD43 fuera del sitio de contacto entre células NK y
linfocitos B en un mecanismo que depende de las ERMs [143], lo que adiciona un nivel
mas de regulacion de las funciones de CD43, las cuales parecen depender también del

sitio en el que se encuentre sobre la superficie celular.

Las células NK CD56 """ |as cuales se caracterizan por responder a IL-2 y
proliferar expresan la isoforma de 115 kDa de CD43, mientras que las NK CD56%™ | las
cuales no proliferan en respuesta a IL-2, expresan la isoforma de 130 kDa. Al estimular
celulas NK con IL-2 se presenta un cambio de la isoforma de 115 a la de 130 kDa [144].
La estimulacién de células NK a través de CD43 resulta en una reduccién de la expresion
de los niveles de CD43 sobre la superficie celular, siendo éste, un efecto que depende de
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la actividad de metaloproteasas como se evidencid con el tratamiento con fenantroleno,

un inhibidor especifico de metaloproteasas [144].

En células cebadas, las funciones de CD43 han sido pobremente descritas, pero
como en el caso de neutrdfilos, células fagociticas y linfocitos, CD43 parece participar en
funciones que algunas veces son opuestas. EIl entrecruzamiento de CD43 sobre la
superficie de células cebadas no genera degranulacion celular, el mismo tratamiento,
induce la secrecion de TNF-a e IL-8, lo que sugiere la participacion de CD43 en la
regulacién de las funciones de este tipo celular [145]. La estimulacién de células cebadas
con anticuerpos anti-CD43, induce agregacion homotipica, probablemente a través de una
via de sefializacion en la que participa PKC [146] [147].

La expresion de CD43 en la superficie de células cebadas parece estar regulada: un
reporte en células HMC-1 (linea de células cebadas humanas) describe que el acido
retindico genera un aumento en la expresion de CD43 [148], mientras que la expresion de
esta molécula sobre las mismas células disminuye en respuesta a la estimulacion con
ésteres de forbol y con anticuerpos anti-CD43 [145]. Un reporte describe que la
estimulacién de células HMC-1 via CD43 genera un aumento en la unién de
haptoglobina (un reactante de fase aguda) a estas células, lo que sugiere una

comunicacion entre CD43 y otros receptores de la superficie celular [149].

El analisis de la respuesta de las células de la respuesta inmune innata frente a
agentes patdgenos en ratones deficientes de CD43 permitiria dilucidar la participacion de
esta molécula desde los primeras etapas de la infeccion, hasta las respuestas generadas,
analizando la inflamacion, actividad citotoxica, proliferacion y secrecién de citocinas

para las cuales CD43 parece ejercer un efecto regulador.

b) Participacion de CD43 en la respuesta inmune adquirida (linfocitos T, B
y células dendriticas)
Las citocinas producidas como resultado de la inmunidad innata y las moléculas

de superficie celular generan sefiales que comprometen a las células mediadoras de la
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respuesta inmune adaptativa, para generar una respuesta especifica frente a cada
patdgeno. CD43 participa en la regulacion de la adhesion de células de la respuesta
inmune adaptativa a otras células asi como en la generacién y transmisién de sefiales de

activacion.

Durante la respuesta al virus de la coriomeningitis, CD43 desempefia un papel
dual en el transcurso de la infeccidon. En eventos tempranos de la infeccion se observa un
aumento en la expresion de la isoforma de 130 kDa de CD43 en celulas T efectoras,
mismo que favorece la migracién de linfocitos T CD8" hacia el sitio de la infeccion,
mientras que ratones CD43-/- infectados con el mismo virus muestran un retraso en la
fase de contraccion de la respuesta frente al virus como resultado de una deficiente
induccion de apoptosis de las células efectoras [150], lo que concuerda con la idea de un
papel de CD43 como molécula accesoria, que al participar en procesos de adhesion y
secrecion de citocinas asi como co-estimuladora del TCR desempefia un papel importante
en la respuesta de los linfocitos T al ser retadas con agente patdgeno. Por otra parte, los
cambios en la expresion de las isoformas de CD43 durante procesos infecciosos sugieren
que los eventos en los que esta molécula participe dependeran de la isoforma expresada y
muy probablemente de los ligandos presentes en el entorno celular, por lo que el analisis
de las respuestas celulares generadas por la interaccion de CD43 con sus diferentes
ligandos representa una cuestion fundamental en el entendimiento del papel de esta

molécula.

Se desconoce la participacién directa de CD43 en la infeccién con el virus de
inmunodeficiencia humana (HIV). Sin embargo, se sabe que las sefiales de CD43
asociadas con las del TCR potencian la transcripcion y replicacion de HIV, a través de
una via de sefializacion independiente de CD28 [151]. Asi mismo, se ha reportado la
presencia de autoanticuerpos anti-CD43 en la fase asintomatica de pacientes con SIDA
[101, 103] lo que correlaciona con el hecho de que se hayan encontrado vesiculas de
membrana plasmaética enriquecidas en HLA-DR y CD43 en aislados de VIH obtenidos de
celulas infectadas in vitro [152]. Estos datos sugieren la participacion de CD43 en el

desarrollo del sindrome, sin embargo, no descartan la posibilidad de que el virus esté



manipulando la maquinaria de glicosilacion celular, lo cual contribuya a una

desregulacion en la expresion de una molécula altamente glicosilada como CD43.

Los experimentos realizados in vivo con ratones CD437/ han arrojado resultados
opuestos en cuanto a la importancia de CD43 en los fendmenos de migracion de los
linfocitos a los érganos linfocitarios secundarios y a los tejidos. Por un lado, se encontrd
que los linfocitos T migran con mayor facilidad a los 6rganos linfoides secundarios de la
periferia [153]. Paraddjicamente, usando el mismo modelo experimental, se ha
encontrado que la expresion de CD43 es un requisito para una migracion adecuada de los
linfocitos [154].

Se han descrito fendmenos de agregacion homotipica en linfocitos T, como
resultado del entrecruzamiento de CD43 sobre la superficie celular, los cuales dependen
de la activacion de sefiales intracelulares activadas via esta molécula [155, 156]. CD43
inhibe el rodamiento de linfocitos T sobre las células epiteliales de vénulas altas [157,
158], asi como fendmenos de agregacion homotipica, independientes de la participacion
de integrinas leucocitarias [159, 160]. Asi mismo, datos experimentales recientes
demuestran que CDA43 retarda significativamente el establecimiento de diabetes e inhibe
la migracion de linfocitos T a los islotes del pancreas, asi como a glandulas salivales y
lacrimales, limitando la amplitud de los procesos inflamatorios. Estos resultados
sugieren que CD43 podria participar en el establecimiento de padecimientos autoinmunes
mediados por linfocitos T y que este anticuerpo podria tener usos terapéuticos [161]. Por
otra parte, CD43 ha sido considerada también como una molécula antiadhesiva en un
modelo de interaccion entre CD4/CD8 con linfocitos B independiente de antigeno. En
este caso, se observd una menor formacién de agregados entre CD8 vy linfocitos B con
respecto a los formados entre CD4 vy linfocitos B, dado que los linfocitos CD8 expresan
preferencialmente la isoforma de 130 kDa de CD43, estos resultados fueron interpretados
como un impedimento estérico por parte de la isoforma mas sialilada de CD43 que
resulta en la inhibicion de la agregacion [162]. Las aparentes discrepancias del papel de
CD43 en migracion de linfocitos T pudiese ser el resultado de la expresion diferencial de

las isoformas de la molécula y por lo tanto de interacciones intercelulares diferenciales al
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contactar a través de multiples ligandos. EI hecho de que se han reportado cambios en la
expresion de CD43 en la superficie de linfocitos T en respuesta a la estimulacion via
CD3, que parece reducir la expresion de CD43 sobre la superficie celular en un modelo
murino analizando la expresion de la molécula con el anticuerpo R2/60, apoya esta idea
[163].

CDA43 induce la secrecion de IL-2 y la proliferacion de linfocitos T [155]; ademas,
se ha reportado la participacion de CD43 como molécula co-estimuladora potenciando las
seflales del TCR en linfocitos intraepiteliales de raton [164]. La induccion de
proliferacion via CD43 ha sido reportada también en células mononucleares [125].
Reportes recientes muestran la activacion de los genes responsables de la produccion de
citocinas pro-inflamatorias y quimioatrayentes en respuesta a la estimulacion via CD43
[165]. El hecho de que la expresion de CD43 y algunos de sus ligandos como el caso de
ICAM-1 participen en adhesion, sumado a la produccion de citocinas quimioatrayentes
en respuesta a la estimulacion con CD43, sugiere que esta molécula participa activamente
en la generacion de respuestas inflamatorias no solo a través de la regulacion de adhesion

inter e intra-celular sino en la produccién de citocinas y la proliferacion celular.

Esta multifacética molécula participa en la induccion de apototosis de células
hematopoyéticas in vitro. El resultado de entrecruzar a CD43 en la superficie de células
hematopoyéticas humanas, es que una poblacion de estas células sea resistente a la
induccién de apoptosis. Esta poblacion celular corresponde a células quiescentes con
caracteristicas de células madre. En general CD43 afecta principalmente a las células que
se estan dividiendo, de modo que, el efecto de CD43 sobre estas células parece depender
de la capacidad proliferativa de las mismas, otra explicacién es que las vias de
sefializacion activadas en cada caso sean diferentes dependiendo del estado de activacion
de las células. La estimulacién con CD43 induce apoptosis en una linea de células
derivadas de progenitores mieloides, tras periodos largos de estimulacién (5 dias), tras los
que se observa la translocacion del la proteina pro-apotética Bad a la mitocondria y
finalmente a la muerte de las células [166].
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El anlisis de la expresion de CD43 en el hibridomas DO11.10 cuya estimulacion
antigeno-especifica induce apoptosis, muestra un aumento en la expresion de esta
molécula, el cual correlaciona con una menor susceptibilidad a la induccién de muerte.
La aparente protecciéon otorgada por CD43 parece estar dada por un blogueo de las
sefiales de Fas. En el mismo hibridoma, la expresion de CD43 se correlaciona con un
efecto inhibitorio de apoptosis iduducida por PMA/ionomicina, puesto que el gen de
CD43 se identificd en células resistentes a muerte con este estimulo [167].

La expresion de CD43 en células de memoria y virgenes parece estar relacionada
con su grado de susceptibilidad a muerte. Las células virgenes, las cuales se caracterizan
por ser mas susceptibles a morir por la via de Fas, expresan niveles bajos de CD43 en su
superficie, mientras que, las células de memoria, las cuales son mas resistentes, expresan

altos niveles de esta molécula en un modelo murino [168].

En conjunto, la induccion de apotosis en progenitores hematopoyéticos a través de la
unién de CD43 con un ligando en la médula 6sea, pudiera representar un mecanismo
importante en la regulacion del crecimiento y diferenciacion de estas células, por lo que
el andlisis de las cascadas de sefializacion activadas con este estimulo como de los
ligandos naturales responsables de este efecto permitiria la creacion de herramientas que

regularan el proceso apoptotico activado en condiciones patoldgicas.

Cambios en la expresion de CD43 sobre la superficie de los linfocitos B, sugieren
su participacion en el desarrollo y activacion de estas células, ya que, los linfocitos pro-B
en médula 6sea expresan CD43 en su superficie y esta expresion no se presenta en células
pre-B en la periferia [169, 170]. En linfocitos B, la expresion de CD43 esta regulada, la
isoforma de 130 kDa solo se expresa en estas células tras su activacion. El analisis de
ratones transgénicos para CD43 en los que se sobre-expresd esta molécula en linfocitos
B, permitié evaluar su efecto y se encontré que alteraciones en la expresion de CD43
correlacionan con inmunodeficiencias de tipo humoral, asi como la prolongacion de la
sobrevida de estas células [171, 172]. Del analisis de este trabajo se concluye que los

defectos en la respuesta inmune fueron resultado de deficiencias en la interaccion entre

a7



linfocitos T y B debido al aumento de CD43, que en este caso probablemente actué como

una molécula antiadhesiva.

En células dentriticas, la participacion de CD43 en la induccion de agregacion en
células es controversial. Por una parte, se ha reportado un efecto positivo de CD43 en un
modelo de células dendriticas obtenidas de bazo de ratas Wistar. En este modelo, la
induccién de agregacion homotipica via CD43 correlaciona con la induccion de la
maduracion de las células evaluada por un aumento en la expresién de CD80 y CD86.
Realizando el mismo analisis en un modelo de autoinmunidad (diabetes/tiroiditis), en el
que se observa deficiencia en la formacion de agregados, CD43 es capaz de revertir dicho
efecto. Otro reporte en el que la pre-incubacion de células dendriticas con anticuerpos
anti-CD43, asi como el tratamiento con neuraminidasa originan un aumento en la
agregacion de células dendriticas, se interpretaron como un efecto negativo de CD43
sobre la agregacién. Sin embargo, el mismo reporte muestra un aumento en la expresion
de marcadores de activacion como HLA-DR, ICAM-1, B7-1, B7-2, CD40 y CD83 y un
aumento de la proliferacion celular [173], lo que sugiere que CD43 sefializa hacia el
interior de la célula 'y que el efecto observado probablemente dependeréa del modelo en el
que se le analice. Finalmente, la inhibicion de agregados formados espontaneamente
entre células dentriticas y linfocitos B, como resultado de bloquear la interaccion de estas
celulas utilizando los anticuerpos anti-CD43, asi como anticuerpos anti-MHC-1 [113],
sugiere que la interaccion entre CD43 y uno de sus ligando descritos, MHC-1, desempefia

un papel importante en este fenémeno.

Aunado a la participacion de CD43 en polarizacion [122], quimiotaxis, adhesion,
y proliferacion [120, 121], se ha reportado que esta molécula también participa en
eventos fisioldgicos como diapédesis [134], y agregacion [155]; asi como en la
regulacion del crecimiento, diferenciacion celular y apoptosis [166]. En conjunto, estos
datos sugieren que CD43 participa de manera importante en multiples funciones de los
linfocitos T, B y células dentriticas. Por otra parte, debido a su estructura alargada y a su
abundancia, CD43 podria mediar las primeras interacciones entre los linfocitos T y las
APCs, modulando las sefiales inducidas a través del TCR y las otras moléculas de la
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superficie celular. Las aparentes discrepancias en la participacion de CD43 en las
respuestas discutidas, son probablemente el resultado de diferencias en las sefiales que
dependeran de la isoforma de CD43 a través de la cual las células estén siendo
estimuladas asi como de los ligandos involucrados, de modo que el anélisis detallado de
las distintas isoformas de CD43, asi como ensayos funcionales con los diferentes
ligandos descritos, permitirian verificar la idea de que CD43 ejerce un efecto distinto que
depende del contexto celular en el que se encuentre.

Considerando que una célula no percibe sefiales individuales sino que integra las
sefiales generadas por conjuntos variables de receptores, entre los que se incluye a CD28
y CD43, cabe preguntarse el papel de cada uno de ellos como moléculas accesorias y
como moléculas co-estimuladoras del TCR.
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JUSTIFICACION

El hecho que CD43 sea tan abundante, que constituya probablemente una antena
que percibe cambios en el medio circundante y que utilice numerosas moléculas de
sefializacion que también forman parte de la maquinaria del TCR sugiere que las sefiales
de ambas moléculas son capaces de regularse mutuamente, generando una "conversacion
cruzada" (crosstalk) entre las dos vias de sefializacion. Asi mismo, se puede pensar que
el uso de intermediarios diferenciales, como resultado de la estimulacién via CD43 vy el
TCR generan variaciones en las cinéticas de activacion, asi como en la amplitud de las

sefiales y eventualmente, en la respuesta celular.
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HIPOTESIS

La estimulacién de linfocitos T a través de CD43 y el TCR resulta en la
modulacion diferencial de las vias de sefializacion intracelular y de la respuesta celular.
Sumado a su papel como molécula co-estimuladora, CD43 es una molécula de superficie

con efectos independientes de las sefiales del TCR.

OBJETIVOS

Evaluar el papel de CD43 en la induccion de agregacion homotipica de linfocitos T
humanos y describir las vias de sefializacion implicadas en dicho proceso, asi como la
activacion de moléculas de sefializacion como PKC de manera independiente de las
sefiales del TCR.

Comparar las posibles diferencias en tiempo, espacio e intensidad de las vias de
sefializacion inducidas a partir de la estimulacion a través de las moléculas CD43y TCR
bajo diferentes tratamientos de activacion (estimulando primero a través de CD43 y co-
estimulando con el TCR; estimulando primero via el TCR y co-estimulando via CD43 o

estimulando de manera simultanea con ambas moléculas).

Evaluar si las posibles diferencias identificadas a nivel de las vias de sefializacion

intracelular se traducen en respuestas celulares distintas.
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CAPITULO II

RESULTADOS*

! Como parte de nuestros se incluyen los resimenes de las publicaciones realizadas en el
transcurso del Doctorado. Las publicaciones correspondientes se encuentran en el ANEXO final.



RESUMEN DE ARTICULOS PUBLICADOS

Publicacion a
La respuesta de los linfocitos T es modulada por el orden de estimulacion
através de CD43y el TCR.
Nora A. Fierro, Gustavo Pedraza-Alvae Yvonne Rosenstein.
Journal of Immunology. 2006, 176: 7346-7353.

El reconocimiento del antigeno por el TCR, en combinacion con los estimulos proporcionados
por las moléculas co-estimuladoras conducen a la expansion y diferenciacion de los linfocitos T.
Sin embargo, se desconoce el orden en el que las moléculas de superficie interactian con sus
contra-receptores y si ésto repercute sobre la respuesta generada por parte de los linfocitos T.
Debido a las caracteristicas estructurales de CD43, que una molécula abundante presente en la
superficie de los linfocitos T, con un dominio extracelular que se extiende 45 nm desde la
superficie de la célula T. Nuestra hipotesis es que CD43 pudiera ser una de las primeras
moléculas que interactla con sus contra-receptores en la APC, y por lo tanto, pudiese modular la
activacion de los linfocitos T mediada por el TCR. Nuestros resultados muestran que el
reclutamiento de CD43 previo o simultaneo al reclutamiento del TCR, impide la interaccién entre
SHP-1y Lck, inhibiendo la activacion de un mecanismo de regulacion negativa sobre las sefiales
del TCR, favoreciendo asi, la secrecion de altos niveles de IL-2, la induccion de proliferacion
celular y la secrecion de citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas. En contraste, las sefiales
intracelulares que resultaron del reclutamiento previo del TCR a las sefiales de CD43 no fueron
suficientes para inducir la produccién de IL-2 y la proliferacién celular. Cuando las células
fueron estimuladas a través de CD28 y el TCR, proliferaron independientemente del orden en el
que CD28 y el TCR fueron reclutados. Estos resultados indican que CD43 induce una cascada de
sefializacion que prolonga la duracion de las sefiales del TCR y apoyan el modelo de sumatoria de
sefiales para la activacion de los linfocitos T. Nuestros resultados muestran que el orden con el
que ciertos estimulos son percibidos por la célula, representa un nuevo mecanismo de regulacion
de la respuesta celular.

Publicacion b
CD43 regula el umbral de activacion de los linfocitos T controlando las funciones de Cbl.
Gustavo Pedraza-Alva, Lilia B. Mérida-Long, Roxana del Rio, Nora A. Fierro, Mario E. Cruz-
Mufioz, Norma Olivares, Vivian Igras, Georg, A. Hollander, Steven, J. Burakoff e Yvonne
Rosenstein.
Journal of Biological Chemistry. 2006. Sometido.

La activacién de los linfocitos T requiere las sefiales generadas por el TCR y aquellas inducidas
por las moléculas co-receptoras. Se ha propuesto que las sefiales co-estimuladoras regulan el
umbral de activacion de los linfocitos T previniendo el efecto negativo de los miembros de la
familia de Cbl sobre las sefiales del TCR. En este reporte mostramos que las sefiales de CD43
cuando son previas a las del TCR, inhiben la fosforilacién en tirosinas de Cbl, y la interaccién
entre Cbl y Crk-L, en un mecanismo que depende de la actividad de PKC8. El entrecruzamiento
de CD43 previo al entrecruzamiento del TCR, también resulté en la ubiquitinacion de Cbl-b y en
un retraso en la degradacion de ZAP-70 y la cadena C, generando un aumento en la activacion de
la via de las MAPK y en la respuesta de los linfocitos T. Estos resultados demuestran que las
sefiales mediadas por CD43 reducen el umbral de activacion de los linfocitos T al blogquear el
efecto inhibitorio de Cbl y Cbl-b sobre las sefiales del TCR.



Publicacion ¢
La activacion de linfocitos T humanos inducida por el reclutamiento de CD43 requiere de la
participacion de PKCB8.
Roxana del Rio, Mercedes Rincon, Esther Layseca-Espinosa, Nora A. Fierro, Yvonne
Rosenstein, GustavoPedraza.
Biochemical and Biophysical Research Communications. 2004. 325 : 133-143.

El catabolismo de foinositidos da lugar a la activacion de PKC, que a su vez, constituye uno de
los ejes principales de las sefiales intracelulares. En los linfocitos T, la activacién de PKC como
resultado del reclutamiento del TCR y las moléculas co-receptoras garantiza la respuesta
productiva de la célula. CD43 es una molécula co-receptora que promueve la activacién y
proliferacion de los linfocitos T, induciendo la secrecion de IL-2 y la expresion de CD69 en la
superficie celular. El reclutamiento de CD43 en la superficie de los linfocitos T promueve la
degradacidn de fosfolipidos y la produccion de DAG. Por otra parte, se requiere de la activacion
de PKC para la activacion de la via de las MAPK en respuesta al entrecruzamiento de CD43. En
este trabajo mostramos que el reclutamiento de CD43 induce la translocacién a la membrana y la
actividad enzimética de diferentes isoenzimas de PKC: cPKC (a/f), nPKC (¢ y 8), aPKC (T) y
PKCu. La activacion de PKC6 que resultd de la estimulacién de linfocitos T a través de CD43
indujo la expresion de CD69 a través de un mecanismo dependiente de la actividad de ERK con
la subsecuente activacion de AP-1 y NF-xB y por un mecanismo independiente de ERK en el que
se indujo la activacién de NFAT. En conjunto, estos resultados sugieren que PKC6O desempefia
un papel importante en las funciones co-estimuladoras de CD43 en linfocitos T humanos.

Publicacion d
Agregacidn de linfocitos T inducida por CD43: sefiales intracelulares e inhibicién por
leflunomida, un farmaco modulador de la respuesta inmune.
Esther Layseca-Espinosa, Gustavo Pedraza-Alva, José Luis Montiel, Roxana del Rio, Nora A.
Fierro, Roberto Gonzalez-Amaro e Yvonne Rosenstein.
Journal of Leukocyte Biology. 74 (2003) 1083-1093.

La molécula co-receptora CD43 participa en la adhesion y activacion de linfocitos T. La
agregacion homotipica es el resultado de la activacidn de las cascadas de sefializacion intracelular
inducidas en respuesta a la interaccion de diferentes moléculas de superficie con sus respectivos
ligandos y requiere de un metabolismo activo por parte de la célula, la reorganizacion del
citoesqueleto y la relocalizacién de las moléculas presentes en la superficie celular. EIl objetivo
de este trabajo fue identificar algunos de los elementos de la cascada de sefializacién inducida en
la respuesta a la estimulacion de linfocitos T a través de CD43 que conducen a la agregacion
homotipica. La agregacién homotipica de linfocitos T, mediada por CD43 requirié la
participacion de las cinasas de la familia Src, PLC-y2, PKC, PI3K, asi como ERK1-2 y p38. Los
datos mostrados aqui, sugieren gque estas moléculas de sefializacién desempefian un papel central
en la regulacién de la remodelacion del citoesqueleto de actina posterior a la estimulacién con
CD43. También evaluamos la capacidad de farmacos inmunomoduladores como leflunomida
para bloguear la agregacion homotipica mediada por CD43. La leflunomida bloqueé el
reclutamiento de las moléculas blanco para la actividad de las cinasa de la familia Src, asi como
la polimerizacion de actina, disminuyendo la capacidad de los linfocitos T para agregarse en
respuesta a las sefiales especificas generadas por CDA43, sugiriendo que la leflunomida podria
controlar la migracion y reclutamiento de las células linfoides a tejidos inflamados.



RESULTADOS NO PUBLICADOS
METODOLOGIA EXPERIMENTAL

I. Anticuerpos y reactivos

Se us6 el anticuerpo monoclonal L10, 1gG1[174] que reconoce a la molécula
CD43 y un anticuerpo monoclonal anti-CD3/TCR, OKT3, 1gG2a (American Type
Culture Collection). Se utilizaron como entrecruzadores, anticuerpos clase especificos
anti-IgG1 y anti-lgG2a de FisherBiotech y anti-IgG1 alexa 488 y anti-lgG2a alexa 568 de
Molecular Probes. Avidina-FITC es de Molecular Probes. EI anticuerpo 1B4 (anti-

integrina $2 activada) fue un obsequio del Dr. Carlos Rosales.

l. Determinacion de los niveles de integrina B2 activada sobre la
superficie celular
Se estimularon 1X10° linfocitos T por 24 horas a 37 °C como se refiere en la

publicaciébn a. En el caso de las células pre-estimuladas, el pre-estimulo se realizd
durante 2 horas a 37 °C con L10 u OKT3 para posteriormente adicionar el segundo
estimulo, OKT3 o L10 respectivamente e incubar las células durante 24 horas. Una vez
concluida la activacion, las células se incubaron con el anticuerpo anti-integrina (2
activada 1B4 conjugado con biotina a una concentracion de 4 ug/ml por 30 min a 4°C.
Se lavaron las células por centrifugacién a 300 g con solucién de lavado, y se incubaron a
4°C y protegidas de la luz con avidina acoplada a fluoresceina a una concentracion de 1
ug/ml por 30 min. EIl exceso de anticuerpo y la fijacion de las células se realizd en

paraformaldehido al 2% en PBS y las muestras se analizaron por citometria de flujo.

1 Evaluacion de la distribucion de CD43 y el TCR en la superficie
celular
Se estimularon 1X10° linfocitos por 30 minutos a 37 °C siguiendo los diferentes

protocolos de activacion. En el caso de las células pre-estimuladas, el pre-estimulo se
realizé durante 30 minutos a 37 °C con L10 u OKT3 para posteriormente adicionar el
segundo estimulo, OKT3 o L10 respectivamente e incubar durante 30 minutos. Los
anticuerpos L10 y OKT3 se entrecruzaron con los anticuerpos acoplados a floroforos,
anti-lgG1 alexa 488 (entrecruzador para L10) y anti-lgG2a alexa 568 (entrecruzador para



OKT3). Todos los anticuerpos se emplearon a una concentracion de 4 ug/ml. Una vez
concluida la activacion y tincion simultanea, las células se lavaron por centrifugacion a
300 g con solucién de lavado y se fijaron con paraformaldehido al 1% durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las células por centrifugacion a 300 g con
solucion de lavado y se montaron para realizar el analisis por microscopia de

epifluorescencia y el correspondiente analisis de las imagenes con el programa IPLab.

RESULTADOS

La estimulacion previa o simultdnea de CD43 a las sefiales del TCR induce la
activacion de la intergrina B2 sobre la superficie celular

Las integrinas son una familia de receptores transmembranales que promueven la
union entre las proteinas de la matriz extracelular con sus contra-receptores en las células
adyacentes.  Estos receptores desempefian un papel fundamental en inflamacion,
inmunidad innata y antigeno especifica y en la regulacion del crecimiento celular y
diferenciacion. Las integrinas 2 han sido ampliamente estudiadas y se han caracterizado
como CD11a/CD18 (LFA-1, alp2), CD11b/CD18 (Mac-1, owmp2), CD11c/CD18
(p150/95, axp2) y CD11d/CD18 (apf2). CD11a/CD18 se expresa principalmente en
células linfoides pero se le encuentra presente en la superficie de todos los leucocitos,
CD11b/CD18 se encuentra enriquecida en células mieloides y CD11c/CD18 y
CD11d/CD18 se encuentran principalmente en monocitos y macrofagos [175-177]. Es
asi, como la expresion de integrinas sobre la superficie celular desempefia un papel

regulador de la adhesion inter-celular.

Entre las multiples funciones descritas para CD43, esta molécula se ha relacionado con
fendmenos de adhesién celular [110, 126, 156]. Como parte de los resultados expuestos
en esta tesis (publicacion d) se dilucidaron algunas de las moléculas claves activadas via
CD43 que repercuten sobre la agregacion homotipica de linfocitos T. La agregacion
mediada por CD43 requiere de la participacion de las Src cinasas, PLCy2, PKC, PI3K asi



como ERK1/2 y p38 [156]. De modo que la modulacion del estado de activacion de
integrinas leucocitarias como resultado de la estimulacion via CD43 pudiese repercutir
con el papel del TCR sobre el mismo fendmeno. Con el propésito de determinar la
participacion de CD43 en la regulacion de la activacion de integrinas mediada por el TCR
se realizaron experimentos en los que se estimularon las células con los diferentes
protocolos de activacion y se determind la expresion de la integrina $2 activada en la
superficie celular. La estimulacion a través de CD43 no indujo la activacion de estas
integrinas, mientras que como se habia descrito anteriormente [178] la estimulacion via el
TCR indujo que un 16% de las células analizadas presentaran la conformacién activa de
la integrina B2. La estimulacion simultanea a través de CD43 y el TCR indujo que un
23% de las células presentaran la forma activada de la integrina 2. La pre-estimulacion
con CD43 indujo la activacion de 2 en un 33%, mientras que la pre-estimulacion con el
TCR y co-estimulacion con CD43 no indujo la activacion de esta integrinas. La integrina
Bl presentd el mismo patrén de activacion que la integrina f2 en respuesta a los
diferentes estimulos (datos no mostrados). Nuestros resultados sugieren que si bien,
CDA43 no parece inducir la actividad de las integrinas p1 y 2 a este tiempo, facilita su
activacion al co-estimular las sefiales del TCR o bien al representar el primer estimulo
para la célula. De manera sorprendente, cuando las células son estimuladas primero a
través del TCR y CD43 es el segundo estimulo, esta molécula parece inhibir la activacién
de estas integrinas mediada por el TCR.

El orden de estimulacién a través de CD43 y el TCR incide sobre su distribucion en
la superficie celular

Reportes recientes de nuestro laboratorio demuestran que la estimulacion de
linfocitos T con esferas recubiertas con L10 inducen la polarizacion de moléculas de
sefializacion hacia el sitio de contacto entre la esfera y el linfocito T [123], sugiriendo que
CD43 participa activamente en la redistribucion de moléculas de sefalizacion
intracelular, favoreciendo la activacién de la célula. En el mismo trabajo se evidencid
que la estimulaion a través de CD43 no induce la redistribucién del TCR sobre la
superficie celular. No obstante, se desconoce si la estimulacion a través de TCR y CD43
bajo diferentes formatos de activacion modifica la distribucion de estas moléculas en la



superficie. Con el propoésito de responder esta pregunta, se realizaron experimentos en
los que se activaron linfocitos T durante 30 min con L10, OKT3, L10+OKT3, o se pre-
estimularon durante 30 min el primer estimulo y co-estimularon por los siguientes 30 min
con el segundo estimulo. En todos los casos, los anticuerpos que se emplearon para

entrecruzar a L10 y a OKT3 estaban acoplados a fluoréforos..

Como se habia reportado previamente, la estimulacion via el TCR indujo su
propia redistribucién en la superficie de los linfocitos T, resultando en la formacion de
“caps” en un 93% de las células analizadas. Asi mismo, y conforme a lo esperado, el
mismo estimulo indujo la redistribucion de CD43 en un 90% de las células analizadas.
Sin embargo, dicho estimulo no indujo la colocalizacion de CD43 y el TCR. Por su
parte, la sefiales de CD43 indujeron su propia redistribucion, generando un patron en el
que el 90% de las células analizadas presentaron “caps” de CD43 y como se esperaba, no
se observo la redistribucion del TCR ni se observo colocalizacion de CD43 y el TCR
sobre la superficie celular. En cambio, la estimulacion simultanea de CD43 y el TCR
indujo la colocalizacion de estas moléculas en un 14% de las celulas analizadas. Con este
mismo estimulo, se observd una reduccion en el porcentaje de células que formaron
“caps” del TCR (57%) con respecto a la estimulacion individual via CD43 o el TCR,
mientras que se observé que el 86% de las células analizadas formaron “caps” de CD43.
La pre-estimulacion de linfocitos T a traves de CD43 y co-estimulacion con el TCR
generd un patrén en el que el 100% de las células mostraron una distribucién excluyente
de CD43 y el TCR, siendo que el 75% de las células presentaron “caps” de CD43, y el
50% del TCR. Sorprendentemente, y a diferencia de los que sucede cuando las sefiales
de CD43 anteceden o son simultaneas a las del TCR, ,la pre-estimulacion via el TCR y
co-estimulacién con CD43 indujo la redistribucion de estas moléculas solo en un 25% de
las células, mientras que en el 75% restante no se observo redistribucion. Bajo estas
condiciones experimentales, solo el 5% de las celulas forman “caps” de CD43 y 20% de
ellas caps del TCR.

En base a este resultados, el Gnico estimulo que indujo, aungue en un reducido

porcentaje, la colocalizacion de CD43 y el TCR fue la estimulacion simultanea a traves



de estas moléculas mientras que la pre-estimulacion via el TCR solo indujo una ligera
redistribucion de CD43 y el TCR sobre la superficie celular, resultando en que la mayor
parte de las células analizadas no presentaran redistribucién de estas moléculas.



IgG1/1gG2

L10

OKT L10+OKT3

L10

OKT

L10-

OKT3-

Estimulo Colocalizacion Exclusion total Exclusion CcD43 TCR No
parcial caps caps redistribucién

CD43 - - 100% 90% - -

TCR - - 100% 90% 93% -
CD43+TCR 14% 4% 82% 86% 57% -
CD43-TCR - - 100% 75% 50% -
TCR-CD43 - - 25% 5% 20% 75%

Fig. 11 La distribucion de CD43 y el TCR sobre la superficie celular varia
dependiendo del orden de la adicidn de los estimulos. (A) Se estimularon linfocitos T
humanos durante 30 min a 37 °C pre-estimulando con L10, OKT3 o estimulando de
manera simultanea con L10 y OKT3 y se co-estimularon por 30 min con los anticuerpos
correspondientes a 37 °C, OKT3 o L10 por 30 min. Los anticuerpos empleados como
entrecruzadores estaban acoplados a fluoréforos (anti 1gG1 alexa 568 para entrecruzar a
L10 y anti 1gG2a alexa 488 para entrecruzar a OKT3). Se montaron las muestras y se
analizaron por microscopia de epifluorescencia. Las leyendas indican el estimulo
adicionado, en rojo se muestra la tincién para L10 y en verde para OKT3. (B) Las
imagenes obtenidas se analizaron con el programa IPLab y los resultados
correspondientes a 3 experimentos correspondientes se muestran en la tabla.
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Fig. 11 El orden de estimulacion a través de CD43 y el TCR regula el estado
de activacién de las integrinas 1 y 2. (A) Se pre-estimularon linfocitos T
humanos durante 2 horas a 37 °C con L10, OKT3 o estimulacién simultanea con
L10 y OKT3 y se co-estimularon por 48 horas con los anticuerpos
correspondientes a 37 °C. Una vez concluida la activacién, las células se
incubaron con los anticuerpos anti-integrina 1 o anti-integrina p2 total o
activadas, dichos anticuerpos estan biotinilados por lo que se emple6 biotina para
realizar el analisis de la expresion de las integrinas por Citometria de flujo. (A)
La expresion de la integrina p1 y p2 total fue la misma en todas las condiciones
de activacién. (B) Se muestra la expresién de la integrinas 1 y B2 en su
conformacion activa tras la estimulacion con los diferentes protocolos descritos.
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DISCUSION

Los contactos entre distintas estirpes celulares son imprescindibles para
desencadenar respuestas especificas en contra de un agente patdgeno y el intercambio de
informacion que se efectla a través de estos procesos, habilita a las células para
desemperiar sus funciones efectoras con precision. La activacidn antigeno-especifica de
los linfocitos T resulta de la interaccion del TCR con péptidos antigénicos derivados del
agente patdgeno y presentados en la superficie de las APCs a través de las moléculas del
MHC. Sin embargo, esto no es suficiente para activar de manera eficiente a los linfocitos
T ya se requiere informacion adicional, proporcionada por la interaccion de otras
moléculas, llamadas moléculas accesorias 0 co-receptoras, presentes en la superficie de

los linfocitos T, con sus contra-receptores sobre la APC [50].

El reclutamiento del TCR y de las moléculas accesorias da inicio a eventos de
sefializacion intracelular que permiten activar, inactivar o eliminar a los linfocitos T,
dependiendo entre otras cosas de la magnitud y duracion de dichas sefiales, las cuales a
su vez dependen de las distintas afinidades con las que todas estas moléculas interactian
con sus ligandos. Las sefiales producidas son controladas por reguladores positivos y
negativos cuya actividad orquestada incide sobre la generacion de las diversas respuestas
célulares. Asi mismo, el estado de diferenciacion de las células T (virgenes o de
memoria) y la disponibilidad, en la cercania de las células, de factores solubles (citocinas
y quimiocinas) proporcionan informacién precisa acerca del entorno fisico e influyen

sobre la naturaleza de la respuesta desencadenada.

Durante los primeros minutos de contacto con la APC, el linfocito T hace uso de
las moléculas accesorias o co-estimuladoras para establecer los primeros contactos y
explorar la superficie de la APC [56, 179]. De una manera general, se piensa que la
naturaleza de estas primeras interacciones define en gran medida la respuesta de los
linfocitos T. Sin embargo, la naturaleza misma y la importancia de estas primeras sefiales
ha sido poco explorada. En el presente trabajo se evalu6 la participacion de la molécula
accesoria CD43 en la activacion de linfocitos T. Esta molécula consta de un rigido



dominio extracelular que se extiende hasta 45 nm de la superficie celular, por lo que,
desde un punto de vista topografico, es considerada como una de las moléculas que
sobresale mas de la superficie celular de los linfocitos T [180]. Esto, aunado al hecho de
que es la molécula méas abundante de la superficie de los linfocitos T, sugiere que CD43
pudiera ser una de las primeras moléculas en regular los contactos entre el linfocito T y
las APCs [181]. En linfocitos T, CD43 genera sefiales intracelulares, a través de su
porcion intracitoplasmica, independientemente del TCR, [124, 127-129] [42] [123, 156,
182], aunque también funciona como molécula co-estimuladora del TCR, induciendo una
mayor proliferacion celular [96]. En respuesta a las sefiales del TCR, CD43 se relocaliza
hacia el polo opuesto de la Sl en los conjugados de linfocitos T y APCs, formando junto
con CD44, ICAM-1 e ICAM-3 lo que ha sido denominado como el “polo distal de

sefializacion”, cuyas funciones aln no han sido dilucidadas [59].

Consideramos la posibilidad de que la secuencia con la que las moléculas de la superficie
de los linfocitos T interactlen con sus respectivos contra-receptores repercuta sobre a
calidad y tipo de la respuesta, por lo que evaluamos si las sefiales intracelulares y las
respuestas de los linfocitos T varia en funcién del orden de los estimulos, siendo las
moléculas protagonistas CD43 y el TCR (articulos a y b, y datos no publicados). Asi
mismo, profundizamos el conocimiento de las vias de sefializacion de CD43, y las
funciones de CD43 como molécula accesoria, que sefializa independientemente del TCR
(articulos c, y d).

Como mencionamos anteriormente, se piensa que la respuesta de los linfocitos T
se da en base a la integracién y duracion de las sefiales generadas por la interaccién de las
distintas moléculas de superficie con sus respectivos contra-receptores en la APC. El
cémputo final les permite a las células definir de manera precisa la naturaleza del
antigeno y del medio ambiente. El reconocimiento especifico de los péptidos antigénicos
por el TCR asi como las sefiales de las moléculas co-estimuladoras aumentan la
concentracion de intermediarios intracelulares. La MAP cinasa ERK, que con alrededor
de 160 sustratos [183], constituye un punto central en la transmision de sefiales de
multiples agentes reguladores de procesos celulares como proliferacion, diferenciacién y



progresion del ciclo celular. Existen datos que sugieren que diferencias en la cinética de
acumulacion y fosforilacion de ERK inducen respuestas bioldgicas cualitativamente
distintas [184, 185].

Nuestros resultados (articulo a) muestran que el orden en el que los linfocitos T
perciben las sefiales de CD43 y del TCR desemboca en cinéticas e intensidades de
fosforilacion diferentes a nivel de ERK1y ERK2. Cuando las sefiales de CD43 preceden
0 son simultaneas a las del TCR, se induce una intensa fosforilacion de ERK1 y 2,
inmediata y sostenida en el tiempo, mientras que si la estimulacion con el TCR es previa
a la de CD43, la fosforilacién de ERK2 se retrasa ligeramente y tiene menor intensidad
que la inducida con el tratamiento inverso. ERK1 y ERK2 presentan diferentes
velocidades de acumulacion dependiendo de la molécula a través de la cual la célula T

esté siendo activada.

La actividad enzimética de ERK incide, entre otros, sobre las funciones de la PTP
SHP-1. Reportes recientes, muestran una relacién inversa entre la actividad de ERK y la
asociacion de la PTP SHP-1 a Lck y la subsecuente desfoforilacion de esta Ultima en la
tirosina 394. Lafosforilacion de la Serina 59 de Lck por ERK impide la asociacion de
SHP-1 a Lck, lo que a su vez permite que Lck fosforile mas sus sustratos como Zap-70 y
la cadena C [36]. El nivel de fosforilacién de ERK asi como la cinética de este evento
son parte de un sistema de retroalimentacion que, a regular la duracion de la actividad de
la cinasa Lck, controla, dependiendo de la calidad del péptido antigénico, la onda
expansiva de las sefides iniciadas por € TCR. La fosforilacion sostenida de ERK
inducida por la estimulacién con CD43 antes 0 al mismo tiempo que €l TCR previene de
la asociacion entre Lck y la SHP-1, impidiendo asi |a defosforilacion de cadena T y Zap-
70, prolongando las sefiales iniciadas por CD43 y el TCR. Estos resultados sugieren que
laintensidad y duracién de la activacion de ERK, resultantes del orden con el que fueron
estimulados CD43 y e TCR, son un elemento clave durante el proceso de toma de

decisién delacéulaT paradiscernir entre sefides proliferativas o inductoras de anergia.



En células anérgicas, se ha descrito que Lck es degradada por la ligasa de
ubiquitina Itch [186]. Por otra parte, Fyn fosforila a Itch en la Tyr 371, lo que resulta en
la inhibicién de la asociacién de Itch con sus sustratos como es el caso de Jun, regulando
positivamente las sefiales iniciadas. La modulacién de la actividad por lItch a través de
Fyn, sugiere que esta Ultima regula positivamente la actividad de Lck. El
entrecruzamiento del TCR en linfocitos T virgenes CD4" de ratones Fyn™, altera
profundamente las vias de sefializacion que se encuentran cascada abajo de las sefiales de
Lck, tales como la fosforilacién de Zap-70, PLC-y1, los flujos de calcio y la activacion
del factor transcripcional NFAT, siendo estas inhibidas [187, 188]. En cambio, la
activacion de estas mismas células a través del TCR y CD28 o TCR y CD4 genera una
robusta respuesta por parte de las células. Adicionalmente, esta informacién también
podria sugerir que cuando las sefiales del TCR no se combinan con las de moléculas
accesorias, Fyn pudiese participar en el mecanismo de induccion de anergia. Por otra
parte, reportes previos de nuestro laboratorio, muestran que el reclutamiento de CD43
induce su asociacion con la cinasa Fyn y que las sefiales del TCR sumadas a las de CD43
eliminan dicha asociacion [124]. Habria ahora que evaluar la fosforilacion de la tirosina
371 de Itch en respuesta a las sefiales de CD43 y en respuesta a las sefiales del TCR y
CD43. Es posible que, como en el caso de la regulacion de la PTP SHP-1 mediada por la
actividad de ERK y Lck, cuando las sefiales de CD43 anteceden o son simultaneas a las
del TCR, la actividad de Fyn derivada de las sefiales de CD43 promueva la fosforilacion
de Itch, favoreciendo el flujo de las sefiales rio abajo. El anélisis de estas circuitos de
retroalimentacién en células T deficientes para Lck o Fyn (Lck"' 0 Fyn"') nos permitiria
dilucidar el posible papel de moléculas accesorias como CD43 en el proceso de
activacion de los linfocitos T.

Los miembros de la familia de Cbl participan en el control de la activacion de los
linfocitos T regulando negativamente el umbral de disparo de la respuesta celular [189].
De una manera general, las deficiencia de alguno de los miembros de esta familia
favorece el desarrollo de autoinmunidad. Los resultados mostrados en la publicacion b y
c sugieren la existencia de un segundo mecanismo de regulacién de las sefiales del TCR

por parte de CD43. En este caso, cuando las sefiales de CD43 son percibida antes que las



del TCR, las moléculas de PKC6 activadas a través de CD43 (publicacion c), fosforilan a
Cbl en serinas, lo cual a su vez induce una disminucién de la actividad de E3 ligasa de
Chl, e inciden sobre eventos de activacion mas tempranos, incrementando los niveles de
las formas fosforilada de Zap-70 y la cadena T (publicacion b) [182]. Si bien estos
resultados proponen la existencia de dos mecanismos de regulacion de las sefiales del
TCR a través de CD43, uno durante eventos tempranos que involucra la actividad de
PKC y Cbhl y otro en eventos tardios en el que participan ERK, Lck y SHP-1, esto no
descartan la posibilidad de una conexion entre ambos mecanismos. Por una parte, se ha
descrito la asociacion entre Cbl y la PTP SHP-1 [190], por lo que seria posible una
regulaciéon de ambas moléculas. Cbl podria participar en la degradacion de SHP-1 o bien,
esta Gltima pudiese regular la fosforilacion en tirosinas de Cbl, eliminando el efecto
negativo de Cbl. Sumado a esto, se sabe que Lck es un sustrato para la actividad de E3
ligasa de Cbl [191, 192]. Finalmente, el analisis de ratones Cbl” °, muestra una clara

resistencia de los mismos para la induccién de anergia [192].

Otro miembro de la familia de Cbl, Cbl-b también participa en el control del umbral de
activacion de los linfocitos T, regulando los niveles, y por lo tanto la actividad, del factor
intercambiador de nucledtidos de guanina Vav. Se ha reportado que la activaciéon a
través de CD3 y CD28 resulta en ubiquitinacién y degradacion de Cbl-b y que, en la
sinapsis inmunoldgica formada en respuesta al reclutamiento antigeno-especifico del
TCR, Cbl-b colocaliza con CD3 y proteinas ubiquitinadas, sugiriendo que al contribuir a
la desintegracion de la sindpsis inmunoldgica, la actividad de E3 ligasa de Cbl-b es critica
para la regulacién de las sefiales tempranas activadas en respuesta al TCR [38, 189, 192].
Nuestros resultados (publicacion b), muestran que cuando las sefiales de CD43 anteceden
las del TCR, se observa una mayor ubiquitinacion de Cbl-b, que concuerda con la
acumulacién de sefiales positivas en el interior de la célula y una mayor respuesta. Por
otra parte, observamos que cuando CDA43 representa el segundo estimulo, las sefiales
derivadas de CD43 parecen promover una redistribucion mas uniforme de las moléculas
del TCR en la superficie celular, revirtiendo la concentracion hacia un polo de la célula
que deriva de las sefiales del TCR (datos no publicados, CAPITULO II). El estudio de la

distribucion de los Cbl y Cbl-b bajo nuestras condiciones de estimulacion, nos permitiria



dilucidar su posible participacion en la regulacién de la distribucion del TCR en respuesta
a las sefiales de CD43.

La disponibilidad de IL-2 en el medio favorece la proliferacion y diferenciacion
de las células. Nuestros resultados muestran que, dependiendo del orden en el que CD43
y el TCR sean entrecruzados en la superficie celular, los linfocitos T responden de
manera diferencial a nivel de proliferacién, secrecion de IL-2 y rescate de anergia
(publicacion a). La region —180 del promotor de IL-2 contiene sitios de unidn para los
factores transcripcionales CREB-1 (cAMP-responsive element-binding protein 1) y
CREM (cAMP-responsive element modulator) que inhiben la transcripcion. En células
anérgicas, se ha reportado la unién de estos factores de transcripcion a esta region del
promotor del gen de IL-2, lo cual concuerda con la baja produccion de IL-2 que
caracteriza a estas células [193]. Por otra parte, se sabe que en células anérgicas los
niveles de AMPc se elevan. La expresion de CTLA-4 también se ve favorecida por
incrementos en los niveles de AMPc, que al aumentar regulan positivamente sitios del
promotor de CTLA-4, promoviendo la sintesis de la proteina [194, 195]. De acuerdo a
nuestros resultados, el orden de estimulacion de los linfocitos T a través de CD43 vy el
TCR genera respuestas diferentes a nivel de proliferacion y anergia. En conjunto, estos
datos sugieren que la regulacion de los niveles de AMPc representan un punto clave en la
generacion de anergia. Un estudio mas detallado de la regulacién de los niveles de
AMPc, de la actividad factores transcripcionales como CREM y CREB-1, asi como de
proteinas que regulan la topografia de DNA y la accesibilidad de este a factores
transcripcionades en respuesta a nuestros diferentes protocolos de activacion,
proporcionaria informacion mas precisa acerca de los eventos que preceden a la
generacion de diversidad en las respuestas celulares, y de la importancia del orden con el
que son percibidos los diferentes estimulos.

Cuando los linfocitos T perciben las sefiales de CD43 antes o al mismo tiempo
que las del TCR producen una compleja mezcla de citocinas implicadas en proliferacion,
prevencion de anergia, maduracion y diferenciacion, asi como de quimiocinas pro-

inflamatorias (publicacién a). Esto concuerda con reportes recientes donde se evaluaron



los niveles de expresion de genes que participan en la regulacion de la respuesta inmune
como resultado de las sefiales de CD43, comparando con una estimulacion a través de
CD3/CD28. Los experimentos mostraron que las sefiales proporcionadas por CD43 son
suficientes para promover la transcripcion de genes que codifican para moléculas pro-
inflamatorias, sin necesidad de un co-estimulo [165]. A pesar de que nuestras
condiciones experimentales son comparables a las de este estudio, nosotros encontramos
que las sefiales de CD43 no son suficientes para que se inicie la traduccién de estos genes
pero que la integracion de las sefiales de CD43 con las del TCR permite que se alcance el
umbral de sefalizacion necesario para promover la traduccion de los MRNAs
sintetizados. Interesantemente, el analisis de las quimiocinas y citocinas que se producen
carga la balanza hacia un perfil pro-inflamatorio, tipo Thl. In vivo, la respuesta de
ratones CD43™ a la infeccion con el virus de coriomeningitis (LCMV) se caracteriza por
un reclutamiento pobre de linfocitos T CD8" hacia el sitio de infeccion, lo que a su vez
podria reflejar una deficiencia de citocinas quimioatrayentes en dicho proceso [150].

CD28 es la molécula co-estimuladora mejor estudiada [196] y se sabe que las

" deficientes

sefiales de CD43 pueden compensar las funciones de CD28 en ratones CD28
[96]. A diferencia de lo observado con el binomio CD43/TCR, los experimentos que
realizamos a lo largo de este trabajo mostraron que el orden en el que la célula percibe las
sefiales proporcionadas por CD28 y el TCR no afecta la respuesta y que en todos los
casos las células proliferaron. Esto sugiere que las sefiales co-estimuladoras generadas
por CD43 y CD28 estan mediadas por diferentes mecanismos, permitiendo una fina
regulacion de las respuestas celulares (publicacion a). El analisis de diferentes
respuestas, asi como de las vias de sefializacion reclutadas por la estimulacion a través de
CD28 y el TCR, siguiendo diferentes escenarios de activacion, nos permitirian dilucidar
si el mecanismo propuesto para el binomio CD43-TCR en el que el orden de estimulacion
parece ser importante, representa un punto de control para las moléculas accesorias con

respecto al TCR o es especifico para la conversacion cruzada entre CD43 y el TCR.

Los contactos intercelulares son indispensables en la generacion de una respuesta

inmune eficiente y los procesos de adhesion celular son parte inherente de estos eventos.



Ademas de funcionar como una molécula accesoria que modula las funciones del TCR,
CD43 ha sido implicada en procesos de adhesion celular, regulando la interaccion de
celulas linfoides con otras células. Los resultados obtenidos con células transfectadas
con el gene humano de CD43 o células deficientes en la expresion de CD43 (CD43™")
sugirieron gue la carga negativa conferida por el alto contenido en &cido sialico de CD43
proporciona a la célula fuerzas repulsivas que contribuyen a regular negativamente la
adhesién de los linfocitos T con células blanco o APCs [121, 197]. Sin embargo, esto se
contrapone con una serie de evidencias experimentales que involucran a CD43 en
promover la adhesion entre células Esto Ultimo podria lograrse de dos maneras
totalmente distintas: 1) la relocalizacion de CD43 a regiones distantes del punto de
contacto entre dos células removeria la carga negativa proporcionada por los altos niveles
de &cido sialico presentes en CD43, y permitiria que moléculas pro-adhesivas fidedignas
tales como la integrinas realicen las funciones adhesivas y 2) la relocalizacién de CD43 al
punto de contacto entre las células, lo cual pone a esta molécula en el centro de la
actividad molecular encargada de llevar a cabo los contactos celulares. Ambas
posibilidades han sido reportadas [155, 159, 198, 199].

Entre los resultados que presentamos en este trabajo, mostramos que CD43 induce
agregacion celular y que se encuentra en el punto de contacto entre las células, lo que
sugiere que participa directamente en la adhesion, probablemente a través de la
interaccion con alguno de sus ligandos (publicacion d). El hecho de que recientemente se
haya demostrado que la presencia de moléculas de CD43 en el c-SMAC, resultante de la
delecion de la region intracitopldsmica de CD43, a través de la cual la proteina se une a
las ERMs y que es responsable de la redistribucion de CD43 sobre la superficie de los
linfocitos T, no altera la formacién de Sl estables, apoya nuestros resultados y sugiere
que CD43 no solo no representa una barrera negativa para la interacciones linfocito T-
APC, sino que posiblemente las sefiales generadas a partir de la estimulacion a traves de
esta molécula repercutan sobre la generacion de respuestas diferentes por parte de los
linfocitos T [58] [200]. Desde el punto de vista molecular, encontramos que el proceso
de agregacion de linfocitos T inducido por CD43 requiere de las cinasas de la familia Src,
de la familia SYK/ZAP70, PLCy2, varios miembros de la familia de PKC, PI3K, ERK1-2



y p38, asi como de la reorganizacion del citoesqueleto de actina (publicacién d).

Las interacciones entre los linfocitos T las APCs requieren de la participacion de
moléculas pro-adhesivas, entre las que se incluyen las integrinas. Entre estas, las
integrinas $2 desempefian un papel preponderante en la adhesion y activacion celular.
Estos receptores de membrana se unen a moléculas de adhesion intercelular (ICAM) y a
proteinas solubles involucradas en procesos inflamatorios. Las integrinas no se
encuentran en su conformacién activa en condiciones basales y requieren de activarse
para tener un efecto pro-adhesivo sobre la superficie celular [175]. La conformacién
activa de las integrinas se adquiere cuando las células son estimuladas. A la fecha, se han
descrito cuatro integrinas 2, CD11a/CD18 (LFA-1, alp2), CD11b/CD18 (Mac-1,
amp2), CD11c/CD18 (p150-95, axf2) y CD11d/CD18 (app2). La trascendencia de
estas moléculas se evidencié con el hecho de que los individuos con defectos en la
expresion de CD11/CD18 funcional debido a mutaciones en 2 (CD18), desarrollan LAD
(leukocyte adhesion defeiciency syndrome type I), que es un sindrome caracterizado por
infecciones recurrentes, en el que los individuos afectados presentan multiples
alteraciones a nivel leucocitario, que derivan de defectos en el funcionamiento de las
integrinas tipo B2 [176, 177]. EIl papel modulador de CD43 en la adhesion de los
linfocitos T [110, 159, 161] y datos preliminares presentados en este trabajo (CAPITULO
I1), sugieren la regulacion de la actividad de las integrina p1 y 2, y en particular LFA-1,
como resultado de la estimulacion con CD43 y el TCR, mostrando una mayor activacion
de las mismas en los casos en los que los linfocitos T son estimulados antes o
simultadneamente con CD43 y el TCR.  Estos resultados, junto con los que hemos
presentado en otras secciones de este trabajo, apoyan la idea que CD43, al proporcionar
la primeras sefiales de activacion, pone listas las condiciones para que, si el TCR
encuentra efectivamente a su antigeno en la superficie de la APC, el linfocito T pueda
establecer contactos adhesivos mas estables y mas rapidamente. Una vision mas precisa
de la participacion de CD43 como molécula responsable de empezar a preparar al
linfocito T al eventual encuentro con el Ag en la superficie de una APC, y promover las
condiciones para que se efectle un contacto eficiente entre ambas células podria



determinarse mediante el estudio de la cinética de formacion de Sl estables de linfocitos
T estimulados previamente a través de CD43.

En conjunto, nuestros resultados destacan el papel de CD43 como molécula accesoria en
linfocitos T, que genera sefiales independientes del TCR y participa en la adhesion
intercelular, y que funciona también como una molécula co-estimuladora de las sefiales
del TCR. Nuestros resultados ponen en relieve que la secuencia con la que se perciben
las sefiales del medio circundante constituye un mecanismo adicional por medio del cual
los linfocitos T definen la ruta de diferenciacién que van a tomar. En el caso de CD43,
las sefiales que se generan a través de esta molécula contribuyen a bajar el umbral de

activacion de las células.
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APENDICE 1

Proteinas sefializadoras mencionadas en este trabgjo

MOLECULA TIPO DE FUNCION
MOLECULA
Chbl Adaptadoray E3 ligasa | Regulanegativamente las sefiales del TCR
Cdc42 GTPasa Al activarse produce filopodios o prolongaciones de
actina polimerizada dispuestas en una misma
orientacion
Crk-L Proteina adaptadora Regulala activacion de las MAPK
ERK MAP cinasa Regulafactores de transcripcion
ERM Ezrina-radixina Promueven la adhesion de receptores de membrana
moesina con citoesquel eto de actina
Fyn Cinasa de tirosinas Miembro de la familia Src. Tiene un dominio SH3 y
SH2, se asociaa complejo TCR-CD3
Galectina-1 Lectina Participa en la seleccion de timocitos
Grb2 Proteina adapatadora Tiene un dominio SH3 C-terminal y un SH2 central,
seuneaShcy SOSy regulalaviade Ras
JUN MAP cinasa Regulafactores de transcripcion
Lck Cinasadetirosinas Miembro de la familia Src, tiene un dominio SH3 y
uno SH2. Se asocia con CD4y CD8 entre otros
PI 3k Cinasade lipidos Contiene dos subunidades pl110 (catalitica) y p85
(reguladora), p85 tiene un dominio SH3, un dominio
rico en prolinay un dominio SH2
PKC Cinasa de proteinas Fosforila en serinas y treoninas y traduce sefiales a
partir de la degradacién de PIP2 (fosfatidil inositol bi
fosfato)
PLC 2 fosfolipasa Catabolismo de fosfolipidos de membrana
p38 Cinasa de proteinas Miembro de lafamilia de las MAPK
Ras GTPasa Hidroliza GTP. Activada por SOS, activa la via de
Raf-MAPK
Rac GTPasa Al activarse generalamelopodios
Rho GTPasa Al activarse generafibras de estrés
SHP-1 Fosfatasa de tirosinas Regulador negativo de las sefiales del TCR
SLP-76
SOS Factor intercambiador | Es GEF de Rac
de nucleotides de
guanina
Vav Factor intercambiador | Es GEF de Raf
de nucledtidos de
guanina
ZAP-70 Cinasa de tirosinas Se asocial con los ITAMs dela cadena




APENDICE 2

INHIBIDORES
COMPUESTO EFECTO CONC. FINAL
U73122 Inhibe PLC- 21M
R031822 Inhibe PKC 10 'M
H7 Inhibe PKC 50 'M
G06976 Inhibe PKC- , 1,1 10-20 nM
G06983 InhibePKC , , ,1," 1 5, 10,60 nM
Genisteina A Inhibe PTK 0.1mM
Wortmanina Inhibe PI3K O11!M
Ly29402 Inhibe PI3K 200 I'M
PD98059 Inhibe MEK 50 'M
PD169316 Inhibe p38 10 'M
SB202190 Inhibe p38b, p38 10 'M
Citocalasina B Inhibe formacién de microfilamentos 20 IM
Herbimicina A Inhibe PTK 1 ng/ml
Ciclosporina A Inhibe calcineurina 0.5 ng/ml
KN62 Inhibe camodulina 1M
H1004 Inhibe camodulina, PKA, PKG 20 IM
H8 Inhibe PKA 20 'M!
IBM X Inhibe PDE de GMPc 0.1 mM
PTK Inhibe PDE de AMPc 0.1 mM
Colchicina Inhibe laformacion de microtibulos 20 IM
Toxina Pertusis Cataliza ADP _ribosilacionde 1 0.1 ng/!l
Toxina célera Inhibe actividad de GTPasade s 0.2ng/!l
8 Br-AMPc ActivaPKA 1 mM
Swainsonina Bloguea N-glicosilacién 5 1g/ml
Benzil- -galnac Bloguea O-glicosilacién 20 IM
Acido okadoico Inhibe protein fosfatasda Aly A2 021M
1-butanol Inhibe PDL 0.5%
2-butanol Inhibe PDL 0.5%
Pi Inhibe canales de K 100 pM
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TCR-Dependent Cell Response Is Modulated by the Timing of
CD43 Engagement'

Nora A. Fierro,*' Gustavo Pedraza-Alva,* and Yvonne Rosenstein®*

Binding of Ag by the Ag receptor in combination with other stimuli provided by costimulatory receptors triggers the expansion
and differentiation of T lymphocytes. However, it is unclear whether the time when costimulatory molecules interact with their
counterreceptors with regards to Ag recognition leads to different T cell responses. Provided that the coreceptor molecule CD43
is a very abundant molecule evenly distributed on the membrane of T cell surface protruding 45 nm from the cell, we hypothesized
that CD43 is one of the first molecules that interacts with the APC and thus modulates TCR activation. We show that engaging
CD43 before or simultaneously with the TCR inhibited Lck-Src homology 2 domain containing phosphatase-1 interaction, pre-
venting the onset of a negative feedback loop on TCR signals, favoring high levels of IL-2, cell proliferation, and secretion of
proinflammatory cytokines and chemokines. In contrast, the intracellular signals resulting of engaging the TCR before CD43 were
insufficient to induce IL-2 production and cell proliferation. Interestingly, when stimulated through the TCR and CD28, cells
proliferated vigorously, independent of the order with which molecules were engaged. These results indicate that CD43 induces
a signaling cascade that prolongs the duration of TCR signaling and support the temporal summation model for T cell activation.
In addition to the strength and duration of intracellular signals, our data underscore temporality with which certain molecules are
engaged as yet another mechanism to fine tune T cell signal quality, and ultimately immune function. The Journal of Immunology,

2006, 176: 7346-7353.

specific immune response is initiated when T lympho-

cytes recognize Ag peptides through the interaction of

the T cell Ag receptor complex (TCR), with processed
peptides displayed by MHC molecules on APCs (1). Yet, TCR-
mediated signals are not sufficient to induce T lymphocyte activa-
tion. While T cells stimulated through the TCR in the absence of
costimulatory signals reach a state of functional unresponsiveness
referred to as anergy (2), additional signals provided by the inter-
action of costimulatory receptors with their ligands on APCs pro-
mote cellular proliferation and gene expression (3—6). Most stud-
ies have shown efficient T cell activation by engaging
simultaneously the TCR and costimulatory molecules; however, it
is unclear whether the time when T cell costimulatory molecules
interact with their counterreceptors with regards to Ag recognition
leads to different biological responses.

It has been suggested that the outcome of a response likely de-
pends on which contacts are first established between T cells and
APCs as well as on the relative density and structure of the mol-
ecules that participate (7, 8). Based on the fact that the coreceptor
molecule CD43 is a very abundant molecule evenly distributed on
the membrane of naive T cells and that its elongated structure
protrudes 45 nm from the cell surface (9), one could speculate that
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CD43 is one of the first molecules that interacts with the APC and
thus modulates TCR activation. In T lymphocytes, CD43 transduces
multiple activating signals that, ultimately, induce gene expression
and cell cycle progression (10—14). In addition, this coreceptor mol-
ecule has been found to provide intracellular signals that synergize
with those of the TCR (15, 16). Although several independent studies
have shown that TCR signaling leads to redistribution of CD43
outside of the mature immunological synapsis, and that relocalization
of CD43 is required for optimal T cell activation (17, 18), none of
these studies have addressed the role temporality of coreceptor en-
gagement plays in T cell activation. Data reported herein support the
hypothesis that timing of CD43 engagement differentially modulates
TCR signaling. CD43 engagement before or simultaneous with TCR
ligation resulted in sustained ERK phosphorylation, loss of Lck-Src
homology 2 domain containing phosphatase 1 (SHP-1)* association,
and hence enhanced Zap70 and {-chain phosphorylation. These sig-
nals correlated with high levels of IL-2, cell proliferation, and secre-
tion of several proinflammatory cytokines and chemokines. In con-
trast, the intracellular signals resulting of engaging the TCR before
CD43 were insufficient to induce IL-2 production and cell prolifera-
tion. Interestingly, we found that when stimulated through the TCR
and CD28, cells proliferated vigorously, independent of the order with
which molecules were engaged. Thus, our results indicate that the
time where specific coreceptor molecules are engaged during T cell
activation modulates T cell response.

Materials and Methods

Reagents

L10, a murine IgG1 mAb that recognizes human CD43 (19), and OKT3
(American Type Culture Collection; anti-CD3, IgG2a) were purified from
ascites on protein A-Sepharose columns. The anti-CD28 and anti-CTLA-4
mAbs were from Ancell. Rabbit anti-mouse-IgG1 and -IgG2a were from
Fisher Biotech. The anti-{, anti-pERK, anti-ERK2, anti-JNK, anti-Lck, and

3 Abbreviations used in this paper: SHP-1, Src homology 2 domain containing phos-
phatase 1; TPA, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate.
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anti-SHP-I  were from Santa Cruz Biotechnology. The anti-
phosphotyrosine 4G10 was from Upstate Biotechnology. Avidin-FITC was
from Molecular Probes. Protein A-Sepharose was from Zymed Laborato-
ries, and Ficoll-Hypaque, 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA),
and ionomycin were from Sigma-Aldrich. The ERK inhibitor PD98059 and
the JNK inhibitor SP600125 were from Calbiochem.

Cell purification and cell culture

Peripheral blood T cells were isolated from healthy adult donors as de-
scribed previously (11). The resultant purified cells were predominantly
TCR™" (>90% OKT3") and CD43" (>95% L10"), as determined by
FACS staining. Alternatively, T lymphocytes were purified by negative
selection with magnetic beads (Miltenyi Biotec) (>98% OKT3™"). Before
experimentation, T cells were arrested for an additional 24 h in RPMI 1640
(HyClone) supplemented with 2% FCS.

T cell activation for biochemical assays

Purified T lymphocytes (2 X 107) were incubated in 0.5 ml of cold RPMI
1640 according to different protocols (all Abs were used at 4 ug/ml).

L10 or OKT3. Cells were stimulated only with L10 or OKT3. Abs were
added for 10 min at 4°C before addition of the isotype-specific secondary
Ab (anti-IgG1 for L10 or anti-IgG2a for OKT3), and cells were activated
at 37°C for the indicated periods.

L10-OKT3. Cells were stimulated first through CD43. L10 was added for
10 min at 4°C to the cell suspension, cross-linked with isotype-specific
secondary Ab, following which cells were stimulated at 37°C for the in-
dicated times. Cells were then washed, resuspended in RPMI 1640, and
further stimulated with OKT3 cross-linked with isotype-specific secondary
Ab for 5 min at 37°C.

OKT3-L10. When cells were first stimulated through the TCR, we fol-
lowed the same protocol as described above, except that OKT3 was added
as a first Ab and L10 provided the second stimulus.

L10 + OKT3. When cells were stimulated simultaneously through CD43
and the TCR, L10 and OKT3 were added at the same time, and cells were
incubated for 10 min at 4°C, following which isotype-specific secondary
Abs were added and cells were incubated at 37°C for the indicated periods
of time.

Cell proliferation assays

A total of 2 X 10* T lymphocytes were prestimulated for 2 h (Ab (1 ug/ml)
was added for 10 min before addition of the isotype-specific secondary Ab
(anti-IgG1 for L10 or anti-IgG2a for OKT3)), following which cells were
washed to remove excess of the first Ab, and costimulatory signals were
applied for 7 days before evaluating cell proliferation. To assess the ability
of lymphocytes to respond to secondary stimulation, cells were washed
with PBS, adjusted to 2 X 10* cells/well and arrested for 24 h in RPMI
1640 2% FCS before restimulation with OKT3 and anti-IgG2a for 5 days.
Alternatively, cells were stimulated with OKT3 and anti-CD28 mAbs, fol-
lowing the same experimental protocols.

To evaluate cell proliferation, 100 wl of a 0.5 mg/ml solution of MTT
were added to each well. After 3 h of incubation at 37°C, 100 ml of 20%
SDS in 0.001 N HCI were added, and plates were incubated at room tem-
perature for 18 h. Absorbance at 570 nm was determined with a microplate
reader (Biotek Instruments). Cell numbers in each experimental well were
determined based on a standard curve established with known cell
numbers.

Cytokine production

For each of the stimulation protocols described above, cytokines present in
the tissue-culture medium 48 h following the onset of the assay were de-
tected by using a dot blot-based assay, according to the instructions of the
manufacturer (Ray-Biotech). All membranes were treated simultaneously;
densitometry analysis was performed with an Alpha-Innotech FluorChem
Imaging system. For each membrane, individual background levels were
subtracted, and differences were calculated based on levels found in cells
treated with secondary Abs only.

Cell lysates, immunoprecipitation, and immunoblotting

Cells were lysed in 25 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1.5 mM
MgCl,, 0.2 mM EDTA, 0.5% (v/v) Triton X-100, 0.5 mM DTT, 20 mM
B-glycerophosphate, 1 mM Na;VO,, 5 mM NaF, 1 mM PMSF, 1 pg/ml
leupeptin, 1 wg/ml aprotinin, and 50 ug/ml antipain for 30 min at 4°C.
Protein A-precleared lysates from activated or nonactivated T cells (2 X
107 cellular equivalents) were immunoprecipitated as described previously
(20). Briefly, lysates were incubated with the indicated Ab for 1 h at 4°C,
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and immune complexes were harvested with protein A-Sepharose for 60
min on ice and then washed once with cold TNE-T (150 mM NaCl, 50 mM
Tris (pH 7.5), 5 mM EDTA, 0.5% (v/v) Triton X-100), twice with TNE
(150 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 7.5), 5 mM EDTA), and once with H,O.
Cell lysates and immunoprecipitated proteins were resolved by SDS-PAGE
and immunoblotted onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad); membranes
were blocked with 5% nonfat milk in Tris-buffered saline (10 mM Tris (pH
7.5), 150 mM NaCl), followed by incubation with the indicated Ab diluted
in 0.05% Tween 20 (Bio-Rad). After three washes, membranes were ex-
posed to the appropriate secondary Ab coupled to HRP (Biomeda); pro-
teins were visualized by ECL (Amersham Biosciences), following the man-
ufacturer’s instructions.

FACS staining

Cells (1 X 10°) resuspended in 100 wl of PBS containing 2% FCS and 1%
sodium azide (FACS buffer) were incubated with biotin-labeled anti-
CTLA-4 for 30 min at 4°C. Cells were then washed by centrifugation at
300 X g with FACS buffer, incubated with avidin coupled to FITC for 30
min at 4°C and washed as above, before resuspension in FACS buffer and
fixation in 1% paraformaldehyde. Cells were analyzed with a FACSort
with CellQuest software (BD Biosciences).

Results
The sequence of stimulation modifies the product: proliferation
or anergy

CD43 has been shown to provide costimulatory signals for the
TCR, increasing T cell proliferation and IL-2 production (Refs. 15
and 16, and Y. Rosenstein, unpublished data). However, little is
known about the importance of the sequence with which these
stimuli occur. Given its elongated structure that protrudes 45 nm
away from the cell surface, we hypothesized that CD43 is one of
the first molecules that interacts with an APC and thus modulates
TCR activation. To test whether sensing one stimulus before the
other resulted in different cellular responses, we evaluated the effect
of ligating CD43 before (L10 — OKT3), simultaneously (L10 +
OKT3) or after (OKT3 — L10) TCR engagement on cell prolifera-
tion. Interestingly, we found that preactivation with anti-CD43 for 2 h
or simultaneous engagement of CD43 and the TCR enhanced prolif-
eration (15-fold increase), but that in contrast, TCR engagement 2 h
before CD43 costimulation resulted in deficient cellular proliferation.
Independent engagement of CD43 or of the TCR on the surface of T
lymphocytes did not result in a significant cellular proliferation, as
compared with cells stimulated only with the secondary mAbs (Fig.
1A, upper panel).

Because TCR signals induce anergy when provided alone (6), we
investigated whether the lack of proliferation we observed in cells
stimulated through the TCR before CD43 ligation was a sign of
anergy. We evaluated the ability of T lymphocytes activated as above
to proliferate in response to a secondary stimulation with OKT3 for 5
days. When provided after TCR engagement, CD43dependent signals
were not sufficient to prevent the anergy-inducing signals of the TCR
(Fig. 1A, lower panel). In contrast, cells triggered through CD43
before the TCR (L10 — OKT3) or through both molecules simulta-
neously (L10 + OKT3) proliferated vigorously in response to TCR
restimulation (Fig. 1A, lower panel), suggesting that CD43 signals
provided before or at the same time as TCR-mediated signals induce
an effective cellular response. However, restimulation of the CD43-
activated cells with OKT3 did not result in T cell proliferation,
indicating that under these experimental conditions, the CD43-
mediated signals are not sufficient to promote cell division (Fig. 1A,
lower panel). As expected, cells stimulated through the TCR (OKT3)
did not proliferate either in response to secondary stimulation (Fig.
1A, lower panel).

To assess whether cells stimulated through the TCR or CD43
alone, or through the TCR as a first stimulus would proliferate in
response to a stronger secondary stimulus, cells were restimulated
through TCR and CD28 engagement in parallel experiments. As
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FIGURE 1. CD43 ligation before or at the same time of TCR ligation
leads to an efficient T cell proliferation and prevents the establishment of
TCR-induced anergy. A, Human peripheral blood T lymphocytes were
plated in 96-well plates at 2 X 10* cells/well, stimulated with the first
stimulus (anti-CD43 mAb, L10, or anti-CD3 mAb, OKT3) for 2 h, fol-
lowing which the second stimulus (OKT3 or L10) was provided; alterna-
tively, cells were stimulated at the same time with both mAbs, or TPA (50
ng/ml)/IONO (1 pg/ml). Cell proliferation was evaluated by MTT conver-
sion after 7 days (upper panel). Anergy induction was assessed by restim-
ulating the cells with OKT3 for 5 days, as described under Materials and
Methods (lower panel). B, To evaluate IL-2 secretion, T lymphocytes were
stimulated as described in A. After 48 h, the supernatant was recovered, and
IL-2 secretion was evaluated. C, CTLA-4 expression was assessed on T
lymphocytes stimulated as in B. Data shown represent the mean of tripli-
cate wells and are representative of at least five independent experiments.

previously, only when CD43 and the TCR were cross-linked simul-
taneously or when CD43 provided the first activation signals cells
proliferated, whereas cells that had been stimulated with CD43, the
TCR, or the TCR before CD43 did not proliferate (data not shown).
In addition, and further supporting the fact that CD43-mediated
signals prevent anergy when provided previously or simultaneously to
TCR engagement, high levels of IL-2 were detected only when CD43
was ligated before or simultaneously with the TCR. On the contrary,
providing TCR signals as the first signal or independent stimulation
with CD43 or the TCR resulted in low levels of IL-2 (Fig. 1B). The
lack of proliferation of cells was not due to cell death and addition of
IL-2 at the onset of the second stimulation with OKT3 rescued cells
stimulated with the TCR as the first stimulus from anergy as well as
those activated only through CD43 or the TCR (data not shown).
Expression of the CTLA-4 molecule on the cell surface as a result
of TCR engagement has been related to anergy (21, 22). Consistent

THE ORDER OF THE FACTORS ALTERS THE RESULT

with the lack of proliferation in response to a secondary stimulation
with OKT3, cells stimulated through the TCR alone (Fig. 1C, upper
panel) or through the TCR for 2 h before CD43 costimulation (Fig.
1C, lower panel) expressed CTLA-4. In contrast, ligating only CD43
did not result in CTLA-4 expression (Fig. 1C, upper panel). Concor-
dant with this, engaging CD43 before or at the same time as the TCR
prevented the TCR-induced expression of CTLA-4 (Fig. 1C, lower
panel). Altogether, these results suggest that the sequence with which
a cell senses receptor-mediated signals may result in different
responses.

The TCR-dependent anergic signals can be prevented by CD43
within a narrow time frame

Multiple reports have analyzed the differential responses generated by
stimulating T lymphocytes through the TCR and costimulatory mol-
ecules, of which CD28 is the most studied (23). Our data indicated
that, if provided before or concurrent with TCR engagement, CD43
costimulatory signals led to T cell activation and proliferation, sug-
gesting that the sequence with which signals are perceived influences
cell fate. To investigate whether this is a general mechanism for
costimulatory molecules or whether it was specific for CD43, we
evaluated the costimulatory function of the CD28 molecule under the
same experimental conditions used for CD43. CD28 greatly increased
TCR-induced cell proliferation, regardless of the order of the stimuli
(Fig. 2A). These results suggest that, in contrast to CD43 (Fig. 1A),
CD28-dependent signals prevent the TCR-mediated anergizing sig-
nals, and that the sequence with which CD28 and the TCR are
engaged is not important to drive cell proliferation.

Because we had found that prestimulating the cells through the
TCR for 2 h before CD43 costimulation resulted in anergy, we
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FIGURE 2. T cell activation driven through CD43 costimulatory signals is
a time-limited event. A, Human T lymphocytes were stimulated through CD28
and the TCR following the same experimental protocol as used in Fig. 1. B, T
cells were stimulated as described under Fig. 1, or with OKT3 for 1 h, 30 min,
or 10 min before costimulation with L10. After 7 days, cell proliferation was
assessed by MTT conversion. Data shown represent the mean of triplicate
wells and are representative of three independent experiments.
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investigated whether there was a time frame wherein the TCR
signals leading to anergy could be prevented by a subsequent
CD43 engagement. Assays were conducted where the TCR was
ligated for shorter periods of time before cross-linking CD43.
When cells were stimulated with OKT3 for 1 h, subsequent CD43
ligation did not provide proliferative signals. However, decreasing
the time of OKT3 stimulation to 30 or 10 min before engaging
CDA43 resulted in a marked increase of cell proliferation (Fig. 2B),
suggesting that there is a critical time window of ~30 min fol-
lowing TCR triggering, where CD43-mediated signals can prevent
the TCR-mediated signals leading to anergy.

These results indicate that CD43 and CD28 generate costimu-
latory signals leading to T cell proliferation through different
mechanisms. CD28-mediated signals were able to induce cell pro-
liferation even if provided after 2 h of TCR engagement, whereas
CD43-specific signals could only prevent cells from becoming an-
ergic if given within the first 10 min of TCR engagement.

ERK is a key component of CD43-mediated costimulatory
signals

Differences in the duration of intracellular signaling have been
implicated in different biological responses (24); specifically, the
kinetics and phosphorylation levels of ERK have been associated
to the regulatory activation of transcriptional factors (25), modu-
lating cellular functions ranging from survival signals to apoptosis.
The TCR (26) and CD43 (12, 27) initiate the MAPK pathway
when ligated on the surface of T cells. To evaluate whether ERK
activation participates in the CD43-mediated signaling cascade
that regulates TCR-induced signals, T lymphocytes were stimulated
through CD43 and the TCR following the same experimental
schemes described above. As soon as 2 min after CD43 pretreatment
(L10 — OKT?3) or simultaneous costimulation through both mole-
cules (L10 + OKT3), an enhanced ERK phosphorylation that lasted
for at least 2 h was observed (Fig. 3A). In contrast, triggering the cells
through the TCR and subsequent CD43 engagement (OKT3-L10) did
not result in sustained ERK phosphorylation (Fig. 3A). Stimulation
through either CD43 or the TCR alone induced a transient ERK
phosphorylation, peaking at 2 h for CD43 and at 30 min for the TCR
(Fig. 3A). Under our experimental conditions, CD43, the TCR or TCR
pretreatment (OKT3-L10) induced preferentially ERK2 (p42) phos-
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phorylation. Similar to TPA, CD43 pretreatment (L10 — OKT3) or
simultaneous stimulation through both molecules (L10 + OKT3)
resulted in increased ERK1 (p44) and ERK?2 (p42) phosphorylation.

Because the differential activation of ERK and JNK has been
found to regulate the generation of diverse cellular responses (28),
the kinetics and intensity of JNK phosphorylation were also as-
sessed in the same experiment. Contrary to ERK phosphorylation,
JNK phosphorylation was enhanced by costimulation, regardless
of the order of the stimuli. Stimulation through CD43 or the TCR
alone resulted in JNK phosphorylation (Fig. 3B). As expected,
TPA stimulation induced ERK and JNK phosphorylation revealing
an efficient cell-signaling machinery (Fig. 3C). In conjunction,
these results suggest that ERK plays a pivotal role integrating and
regulating the activation signals driven through CD43 and
the TCR.

CDA43 ligation before or simultaneous to TCR engagement
induces a sustained {-chain phosphorylation

Tyrosine phosphorylation of the {-chain has been considered as an
early event of intracellular activation leading to ERK activity in
response to TCR (29) as well as of CD43 cross-linking (13). To
evaluate whether ERK activation resulting of ligating CD43 before or
simultaneously with TCR engagement correlated with {-chain phos-
phorylation, we followed the kinetics of the {-chain tyrosine phos-
phorylation. When cross-linking both molecules simultaneously
(L10 + OKT3), the pattern of {-chain phosphorylation reflected
a combination of what was observed for the OKT3 and L10
stimuli alone, resulting in a more intense (~10-fold as com-
pared with cells stimulated only through the TCR) and a
sustained phosphorylation, lasting for up to 30 min (Fig. 4).
Engaging CD43 before the TCR (L10 — OKT?3) resulted in an
early, intense and prolonged ¢-chain phosphorylation, but pre-
stimulating through the TCR before CD43 ligation (OKT3-
L10), led to transient {-chain phosphorylation. Addition of the
isotype specific cross-linking reagents, did not result in ¢
phosphorylation (Fig. 4). Thus, differences in the intensity and
duration of early signals such as {-chain phosphorylation and
ERK activation reflect variations in the order with which
membrane receptors are engaged.
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FIGURE 4. Engagement of CD43 before or simultaneously with TCR
ligation results in sustained phosphorylation of the {-chain. A total of 1 X
107 human T lymphocytes were stimulated as described under Fig. 3A for
the indicated times. Total cell lysates were resolved by SDS-PAGE, trans-
ferred to nitrocellulose, and subjected to immunoblotting with the anti-
phosphotyrosine (pY) 4G10 mAb. Membranes were reprobed with anti-¢
mAb. Data shown are representative of at least three independent
experiments.

CDA43 signals modulate the TCR-induced SHP-1-Lck association

Our results showed that level of { and ERK activation depends on
the nature of the first stimulus detected by the T cells. By phos-
phorylating Lck on Ser®®, ERK has been shown to prevent the
interaction of Lck with the phosphatase SHP-1. This in turn results
in prolonged phosphorylation of Lck Tyr*** and increased enzy-
matic activity of Lck (30-32), ultimately enhancing TCR signal-
ing. We considered the possibility that by preventing the associa-
tion of SHP-1 to Lck, CD43 costimulatory signals lead to sustained
ERK and {-chain phosphorylation. Previous reports (30) assessed
SHP-1/Lck association to immunoprecipitated TCR complexes
and showed that the presence of SHP-1 in these complexes peaked
at 40 min. Under our experimental conditions, the presence of
SHP-1 in Lck immune complexes was best detected at 2 h (data
not shown). Stimulating the cells through either CD43 or the TCR
alone or through the TCR followed by a late CD43 ligation led to
SHP-1-Lck association (Fig. 5A, upper panel). When CD43 sig-
nals preceded TCR engagement, the interaction between SHP-1
and Lck decreased, or was lost when CD43 and the TCR were
engaged simultaneously (Fig. 5A, upper panel). These data suggest
that CD43 signals provided prior or at the same time to those of the
TCR prevented the association of SHP-1 to Lck, favoring the positive
feedback loop that enhances TCR signaling.

To evaluate whether the inhibition of the SHP-1-Lck interaction
we observed required ERK activity, T lymphocytes were preincu-
bated for 15 min at 37°C with or without PD98059, a specific
MEK kinase inhibitor (33), and activated according to the different
protocols. When CD43 was the first stimulus or was engaged at the
same time as the TCR, ERK inhibition restored SHP-1-Lck asso-
ciation (Fig. 5A, upper panel). In contrast, ERK inhibition did not
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FIGURE 5. ERK and SHP-1 participate in prolonged phosphorylation of
Zap70 and {-chain. A, A total of 2 X 107 human peripheral T lymphocytes
were incubated for 15 min at 37°C in the presence or absence of 30 uM
PD98059 and stimulated for 2 h at 37°C with the indicated mAbs. After
preclearing with Sepharose-protein A, cell lysates were immunoprecipitated
(IP) with anti-Lck mAb. Immune complexes were resolved by SDS-PAGE,
transferred to nitrocellulose, and blotted with anti-SHP-1, anti-Lck, anti-
pTyrosine (p-Tyr) or anti-Zap70 Abs. B, A total of 1 X 107 cells were
stimulated as described for A and membranes were reprobed with anti-
pTyrosine (p-Tyr) or anti-{ mAbs. Data shown are representative of at least
three independent experiments.

modify the SHP-1-Lck association that resulted from activating the
cells through the TCR before CD43 ligation (Fig. 5A, upper panel).
To assess whether preventing SHP-1-Lck association by ligating
CD43 before or simultaneous to TCR engagement resulted in en-
hanced Lck activity, we evaluated the tyrosine phosphorylation of
Zap70, a substrate for Lck (34), as both CD43 and the TCR induce
Zap70 phosphorylation (1, 13). Consistent with data shown above,
ligating CD43 before or simultaneous with the TCR engagement
resulted in enhanced Zap70 phosphorylation, compared with cells
activated through the TCR as the first stimulus, or only through CD43
or the TCR (Fig. 5A, lower panel). Furthermore, blocking ERK kinase
activity reduced Zap70 phosphorylation to levels comparable to those
of control cells (Fig. 5A, lower panel). Interestingly, {-chain phos-
phorylation levels remained elevated for up to 2 h in cells that were
first activated through CD43 (L10 — OKT?3) or through simultaneous
stimulation (L10 + OKT3) as compared with cells activated through
CD43 or the TCR (Fig. 5B). These data indicate that CD43-mediated
signals previous or simultaneous to TCR engagement knockdown the
SHP-1-Lck association, resulting in sustained {-chain and Zap70
tyrosine phosphorylation via an ERK-mediated mechanism.

The costimulatory effect of CD43 on the TCR-mediated signals
is ERK dependent

Our results indicate that within a specific time frame (between 0
and 30 min) TCR anergic signals could be rescued by a second
CD43-mediated stimulus, and that this response was under the control
of the intensity and duration of ERK signals. We reasoned that
addition of PD98059 simultaneously with costimulation would pre-
vent the activation of a new pool of ERK molecules, allowing us to
discriminate whether the costimulatory signals that hindered the cells
from a TCR-induced anergic state were subjugated to a CD43-
dependent ERK activation. To ascertain that PD98059 was acting
only on the pool of ERK molecules recruited in response to the second
stimulus, we evaluated the levels of ERK phosphorylation in total cell
lysates from T lymphocytes activated with L10 or OKT3 with or
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without the inhibitor or prestimulated with OKT3 for 10 min and then
costimulated with L10 in the presence of PD98059. As expected,
ERK activation induced in response to CD43 or TCR cross-linking
was reduced in the presence of PD98059 (Fig. 6A). When PD98059
was added at the same time as the L10 mAb, the enhanced pERK
levels that resulted of CD43 engagement 10 min after TCR ligation
decreased to levels comparable to those observed by engaging only
the TCR (Fig. 6A). Consistent with these data, the proliferative
response resulting from engaging CD43 10 min after the TCR was
prevented by PD98059 (Fig. 6B). Consistent with the fact that JNK
activation levels were comparable in response to the different stimuli,
inhibiting JNK with SP600125 did not have a significant effect on cell
proliferation in any case (Fig. 6C). SP600125 inhibitory effect, was
confirmed by the absence of pJun (data not shown). Together, these
data suggest that ERK phosphorylation is essential to mediate the
costimulatory effect of CD43 on TCR-signals, fine-tuning responses
such as proliferation or anergy.

The temporality of CD43- and TCR-mediated signals modulates
the titer of cytokines produced.

To further explore how the temporality with which CD43- and
TCR-mediated signals are sensed affected cell response, we analyzed
the cytokine profile resulting from the different activation schemes.
When CD43 was ligated before or at the same time as the TCR, cells
produced equivalents amounts of IL1-a and -3, MCP-2, TGF-, and
TNF-a and -3, as well as of IL-2, -3, and -8. Interestingly, activating
the cells first through the CD43 molecule resulted in higher lev-
els (at least 2-fold) of IL-13, IFN-y, RANTES, and MCP-1, while
larger quantities (at least 2-fold) of IL-4 and MIP-1 were detected
when CD43 and the TCR were engaged simultaneously. When TCR
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FIGURE 6. The CD43-dependent ERK activity reverts TCR-induced
anergy. Human T lymphocytes were stimulated as described under Fig. 14,
with or without PD98059 after the first stimulus. A, To verify that PD98059
was acting only on the pool of ERK molecules recruited through the second
stimulus, T cells were stimulated for 10 min with the first stimulus, washed,
and further stimulated for 5 min with the second stimulus in presence or
absence of the ERK inhibitor. Total cell lysates were resolved by SDS-
PAGE, transferred to nitrocellulose, and subjected to immunoblotting with
anti-pERK and anti-ERK2 mAbs. B, After 7 days in vitro at 37°C, 5% CO,,
cell proliferation was assessed by MTT conversion. C, Human T lympho-
cytes were stimulated as described under B with or without SP600/25. Data
shown are representative of at least three independent experiments.
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engagement preceded CD43 ligation, cells produced primarily IL-8
(Fig. 7).

Altogether, these data suggest that stimulating the cells through
CD43 as a first or second stimulus results in subtle differences in
the duration and intensity of key intracellular signals, which in turn
are translated into different responses in terms of cell proliferation
and cytokine production.

Discussion

During T cell activation, the plasma membranes of the T cell and
APC are apposed next to one another, allowing for the reciprocal
engagement of cell surface receptors, including the TCR and co-
stimulatory molecules, with their counterreceptors. However, little
is known about the first contacts between a T cell and an APC and
the molecules that direct them. It is possible that the cells are
brought together first through adhesive molecules and that the
shape and structure of these molecules are important to drive the
initial interactions. Abundant and elongated molecules, such as
CD43, could be suitable candidates to initiate the cross-talk be-
tween T lymphocytes and APCs.

To evaluate whether the temporality with which coreceptor mole-
cules become involved modifies their costimulatory function, we
assessed the impact of the sequence with which CD43 and the TCR
were engaged on cell response. We found that engaging the CD43
molecule before or simultaneously with the TCR resulted in vigorous
IL-2 production, robust proliferation, and lack of CTLA-4 expression.
In contrast, cells stimulated through the TCR before CD43 ligation
resulted in anergy: these cells expressed CTLA-4, failed to produce
IL-2 and to proliferate. The fact that CD43 levels did not significantly
change 2 h after TCR engagement (data not shown) indicates that
anergy was not the result of the lack of CD43 signals. Interestingly, if
applied within the first 30 min following TCR engagement, the
CD43-dependent signals prevented the anergizing signals resulting of
engaging the TCR before CD43 activation and suggest that the
CD43-mediated signals are important in the decision-making process
of a cell. Consistent with this, the different combinations of costimu-
latory signals generated in response to CD43 and TCR engagement
produced different sets of cytokines. Cross-linking CD43 before or at
the same time as the TCR induced comparable levels of an overlap-
ping set of cytokines involved in cell proliferation, anergy prevention,
maturation, and differentiation (IL-1, IL-2, IL-3, IFN-vy, and TNF),
as well as chemokines up-regulated during inflammation (MCP-1,
MIP-1, and RANTES). Interestingly, when preceding the TCR sig-
nals, CD43 ligation up-regulated even more (at least 2-fold) the
secretion of IL-13 and IFN-vy, whereas when cells were stimulated
simultaneously through CD43 and the TCR, IL-4 secretion was
increased. As previously described for anergic cells (35), when the
first activating signals were provided by the TCR, we found that cells
secreted primarily IL-8. Overall, our data support reports showing that
CDA43 functions as a coreceptor molecule for the TCR (15, 36, 37) and
that CD43-mediated signals up-regulate the expression of several
proinflammatory genes (27, 38).

The ERK family members have emerged as pivotal regulators in
the translation of signals mediated by receptor engagement. The
duration and intensity of ERK1/2 activation differentially regulates
diverse cellular functions (28, 39). During successive TCR trig-
gering, accumulation of the activated form of ERK1/2 is deter-
mined by the level of TCR engagement, and it is more notorious
when costimulatory signals are provided (40). ERK1 and ERK2
have been implicated in proliferation and differentiation; however,
the differences between ERK1 and ERK?2 function remain unclear
(41). Our data show that the intensity of ERK1 and ERK2 phos-
phorylation was dependent on the order with which costimulatory
signals were applied. CD43 signals prior or simultaneous with
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FIGURE 7. Sequential T cell stimulation through
CD43 and the TCR induces the production of a com-
plex set of cytokines. Human peripheral T cells
(>98% CD3") were stimulated for 24 h with anti-
CD43 and -CD3 Abs following the same experimen-
tal conditions as described under Fig. 1B. A, Cyto-
kines were detected by using a dot-blot assay. B,
Cytokines detected for each stimulation protocol
were considered a set, represented as a circle. The
intersection of the three sets constitutes the subset of
cytokines that were present in comparable quanti-
ties; cytokines annotated in the nonoverlapping sec-
tions of each set were scored as higher when their
levels increased at least 2-fold as compared with
cells treated with secondary Abs only. Data shown
are representative of two independent experiments.

those of the TCR favored a faster and sustained phosphorylation of
both, ERK1 and ERK?2. Stimulating the cells through CD43 or the
TCR preferentially led to ERK2 (p42) activation. Interestingly, the
ERK1 (p44) phosphorylation resulting of the different stimulation
protocols seemed to be subjugated to a more subtle modulation.
These differences might reflect differences in signal strength, and
they could favor different signaling pathways both quantitatively
and qualitatively. Our proliferation and cytokine release data are
consistent with this possibility.

Sustained ERK activation prevents SHP-1 association to Lck
and dephosphorylation of diverse substrates, including Lck, the
{-chain and Zap70, thus blocking the activation of a negative reg-
ulatory loop, contributing to increased Zap70 and ¢-chain phos-
phorylation and activation of downstream signals (30). Our data
show that the sustained ERK activity resulting of engaging CD43
before or at the same time as the TCR led to SHP-1-Lck dissoci-
ation and enhanced {-chain and Zap70 phosphorylation. Moreover,
our results using PD98059 show that the pool of ERK molecules
recruited through the CD43-dependent costimulatory signals pre-
vented the anergy signals provided by the TCR as a first stimulus.
In contrast and consistent with what has been described for anergic
T cells (42, 43), engaging first the TCR resulted in a transient ERK
phosphorylation, a sustained SHP-1-Lck association and a dimin-
ished Zap70 and ¢-chain phosphorylation. These fluctuations in the
duration and intensity of activation were not detected for JNK,
where the kinetics and intensity of phosphorylation were compa-
rable, independent of the activation protocol. Moreover, inhibiting
JNK did not result in inhibition of cell proliferation. Thus, the
sequence with which cell surface molecules encounter their ligand
can generate differences in the early signaling events, which in turn
will favor differential cell responses.

CD28 is considered the hallmark of coreceptor molecules (44), and
interestingly, CD43 has been shown to compensate for CD28 func-
tions in the CD28'~ mouse (45). We investigated whether the
temporality with which the TCR and CD28 were engaged also
influenced the quality of T cell response. Surprisingly, under our
experimental conditions, we found that independent of the sequence,
ligation of the TCR and the CD28 coreceptor molecule resulted in cell

THE ORDER OF THE FACTORS ALTERS THE RESULT

proliferation. These data suggest that the costimulatory functions of
CD43 and CD28 are mediated through distinct mechanisms, allowing
for a fine regulation of cellular responses generated by means of
differences in timing.

Multiple and diverse ligands have been described for CD43.
ICAM-1 (46), MHC-I (47), galectin-1 (48), human serum albumin
(49), and the macrophage adhesion receptor sialoahesin (siglec-1)
(50). ICAM-1, MHC-I, and siglec-1 could play a role during T cell
activation through their interaction with CD43, because they are
expressed on the cell surface of different APCs. However, because
these molecules are also the ligands for other cell surface mole-
cules on the T cell, the significance of the interaction of CD43 with
ICAM-1, MHC-I or siglec-1 on the coreceptor functions of CD43
during T cell activation is not clear. Moreover, it is not known
whether the sequential interaction of CD43 with its ligands mod-
ulates its biological functions. Interestingly, CD43 has been shown
to be a costimulatory molecule that can modulate HIV expression
in T lymphocytes, potentiating HIV-1 promoter-driven activity and
virus production that result of engaging the TCR (51). In addition,
sera from HIV-infected individuals have shown to contain auto-
antibodies specific for CD43 (52). Whether these Abs are capable
of ligating CD43 on the surface of lymphoid cells, and are respon-
sible for the costimulatory function of CD43 remains to be
demonstrated.

Our results highlight the role of CD43 both as a coreceptor and as
a molecule that participates in proliferation, inflammation, and cell
migration/adhesion, modulating immune responses. Moreover, our
data support the temporal summation model (53) where by interacting
with its counterreceptor(s) on the APC at the same time or before Ag
recognition, CD43 induces a signaling cascade that prolongs the
duration of TCR signaling. In addition to the strength and duration of
intracellular signals, our data underscore temporality with which
certain molecules are engaged as yet another mechanism to fine tune
T cell response, and ultimately immune function.
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T cell activation requires signaling through
the TCR and co-receptor molecules. It has
been proposed that co-stimulation sets the
thresholds for T cell activation, by preventing
the negative effect of the Cbl family members
on TCR signaling. In this report, we show
that T cell pre-stimulation by CD43 ligation
before TCR engagement inhibits TCR-
dependent Cbl tyrosine phosphorylation and
Cbl interaction with the adapter molecule
Crk-L, in a PKCA-dependent manner.
Furthermore, CD43 ligation before TCR
engagement also resulted in Cbl-b
ubiquitination and delayed ZAP-70 and
chain degradation and therefore, enhanced
MAPK activation and T cell response. These
data demonstrate that CD43-mediated signals
lower the threshold for T cell activation by
blocking Cbl and Cbl-b inhibitory effect on
TCR signaling.

T cell activation requires, in addition to
the signal induced by the specific interaction of
the antigen receptor (TCR)' with peptides
presented by MHC molecules on the antigen-
presenting cell (APC), an amplification signal
resulting from the interaction of other T cell

surface molecules, known as co-receptors, with
their ligands on APCs (for review see (1)). Co-
stimulatory receptors regulate the threshold for
TCR activation and thus determine immunity or
tolerance to self-molecules (2,3). However, the
molecular mechanisms that integrate co-
stimulatory signals with antigen receptor signals
in T lymphocytes are poorly understood.

The T cell-surface glycoprotein CD43 is
a highly abundant transmembrane glycoprotein
(1.5X10°> molecules/cell). Human CD43 is an
integral membrane protein with a 235 amino
acids (aa) extracellular domain that has an
elongated structure that protrudes 45 nm from
the T cell surface, a transmembrane domain of
23 aa and a highly conserved intracytoplasmic
domain of 123 aa (4,5). CD43 functions as a co-
receptor molecule, co-ligation of CD43 with the
TCR enhances T cell proliferation above levels
observed when cross-linking the TCR alone, in

normal as well as in CD28” mice (6).
Furthermore, it was shown that CD43 might also
modulate TCR signaling and immune response
(7). CDA43 ligation with monoclonal antibodies
(mAbs) induces the generation of diacylglycerol

and inositol phosphates, Ca2+ mobilization and



PKC activation (8,9), CD43-Fyn kinase
interaction and Fyn tyrosine phosphorylation
(10). CD43 engagement results in tyrosine-
phosphorylation of the A chain (11) as well as of
the adapter protein Shc and of the GEF Vav,
leading to the formation of macromolecular
complexes that comprise Shc-Grb2-Vav and
Vav-SLP-76, followed by the activation of the
MAP kinase (MAPK) pathway (12). Activation
of this pathway results in IL-2, CD69 and
CD40-L gene expression through activation of
the transcription factors AP-1, NFAT and NFAB
(13). The highly conserved cytoplasmic domain
of CD43, mediates these effects, since deletion
of this doman abolished the co-receptor
functions of CD43 when expressed in an
antigen-specific murine T cell hybridoma (14).

Chl, the oncogene product of the Casitas
B-lineage lymphoma has been implicated in
severa signa transduction pathways. In Jurkat
cells, over-expression of Chl was shown to
inhibit the Ras-dependent activation of the MAP
kinase pathway and AP-1 transcriptional activity
(15). Recent data obtained from the c-Cbl™
mouse, clearly showed that the absence of Chl
leads to enhanced T cell signaling upon CD3
ligation, involving ZAP-70 and MAPK kinase
activity (16). In addition, data obtained from
Chl-b-deficient mice suggest that the Chbl family
members play an important role in setting the
threshold for signaling in B and T cells, thus
negatively regulating the development of
autoimmunity (17,18).

Serine phosphorylation of Cbl has been
shown to prevent its phosphorylation on tyrosine
residues and its interaction with SH2-containing
signaling proteins like PI3K and Crk-L (19,20),
suggesting a cross-talk between serine/threonine
and tyrosine phosphorylation signaling targeted
to Chl. Unlike TCR signaling (21), CD43-
specific signals do not lead to Cbl tyrosine
phosphorylation.  In contrast, CD43 signas
prevent the TCR-mediated Chbl tyrosine
phosphorylation by inducing its phosphorylation
on serine residues. CD43-mediated Chl serine
phosphorylation is PKC-dependent (22). Thus,
differential phosphorylation patterns of Chl may
regulate its functions, probably by modifying its
capacity to interact with different signaling
molecules, hence modulating cellular signaling.
Therefore, we hypothesized that the interaction
of CD43 with it(s) counter-receptor(s) on the

APC generates a signaling cascade that prevents
Chl negative effect on TCR signaling, lowering
the threshold for TCR activation. In the present
report we show experimental evidence that
supports this hypothesis. CD43 ligation on
human peripheral T lymphocytes before TCR
engagement  prevented TCR-induced Chl
tyrosine phosphorylation, its association with the
adapter molecule Crk-L and delayed TCR-
induced ZAP-70 and A chain degradation.
Furthermore, CD43 pre-activation before TCR
engagement  promoted ubiquitination  and
degradation of Cbl-b. This resulted in stronger
ERK1/2 activation, |AB degradation, NFAB and
NFAT nuclear translocation and AP-1
activation. CD43 activated T cells showed
higher IL-2 mRNA levels, as well as CD69 and
CD25 expression. Consistent with this, CD43
ligation enhanced T cell proliferation and
activation when low numbers of TCR molecules
where engaged. Thus, CD43 signaling regulates
the threshold for T cell activation.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents. L10, an IgG1 mAb that recognizes
CD43 (23), was either purified from ascites on
protein A-sepharose columns.  Anti-murine
CD43 mAbs S7 and S11 have been described
elsawhere (24). Rabbit anti-mouse 1gG
antiserum (RaM1G) was generated by repeated
immunizations with purified mouse 1gG and
anti-mouse 1gG immunoglobulins were affinity
purified. The anti-c-Cbl, Cbl-b, p-ERK, ERK,
Ubiquitin, IAB, c-Rel, NFAT and p65 antibodies
were from Santa Cruz Biotechnology. The anti-
phosphotyrosine antibody has been described
elsewhere (25). The anti-p-c-Jun antibodies
were from Cell signaling. The anti-CD69-FITC,
CD25-PE and CD4-PERCP antibodies were
from Caltag. The anti-IL-2-FITC antibody was
from Pharmingen. Protein A-sepharose was
from Zymed and Ficoll-Hypague was from
Sigma.

Cell Culture. Jurkat cells were cultured in
RPMI-1640 (Hyclone, Logan, uT)
supplemented with 5% fetal caf serum (FCS)
(Hyclone) and 5% bovine iron supplemented
caf serum (Hyclone), 2 mM L-glutamine
(Sigma), 50 U/ml penicillin, 50 pg/ml



streptomycin, and 50 uM A-mercaptoethanol.
The IL-2 producer murine T cell hybridoma
(By155.16) expressing the human CDA43 or the
CD4 molecules has been described previously
(14,26). We used clones expressing equivalent
amounts of the wild type CD43 molecule or of a
mutant form that lacked al but one of the 123
amino acids of the intracytoplasmic portion of
the molecule (A CD43, (14)). Periphera blood
T cells were isolated from healthy adult donors
by Ficoll-Hypague gradient centrifugation as
described previously (10). The resultant purified
cells were predominantly OKT3" (>80%) and
L10" (>95%), as determined by FACS analysis.

T cell activation. Purified T cells (2 X 10") or
Jurkat cells (2 X 10") were incubated in 0.5 ml
of cold RPMI for 15 min at 4°C in the absence
or in the presence of L10 mAb (4 ug/ml of
purified 1gG or otherwise indicated). Pre-
activation was achieved by incubating the cells
with RaMIG (4 ug/ml) for the indicated period
of time at 37°C, following which cells were
washed with cold RPMI and resuspended in 0.5
ml of cold RPMI. After that, T cells were
further stimulated with or without 4 ug/ml of
OKT3 anti-CD3 mAb and cross-linked with 4
ug/ml of RaMIG at 37°C for 5 min. Non-
activated T cells went through al incubation and
centrifugation steps. When used, the PKC
(RO31822; 10 uM), PLCA (U73122; 2 uM) and
MEK (PD98059; 50 uM) inhibitors were added
to the cells 30 min before activation. Cells were
lysed in 100 ul of lysis buffer (25 mM HEPES
pH 7.7, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM

EDTA, 0.5% Triton X-100, 0.5 mM DTT, 20
mM (3-glycerophosphate, 1 mM NagVO4, 5 mM
NaF, 4 mM PMSF, 1 ug/ml leupeptin, 1 ug/ml
aprotinin) for 30 min at 4°C. Total cell extracts
were kept at —20°C. Nuclear extracts were
prepared from activated and control cells as
previously described (13).

Immunoprecipitation  and  Immunoblotting.
Lysates were spun at 14,000 g for 15 min at 4°C;
supernatant volume was adjusted to 300 ul with
fresh lysis buffer and protein A-Sepharose beads
were added and incubated for 2 hours at 4°C.
Protein A pre-cleared lysates from activated or
non-activated T cels (2 X 10" celular
equivalents) were immunoprecipitated with the

indicated antibody (1 wg/ml) for 2 hr at 4°C.
Immune complexes were harvested with protein
A-sepharose for 1 hr on ice and washed once
with cold TNE-T [150 mM NaCl, 50 mM Tris
pH 7.5, 5mM EDTA, 1% Triton X-100 (v/Vv)],
twice with TNE (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH
75, 5mM EDTA) and once with H20, then
subjected to SDS-PAGE and immunaoblot as
described below. Immunoprecipitated proteins,
total cell extracts or nuclear extracts were
transferred to  nitrocellulose  (Bio-Rad).
Membranes were blocked with 5% non-fat milk
in Tris-buffer saline (TBS: 10 mM Tris pH 7.5,
150 mM NaCl), followed by incubation with the
indicated antibody diluted in TBS with 0.05%
Tween-20 [(Bio-Rad) TBS-T]. After three
washes with TBS-T, membranes were incubated
with the appropriate second antibody coupled to
HRP (Biomeda). Proteins were visualized by
ECL (Amersham) following the manufacturer’s
instructions.

In vitro kinase assay. PKCA was
immunoprecipitated as described above from
stimulated and control cell extracts. The in vitro
kinase assay was performed as described (9).
The amount of PKCA precipitated was
determined by western blot. Levels of
phosphorylated-MBP, MBP and PKC were
quantified by densitometry using a Fluor-S
Multi-imager (Bio-Rad). PKCA activity was
calculated as follows: [p-MBP/total
MBP]/precipitated PKCA.

RT-PCR. 2X10" T cells were stimulated as
described above for 4 hr at 37°C. Tota RNA
was obtained using TRIzol (Life Technologies,
Inc.) and RT-PCR was performed to determine
IL-2- and G3PDH- mRNA levels as described
previously (13).

Cellular staining. For intracellular detection of
IL-2, 2X10° T lymphocytes were stimulated as
described above and incubated in completed
RPMI medium for 4 hr in the presence of 10
ug/ml brefeldine A. Cells were collected,
washed and surface stained with anti-CD4-TC
and stained for intracellular 1L-2 with anti-IL2-
FITC antibodies. The percentage of CD4" IL-2*
cells was determined by gating the CDA4*



population, using
(Becton-Dickinson).

the CelQuest software

Murine T cell hybridoma activation assays.
By155.16 hybridoma cells expressing the wild
type human CD43 or ACD43 (13) were
stimulated by cross-linking the TCR with the
CD43 molecule on the cell surface. 2.5 X 10
cells/well were incubated with sub-optimal doses
of the anti-VA8 mAb F23.1 (0 to 10 ng/ml, final
concentration) and with saturating amounts of the
anti-CD43 mAb L10 (500 ng/ml, fina
concentration). Antibodies were cross-linked on
the cell surface with M280 beads (Dynal) coated
with goat anti-mouse IgG at a bead to cell ratio of

10:1. After 24 hours of stimulation at 379C in
5% CO2, IL-2 production of cultured cells was
assessed. Culture supernatants were harvested,
titrated by seria two-fold dilutions and assayed
for 1L-2 content by their ability to support the
proliferation of the IL-2 dependent murine T cell
line CTLL-20 (27). Proliferation was assessed by
the incorporation of H3-thymidine (1 uCi/well) in
a 4-6 hour pulse after 18 hours of incubation.
Results are expressed as unitml and were
determined by comparison to a standard curve of
recombinant |L-2.

Murine  lymphocyte  proliferation  assays.
Females B10.BR mice, age 6 to 8 weeks, were
maintained in our animal facility in accordance
with the Institute's guidelines. Thymus and
spleens were removed asepticaly, brought into
single cell suspension and washed once in PBS.
Cells were then cultured in 96-well plates at 2 x
10° thymocytes/well or 5x10* splenocytes/well
for 4 days at 37° C in 5% COp. Before plating,
96-microwell plates were coated overnight at
37°C with rabbit anti-mouse antibodies (5 ug/ml
of PBS), blocked for one hour with 1% gelatin
and finally incubated for four hours at 37°C with
varying concentrations of the anti-VA8 mADb
F23.1 and S7 or S11 culture supernatant. The
anti-H-2 mAb 11.4.2 (1 ug/ml) was used as a
control antibody for co-stimulation experiments.
After four hours of incubation, excess of mAb
was removed from the plates by washing the
wells with RPMI-1640. In addition to the mAbs,
IL-2 was added to the plates at the onset of the
experiment a 50 IU/ml for thymocyte
experiments and at 10 1U/ml for splenocytes.

Proliferation was measured by *H-thymidine
incorporation (1 uCi/well) during the final 18
hours of culture.

Human T cell proliferation assays. The
proliferative capacity of human T cells obtained
from normal human donors, was assessed
following a similar stimulation procedure as that

described for the By155.16CD43% hybridoma

cells. Purified peripheral T cells (4X104/well)
were stimulated with sub-optimal doses of
OKT3 (0-1 uwg/ml) and PMA (1ng/ml) and
saturating amounts of the anti-CD43 mAb L10
(500 ng/ml). M280 beads coated with goat anti-
mouse IgG were added to the wells to cross-link
the antibodies on the cell surface at a 10:1 bead
to cell ratio. Plates were incubated for 72 hours
a 37°C in 5% CO,; eight hours before
harvesting, H3-thymidine was added to the
cultures.

RESULTS

CD43 ligation before TCR engagement
enhances ERK activation. Since CD43 is one
of the molecules that protrudes the most from
the cell surface (28), it may be one of the first
molecules to contact the APC and hence, to
signal. In agreement with this, we have recently
shown that stimulation of human T cells through
CD43 ligation before TCR engagement resulted
in elevated I1L-2 production and cdl
proliferation. This correlated with sustained
ERK activation and enhanced ZAP-70 and A
chain phosphorylation (Fierro et a, 2006)2.

Chl negatively regulates TCR-induced ERK
activation and ZAP-70 and A chain
phosphorylation (15,29). Our previous data
suggested that by inducing Cbl phosphorylation
on serine residues by PKC, CD43-mediated
signals regulate the molecular associations and
functions of the Cbhl molecule (22). We
therefore hypothesized that by inactivating Chbl
negative effects on the TCR signal pathway,
CD43 may lower the threshold for T cell
activation. To test this possibility we activated
human peripheral T lymphocytes or Jurkat cells
with the anti-CD43 mAb L10 for different
periods of time before activation through the
TCR with the OKT3 mAb and evaluated ERK



activation by western blot using anti-
phosphorylated ERK mAb. Activation of human
peripheral T lymphocytes through CD43 before
TCR engagement resulted in a synergistic ERK
activation; a 5-7 fold induction was observed
after 10 min pre-stimulation with the L10 mAb
compared with cells that were not CD43 pre-
stimulated or with cells that were only
stimulated with L10 mADb for 10 min (Fig. 1A).
The pre-stimulation effect was dependent on the
amount of anti-CD43 mADb used; 4 ug/ml was
optimal to obtain maximal synergism with the
TCR signding pathway leading to ERK
activation (Fig. 1B). Therefore, in al further
experiments, we pre-stimulated T cells with 4
ug/ml of the L10 mAb for 10 min.

To test whether the strong ERK
activation observed when cels were pre-
stimulated through CD43 resulted from
preventing TCR-dependent Chbl-tyrosine
phosphorylation, Chl was immunoprecipitated
from CDA43-pre-stimulated or TCR-only
activated cells. As previously reported (21) Chl-
tyrosine phosphorylation was enhanced by TCR
engagement (Fig. 1C, upper panel). However,
when cells were pre-stimulated through CDA43,
levels of Chl-tyrosine phosphorylation were
reduced below or comparable to background
levels (Fig. 1C, upper panel). In agreement with
previously published results (19,20), T cells
treatment with PMA before TCR engagement
also reduced Chl tyrosine phosphorylation (Fig.
1C, upper panel). Activation through CD43
adone did not induce Chl tyrosine
phosphorylation [data not shown and (22)]. Pre-
stimulation through CD43 partidly prevented
TCR-induced Crk-L association to Chl, though
the effect was no as clear as that observed when
cells were pre-stimulated with TPA (Fig. 1C,
upper panel). In contrast, p-ERK levels were
enhanced when T cells were pre-stimulated
through CD43 or with TPA before TCR
engagement (Fig. 1C, lower panel). Together
these results indicate that CD43 signaling
prevented TCR-mediated Chbl-tyrosine
phosphorylation and Crk-L association, resulting
in enhanced ERK activity.

The CD43-dependent inhibition of Cbl-tyrosine
phosphorylation is PKC dependent. Two
independent groups have shown that PKC plays

a role in modulating Chl functions by
phosphorylating it on serine residues (19,20).
Chl-serine phosphorylation by PKCA prevents
Chl-tyrosine phosphorylation and thus its
interactions with molecules such as Crk-L and
PI3K (19). We have previously shown that
CD43 engagement promotes PKCA kinase
activity (9) and that phosphorylation of Chl on
serine residues is a PKC-dependent event (22).
To test whether CD43-dependent activation of
PKCA is required to prevent the TCR-induced
Chl  tyrosine phosphorylation and ERK
activation, we  evauated Cbl-tyrosine
phosphorylation levels and ERK activation in
the presence of RO-31-8220, a PKC inhibitor.
Consistent with this hypothesis, blocking PKC
activity restored TCR dependent Cbl-tyrosine
phosphorylation (Fig. 2A), and reduced the
levels of active ERK resulting from pre-
stimulating T lymphocytes through CD43
ligation before TCR engagement (Fig. 2B). The
effect of RO-31-8220 on ERK activation was as
dramatic as inhibiting the ERK upstream
activator MEK with the inhibitor PD98059 (Fig.
2B). To confirm that the inhibitor Ro-31-8220
was blocking PKCA activation, we performed in
vitro kinase assay's on PKCA
immunoprecipitates. In agreement with our
previous results (9), CD43 ligation induced
PKCA activity (3.4 fold above background
levels) (Fig. 2C). Under our experimenta
conditions, engaging the TCR aone did not
induce PKCA kinase activity (Fig. 2C) and
CD43 ligation before TCR engagement did not
result in further PKCA kinase activation (3.7
fold). This CD43-dependent PK CA activity was
reduced when the cells were incubated with the
PKC inhibitor RO-31-8220 prior to pre-
stimulation with CD43 (2.6 fold) (Fig.2C). This
inhibitor also blocked PKCA activity from T
cells stimulated with TPA before TCR
engagement (Fig. 2C). Altogether, these results
indicate that activation of PKCA resulting from
CD43 ligation is required to prevent TCR-
induced Chl-tyrosine phosphorylation, resulting
in enhanced ERK activation.

CD43  co-stimulatory signals prevent Cbl-
dependent ZAP-70 and TCR ( chain
degradation. TCR engagement induces
activation and phosphorylation of the kinase



ZAP-70, leading to phosphorylation of
downstream signaling molecules (30). TCR
signaling results also in ZAP-70 association to
Chl, leading to ZAP-70 ubiquitination and
degradation, thus down-modulating ZAP-70
kinase activity (31-34) and overall the TCR
signaling cascade. We asked therefore whether
CD43 co-stimulatory signals could prevent the
Chl-mediated ZAP-70 degradation. To test this
possibility we evaluated the levels of ZAP-70
associated to Cbl immunoprecipitates after T
cell activation on human peripheral T cells. As
previously reported, T cell receptor engagement
resulted in a transient association between Chl
and ZAP-70 that was not longer observed after 5
min activation (Fig 3A). In contrast, CD43-
induced Cbl-ZAP-70 interaction was dfill
observed after 5 min stimulation (Fig 3A).
Consistent with this, CD43 ligation prior to TCR
engagement prolonged the TCR-induced Cbl-
ZAP-70 interactions (Fig. 3A). This suggests
that the duration of the Cbl-ZAP-70 interaction
in co-stimulated cells results from blocking the
ability of Cbl to induce ZAP-70 degradation.

It was recently shown that ZAP-70,
which binds to both the TCR A-chain and Chl,
plays an adaptor role in the Chbl-dependent
ubiquitination and degradation of the A chain
after TCR activation (29). A chan
ubiquitination and degradation was shown to be
dependent of its tyrosine phosphorylation. Since
Chl-ZAP-70 complexes were readily detectable
in cells that were co-stimulated for 5 min (Fig.
3A), we assessed whether CD43 signals could
a so prevent the TCR-induced degradation of the
tyrosine-phosphorylated A chain. A chain was
immunoprecipitated from T cells after 5 min
gtimulation and the levels of tyrosine
phosphorylated A chain were determined by
western blot analysis. T cells where CD43 was
ligated before TCR engagement contained
higher levels of tyrosine phosphorylated A chain,
compared with cells stimulated through the TCR
alone or non stimulated T cells (Fig. 3B). At
this time point, cells activated through CD43
showed no detectable levels of tyrosine
phosphorylated A chain (Fig. 3B).

Chl-b aso regulates the threshold for
TCR activation by negatively regulating Vav
activity (18,35). However, T cell activation
through TCR and CD28 engagement reduces

Chl-b protein levels by a mechanism involving
Chl-b ubiquititination and degradation (3).
Since CD43 signadling pathway leads to Vav
tyrosine phosphorylation and association with
SLP-76, a key step in TCR activation (12), we
tested whether ligation of CD43 before TCR
engagement promoted Cbl-b-ubigitination. T
cells were stimulated with the anti-CD43 mAb
L10 for different periods of time before TCR
engagement, and Cbl-b ubiquitination was
analyzed on Cbl-b immunoprecipitates using
anti-ubiquitin antibodies. Ligation of CD43 for
2 minutes before TCR engagement resulted in
substantial Cbl-b-ubiquitination,  however
ubiqutinated Cbl-b was no longer detected when
cells were pre-stimulated for 5 or 15 min
through CD43 before TCR engagement (Fig.
3C). This correlated with a reduction in Chl-b
protein levels in CD43 pre-stimulated T cells
(Fig. 3D). As expected, TCR engagement was
unable to induce Cbl-b ubiquitination (Fig. 3C).
Together, these results suggest that CD43 co-
stimulation prevented TCR-induced ZAP-70 and
A chain degradation by Cbl and reduced Cbl-b
protein levels by a ubigitination-dependent
mechanism, resulting in elevated tyrosine-
phosphorylated A chain and ZAP-70 levels
leading to enhanced ERK activation.

T cell pre-activation by CD43 enhances TCR-
dependent activation of AP-1, NFkB and NFAT
transcription factors and IL-2 expression. We
have recently shown that engaging CD43 prior
or simultaneously with TCR activation on
human peripheral T lymphocytes resulted in
higher expression levels of IL-2 compared to
cells stimulated through the TCR aone (Fierro
et a, 2006)2. Expression of the IL-2 gene
depends on the recruitment of the AP-1, NFAB
and NFAT transcription factors (36,37).
Therefore, we assessed whether T cel pre-
activation by CD43 before TCR ligation resulted
aso in a stronger activation of these
transcription factors. Pre-stimulation resulted in
decreased I1AB protein levels in the cytoplasm,
compared to cells stimulated through the TCR or
CD43 adone (Fig. 4A). Although 1AB
degradation correlated with c-Rel nuclear
translocation, no changes in p65 nuclear levels
were observed (Fig. 4A). CD43 pre-stimulation
resulted also in higher NFAT nuclear levels and



higher levels of phosphorylated c-Jun, compared
with those observed in T cels stimulated
through the TCR or CD43 aone. In agreement
with data shown above, PKC inhibition
prevented IAB degradation, c-Rel and NFAT
nuclear localization and c-Jun phosphorylation
(Fig. 4A). Consistent with this, the levels of IL-
2 mRNA resulting from cross-linking CD43
before TCR engagement were aso reduced by
the PKC inhibitor RO-31-8220 (Fig 4B).
Furthermore, the levels of intracellular IL-2
resulting from CD43 pre-stimulation were
partially diminished by the PLC-A inhibitor
U73122 (Fig. 4C). We used this inhibitor
because the PKC inhibitor RO-31-8220
interfered with the signal in the FL-1 channel of
the flow cytometer and because we had
previously shown that PLC-Aactivity is required
for CD43-dependent PKCA activation (9).
These results suggest that the enhanced
activation of the transcription factors involved in
IL-2 gene expression in response to CD43
ligation before TCR engagement required PKC
activation.

CD43 lowers the threshold for TCR activation.
To demonstrate that CD43 regulates the
thresholds for TCR activation we took advantage
of the fact the T cell activation is proportional to
the amount of TCR molecules engaged (38,39).
Clones of the By155.16 murine T cell hybridoma
expressing equivalent amounts (data not shown)
of TCR-CD3 and human wild type CD43 or a
mutant form of CDA43 lacking its cytoplasmic
domain (ACD43) (14) were activated with
increasing amounts of anti-TCR mAb in the
absence or presence of CD43 co-stimulation and
their ability to produce IL-2 was determined. IL-
2 production was proportional to the amount of
anti-TCR mAb used for stimulation (Fig. 5, upper
panel). Interestingly, TCR-induced IL-2
production by the hybridoma cells expressing the
wild type human CD43 was significantly
enhanced by CD43 ligation when sub-optimal
doses of anti-TCR mAb were used (Fig. 5, upper
panel), suggesting that CD43 signaling lowers the
threshold for TCR activation. This effect was
specific since a anti-CD4 mAb (Leu3a) had no
effect on TCR-mediated IL-2 production (fig. 5,
middle panel). In agreement with this,
hybridoma cells expressing ACD43 did not

produce higher amounts of IL-2 in response to
co-stimulation through TCR and CD43 cross-
linking (Fig. 5 upper panel). This effect could
not be attributed to an intrinsic defect of the
ACDA43" cells to produce IL-2, since both
By155.16CD43" and ACD43" cells produced
equivaent amounts of IL-2 when stimulated with
saturating quantities of anti-TCR mAb (CD43":
146 U/IL-2; ACD43": 135 U/IL-2). A By155.16
hybridoma cell expressing human CD4 instead of
human CD43 did not show enhanced
responsiveness to sub-optimal anti-TCR mAb
and anti-CD43 mAb (Fig. 5, lower pand); in
contrast, CD4 engagement enhanced TCR-
mediated IL-2 production (Fig. 5, lower panel).
Altogether, these results show that the synergistic
effect observed upon the TCR-dependent IL-2
production after CD43 co-stimulation requires
the cytoplasmic domain of CD43 to generate the
co-stimulatory signals that lower the threshold for
TCR activation.

Cross-linking CD43 with the TCR-CD3 complex
induces proliferation of human and murine T
cells. To further corroborate that CDA43-
mediated signals regul ate the threshold for T cell
activation, we tested whether CD43 engagement
promoted T cell proliferation when low numbers
of TCR molecules are engaged. The
proliferation of normal human purified T cellsin
response to a sub-optimal dose of OKT3 mAb
(0.1ug/ml) was dramatically enhanced when
cells were aso cross-linked with saturating
amounts of the anti-CD43 mAb L10 (Fig. 6A).
Consistent with these results, the low levels of
ERK activation resulting from engaging the
TCR with suboptimal doses of OKT3 were
substantially enhanced by CDA43 ligation (Fig.
6B). We examined also the ability of the CD43
molecule to enhance TCR-mediated
proliferation of murine thymocytes and
peripheral T cells. Cross-linking the CD43
molecule enhanced TCR-induced thymocyte
(Fig. 6C, upper panel) and spleenic T cells (Fig.
6C, lower pandl) proliferation. The ability of S7
and S11 to trigger the co-receptor function of
CD43 was comparable athough they recognize
different epitopes of the CD43 molecule (24). In
contrast, cross-linking of H-2 class | molecules
with the TCR using the 11.4.2 mAb and F23.1
mAb did not increase cell proliferation above
that induced by anti-TCR mAb aone (data not



shown). These results show that CD43-
dependent signals lower the threshold for TCR
activation, enhancing TCR- induced cellular
responses in human and mouse T cells.

DISCUSSION

The Cbl family of adapter molecules
(Chl, Cbl-b, and Cbl-3) plays an important role
during T cell activation by the TCR
(3,16,18,40). After TCR engagement, Chl
becomes tyrosine phosphorylated on severd
residues, alowing its interaction with
downstream effectors molecules like PI3K, Vav
and Crk-L, ZAP-70 and Syk kinases (reviewed
in (30)). The interaction of Chl with these
molecules is important to turn off the signal
cascade and constitutes a mechanism to ensure
adequate TCR signaling. Chbl targets some of
these molecules for  degradation by
ubiquitination, through its E3 ubiquitin ligase
activity (29,41,42). Consistent with this, Cbl”
and Cbl-b”" mice show enhanced TCR signaling
and develop autoimmune like-diseases,
indicating a lower T cell activation threshold in
these mice (16,43). On the other hand, Chl
phosphorylation on serine residues by PKC
prevents its phosphorylation on tyrosine residues
resulting therefore in inhibition of the interaction
with PI3K, Vav and Crk-L (19,20).

We have recently shown that CD43-
mediated signals provided prior or at the same
time as TCR engagement prolongs and enhances
TCR-dependent signals and T cell response by
preventing the association of the tyrosine
phosphatase SHIP-1 to Lck, leading to enhanced
and prolonged ZAP-70 and A chan
phosphorylation (Fierro et a,2006)°>. This was
dependent of a sustained ERK activation (Fierro
et al,2006)°>. Since CD43 signaling pathway
involves the phosphorylation of Chl on serine
residues, through a PK C-dependent process (22),
we tested the possibility that the co-stimulatory
activity of the CD43 molecule may result from
lowering the threshold for TCR activation by
blocking the negative role of Chl. Consistent
with this hypothesis, CD43 pre-stimulation of
peripheral human T cells, Jurkat cells or murine
T cels resulted in strong TCR-mediated
activation, as measured at different levels of the
activation cascade leading to IL-2 production

and cell proliferation. T cell pre-stimulation
through CD43 before TCR receptor engagement
had a synergistic effect on TCR-dependent ERK
activation. This effect was at least in part
PKCA-dependent since the PKC specific
inhibitor RO-31-8220 prevented both PKCA
kinase activity and ERK activation. ERK
activation negatively correlated with the levels
of Chl tyrosine phosphorylation and Chl-b
ubiquitination. That is, cells that were pre-
activated by CD43 ligation before TCR
engagement had low levels of Chl tyrosine
phosphorylation as well as reduced levels of
Chl-Crk-L complexes, but enhanced ERK
activation. Blocking PKCA activity restored
normal Cbl tyrosine phosphorylation levels in
response to TCR activation and reduced ERK
activation.

Consistent  with  previous reports
showing opposite effects of serine and tyrosine
phosphorylation on Chl functions (19,20), data
presented here suggest that CD43 co-receptor
function may result from negatively modulating
Chl functions by preventing its phosphorylation
on tyrosine residues and therefore abolishing
critical interactions and degradation of signaling
molecules like Crk-L and ZAP-70. Cbl binds to
ZAP-70 through the interaction of its PTB
domain with phosphorylated tyrosine residues,
promoting ZAP-70 degradation by
ubiquitination (32). In turn, ZAP-70 targets the
TCR A-chain for degradation (29). The fact that
Chl-associated ZAP-70 levels remained higher
in T cels co-stimulated through CD43 and the
TCR than those observed in cells stimulated
through the TCR only, suggest that CD43
signaing prevents or delays ZAP-70
degradation. Furthermore, at this time point, the
levels of tyrosine-phosphorylated TCR A-chain
were higher in cells co-stimulated through CD43
and TCR engagement, than those observed in
cells activated through the TCR aone. Overdl,
this data indicate that CD43 co-stimulatory
signals block Chl-mediated degradation of ZAP-
70 and of the A-chain, resulting in stronger T cell
response.

The ERK MAP kinase pathway plays a
critical rolein cell proliferation (44). In T cells,
proliferation depends upon the expression of IL-
2 and its high affinity receptor (30).
Accordingly, IL-2 production and T cell



proliferation require ERK activation. We have
recently shown that ERK plays a pivota role in
the CD43 co-stimulatory functions, since
preventing ERK activity reduces IL-2
production and T cell proliferation in responseto
CD43 and TCR engagement (Fierro, et d,
2006)°>. Moreover, the induction of AP-1 and
NFAB in response to CD43 ligation requires
ERK activity (9). Consistent with this data, the
strong ERK activation observed in cells
stimulated through CD43 before TCR
engagement correlated with the activation of the
transcription factors critical for IL-2 gene
expression: NFAT, NFAB and AP-1. The fact
that the PKC inhibitor RO-31-8220 blocked
ERK activation, induction of these transcription
factors, of IL-2 mMRNA as well as of intracellular
IL-2 levels, suggests that, through the induction
of PKC activity, CD43 prevents Chl negative
effects on the ERK pathway, resulting in
enhanced IL-2 production and T cdl
proliferation in both human and murine T cells.
Regulation of the threshold for TCR
activation is critical to prevent anergy and
autoimmunity (17,43). Co-receptor molecules
reduce the threshold for TCR activation by
blocking the negative effect of members of the
Cbl family on the TCR signaing pathway
(2,45), thus, favoring T cell activation and a
functional immune response even when low
numbers of TCR are being engaged. CD43
ligation enhanced TCR-mediated proliferation
and ERK activation regardless of the amount
TCR molecules engaged, suggesting that CD43
signaling lowers the threshold for TCR
activation. This depended on the signaling
cascade generated by the cytoplasmic domain of
CD43 and was not the result of mere

IL-2 than cells stimulated only through the TCR.
The fact that IL-2 levels were not enhanced by
the L10 mAb in cells expressing the human CD4
molecule demonstrate that the effect observed in
the CD43 expressing cells was not due to a non-
specific interaction of the L10 mAb with the
murine CD43 molecule or other cell surface
protein.

Altogether, our results indicate that the
co-stimulatory functions of CD43 lower the
threshold for T cell activation by targeting the
Chbl molecule, negatively modulating its tyrosine
phosphorylation  and  interactions  with
downstream signaling molecules and promoting
Cbl-b ubiquitination and degradation. This early
events result in enhanced ERK activation, that is
required to prevent the inactivation of tyrosine
kinase Lck by its association with the tyrosine
phosphatase SHIP-1 resulting en sustained ZAP-
70 and A chain phosphorylation (Fierro et al,
2006)?, this in turns results in sustained ERK
activation that is required for cytokine
production and T cell proliferation. Thus, when
CD43 is engaged by its counter-receptor(s) on
the APC prior to the TCR, a T cell may require
less TCR molecules to be engaged in order to
sustain a productive cellular response.

CD28 aso modulates the threshold for T cell
activation by targeting Cbl-b (18,45). CD28 co-
stimulation was shown to induce higher
ubiquitination and degradation of Cbl-b than
CD3 stimulation aone, preventing Cbl-b
mediated ubiquitination and inactivation of PI3K
(35). Thefact that CD43 and CD28 mediate Chl
inactivation and Cbl-b ubiquitination and
degradation is in agreement with the results
showing that CD43 and CD28 complement each
other during T cell activation in the CD28" and

aggregation of CD43 molecules on the cell CD43" mice, respectively (6,46)
surface, since cells expressing the truncated

version of CD43 produced similar amounts of
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. T cell pre-stimulation through CD43 engagement enhances TCR-mediated ERK
activation. Human T cells (2X10") were untreated or stimulated with 4 ug/ml of the L10 mAb for
different periods of time (A) or with different concentrations of anti-CD43 mAb L10 for 10 min at RT
(B). Then cells were washed and stimulated for 5 min with anti-CD3 mAb OKT3 (4 ug/ml) at 37°C.
Total cell extracts (2X10° cellular equivalents) were separated by SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose and blotted with anti-p-ERK and ERK antibodies. The intensity of the bands was
determined by densitometry; the ratio of p-ERK/ERK is shown. C). T cell pre-stimulation by CD43
activation prevents TCR-dependent Cbl tyrosine phosphorylation. Cells were stimulated as described
in methods. Cbl was immunoprecipitated from total cell lysates from non-treated cells (-), non pre-
stimulated cells (-), CD43-pre-stimulated cells (L10) or TPA prestimulated cells (TPA).
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Immunoprecipitates were resolved by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose and blotted with anti-
p-Tyrosine, Crk-L, or Chl antibodies (upper panel). The levels of p-ERK and ERK were determined
by immunobloting using total cell lysates (2X10° cegs) from the same experiment (lower panel). Data
shown represents at |east three independent experiments

Fig. 2. PKCA mediates the CD43-pre-stimulation effects on TCR-induced Cbl tyrosine
phosphorylation and ERK activation. A) Human T lymphocytes were stimulated as described in
methods. Cbl was immunoprecipitated from total cell lysates from non pre-stimulated cells (-) or
CD43-pre-stimulated cells with (L10) in the absence or presence of 10 uM R0O318220 for 30 min
before CD43-pre-stimulation. Immunoprecipitates were resolved by SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose and blotted with anti-p-Tyrosine, or Chl antibodies. B) T cells were stimulated as
indicated and ERK activation was determined. Total cell extracts (2X10° ceqs) were separated by
SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose and blotted with anti-p-ERK and ERK antibodies (upper
panel). Theintensity of the bands was determined by densitometry; the ratio of p-ERK/ERK is shown
(lower panel). C) T cells were stimulated as indicated and PKCA was immunoprecipitated from total
cell lysates and subjected to in vitro kinase assay in the presence of *P-AATP and 1 ug of myelin basic
protein as exogenous substrate.  Proteins were resolved by SDS-PAGE, and transferred to
nitrocellulose. Membranes were exposed to X-ray films, and blotted with anti-PKCA antibodies.
PK CA activity was determined as the ratio of **P-MBP/MBP/amount of PKC in the precipitate. Data
shown is representative of at |least three independent experiments.

Fig. 3. CD43 co-stimulatory signals prevent Cbl-mediated ZAP-70 and TCR chain
degradation. A) 2X10" Jurkat cells were non treated (-) or stimulated with 4 ug/ml L10 mAb (L10),
with 4 ug/ml OKT3 mAb (OKT3) or with both L10 and OKT3 mAbs (L10+OKT3), for the indicated
period of time. Tota cell extracts were prepared and Cbl was immunoprecipitated, proteins were
resolved by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose and blotted with anti-ZAP-70 or anti-Chl
antibodies. B) 2X10’ Jurkat cells were non stimulated (-), or stimulated with 4 ug/ml L10 mAb (L10),
with 4 ug/ml OKT3 mAb (OKT3) or both L10 and OKT3 mAbs (L10+OKT3) for 5 min. The Achain
was immunoprecipitated from total cell extracts and resolved by SDS-PAGE, transferred to
nitrocellulose and blotted with anti-A chain antibodies. C) 2X10" T lymphocytes were not pre-
stimulated (-) or pre-stimulated with 4 ug/ml of the L10 mAb for the indicated periods of time before
TCR engagement (L10). After 5 min of TCR activation, total cell extracts were prepared and Chl-b
was immunoprecipitated. Cbl-b ubiquitination levels (Ub-Cbl-b) were determined by blotting with
anti-ubiquitin antibodies. The immunoglobulin heavy chain is shown as loading control (IgG). D)
1X10" T lymphocytes were not pre-stimulated (-) or pre-stimulated with 4 ug/ml of the L10 mAb for
10 min before TCR engagement (L10). After 5 min of TCR stimulation, total cell extracts were
prepared and 2X10° cellular equivalents were separated by SDS-PAGE and the protein levels of Chl-b
were determined by blotting with anti-Cbl-b antibodies. ERK-2 levels are shown as loading control.
Similar results were obtained in at least three independent experiments.

Fig. 4. CD43 pre-stimulation enhances TCR-induced transcription factors activation and IL-2
expression. A) 2X10’ T lymphocytes were stimulated as indicated for 4 hr at 37°C. Total or nuclear
extracts were prepared and 2X10° cegs were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose
and blotted with anti-IAB and anti-p-cJun (total cell extracts) or with anti-c-Rel, anti-p65 or anti-
NFAT antibodies (nuclear extracts). * Non-specific band. B) 2X10" T cells were stimulated as
indicated for 4 hr at 37°C, total RNA was prepared and RT-PCR was performed to determine IL-2-
and G3PDH- mRNA levels. Theintensity of the bands was determined by densitometry and the ratio
of IL-2/G3PDH is shown. C) 2X10° T lymphocytes were cell surface stained with anti-CD4-TC and
intracellular stained with anti-IL2-FITC antibodies after stimulation for 4 hr in the presence of 10
ug/ml brefeldine A. The percentage of CD4" IL-2" cells was determined by gating in the CD4"
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population, using the CellQuest software. Data shown are representative of at least three independent
experiments.

Fig. 5. CD43 signaling enhances TCR-induced IL-2 production. By155.16 CD43" or ACD43%
hybridoma cells expressing equivalent amounts of the TCR-CD3 complex and wild type (Wt) or
truncated (AIC) CD43 molecules were stimulated as described under materials and methods with the
indicated amounts of anti-VA8 F23.1 in the presence or absence of saturating amounts of anti-human
CD43 L10 or anti human CD4 Leu3a. Cells were cultured for 24 h and supernatant was collected for
IL-2 determination. Data shown here are representative of three separate experiments.

Fig. 6. CD43 signaling lowers the threshold for TCR activation and enhances TCR-mediated cell
proliferation. A) Human T cells were stimulated with 0.1ug/ml of the OKT3 mAb aone or in the
presence of 1ug/ml of the L10 mAD; proliferation assay was performed as described under materials
and methods. B) Human T cells were non-pre-stimulated or pre-stimulated with the L10 mAb as
described followed by TCR engagement with suboptimal concentrations of the OKT3 mAb. Total cell
extracts were prepared and the levels of active (p-ERK) or totd ERK (ERK) were determined by
western blot analysis. Thymocytes (upper panel) and spleen cells (bottom panel) from B10.BR mice
were cultured in 96-well plates pre-coated with the indicated amounts of anti-TCR (anti-VA8) and with
0.5 ug/ml of anti-mCD43 (S7 or S11) mAbs. Proliferation was assessed by [*H]-TdR incorporation
during the last 24 h of a 96 h culture assay. Results are representative of three independent
experiments.
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T cell aggregation induced through CD43: intracellular signals
and inhibition by the immunomodulatory drug leflunomide

Esther Layseca—Espinosa,*"r Gustavo Pedraza-Alva,* José Luis Montiel,* Roxana del Rio,*
Nora A. Fierro,* Roberto Gonzalez-Amaro,’ and Yvonne Rosenstein*’

*Instituto de Biotecnologta, Universidad Nacional Auténoma de México, Cuernavaca, Morelos; and "Department of
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Abstract: The CD43 coreceptor molecule has
been shown to participate in lymphocyte adhesion
and activation. Leukocyte homotypic aggregation
results from a cascade of intracellular signals de-
livered to the cells upon engagement of different
cell-surface molecules with their natural ligands.
This phenomenon requires an active metabolism,
reorganization of the cytoskeleton, and relocaliza-
tion of cell-surface molecules. The aim of this study
was to identify some of the key members of the
signaling cascade leading to T lymphocyte homo-
typic aggregation following CD43 engagement.
CD43-mediated homotypic aggregation of T lym-
phocytes required the participation of Sre kinases,
phospholipase C-y2, protein kinase C, phosphati-
dylinositol-3 kinase, as well as extracellular-regu-
lated kinase 1/2 and p38. Data shown here suggest
that these signaling molecules play a central role in
regulating actin cytoskeleton remodeling after
CD43 ligation. We also evaluated the ability of
immunomodulatory drugs such as leflunomide to
block the CD43-mediated homotypic aggregation.
Leflunomide blocked the recruitment of targets of
the Sre family kinases as well as actin polymeriza-
tion, diminishing the ability of T lymphocytes to
aggregate in response to CD43-specific signals,
suggesting that this drug might control the migra-
tion and recruitment of lymphoid cells to inflamed

tissues. J. Leukoc. Biol. 74: 1083-1093; 2003.

Key Words: adhesion - leukosialin - cytoskeleton - lymphocyte

- signaling pathways

INTRODUCTION

Intercellular adhesion phenomena play an important role in
normal and pathological processes, such as immune response,
thrombosis, and metastasis of tumor cells. Cell-cell adhesion
is essential for the appropriate migration, differentiation, and
activation of lymphoid cells [1]. In addition, leukocyte—leuko-
cyte interactions are thought to constitute a mechanism to
recruit leukocytes to inflamed tissues. Thus, understanding the
molecular interactions that regulate cell aggregation is a first
step for the generation of immunomodulatory drugs targeted to
reduce recruitment of lymphoid cells to inflammatory foci.

Leukocyte homotypic aggregation results from a cascade of
intracellular signals delivered to the cells following engage-
ment of different cell-surface molecules with their natural
ligands or with specific antibodies. Molecules such as protein
tyrosine kinases (PTKs), phosphatidylinositol-3 kinase (PI-
3K), phospholipase C (PLC)-y, Vav, and mitogen-activated
protein kinase (MAPK) participate in cytoskeleton reorganiza-
tion and relocalization of membrane receptors, leading to cell-
adhesion phenomena [2-5]. Syk couples activated immunore-
ceptors to downstream signaling events that mediate diverse
cellular responses including adhesion, proliferation, differen-
tiation, and phagocytosis [6-9]. PLC-y has been involved in
multiple cellular processes such as cytoskeletal assembly,
mitogenesis, chemotaxis, and secretion. Activation of PLC-y
requires phosphorylation of key tyrosine residues by kinases
such as Syk as well as its targeting to the plasma membrane
through the association of its PH domain with Pi 3,4,5-triphos-
phate (PIP,), a product of PI-3K [10-12]. Two isoforms of
PLC-v have been identified in mammals. PLC-v1 is a ubiqui-
tously expressed protein, and PLC-y2 is restricted to hemato-
poietic lineages. PLC-yl is required for T cell and natural
killer (NK) function, whereas PLC-y2 has been found to be
more important in mast cells, NK cells, B cells, and platelets,
yet little is known about PLC-y2 function in T lymphocytes
[13].

The CD43

(~1.5X10° molecules/cell) expressed on the membrane of all

coreceptor 1is an abundant glycoprotein
hematopoietic cells except erythrocytes and resting B cells [14,
15]. CD43 has a 235-amino acid (aa) extracellular domain, a
23-aa transmembrane domain, and a 123-aa cytoplasmic do-
main, all encoded by a single exon [16]. The intracytoplasmic
region of the protein is necessary to transduce signals; it is rich
in potentially phosphorylable threonines and serines [17, 18]
but lacks tyrosine residues as well as catalytic activity. CD43
engagement on human peripheral blood T cells and monocytes
leads to cell activation and proliferation through the generation
of second messengers such as diacylglycerol and inositol phos-
phates, protein kinase C (PKC) activation and Ca®" mobiliza-
tion [19, 20]. In addition, CD43 ligation on human T cells

induces the association of CD43 with Src family kinases,
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presumably through the interaction of their Src homology 3
domain with a proline-rich region of the CD43 intracytoplasmic
tail [21, 22]. Following Fyn and Lck recruitment, CD43-medi-
ated signals result in the formation of macromolecular com-
plexes, which comprise the molecular adapters She, Grb2, and
SLP-76, as well as the guanine exchange factor Vav, ultimately
resulting in the activation of the MAPK pathway and regulation
of gene expression [23, 24]. Recently, CD43 was found to
interact with members of the ezrin-radixin-moesin (ERM) fam-
ily of proteins [25, 26], a group of molecules that link mem-
brane receptors to the actin cytoskeleton and play a critical
role in processes such as cytokinesis and cell adhesion.

The real function of CD43 remains elusive. This molecule
has been implicated in T cell activation, enhancing T cell
response to allogeneic or mitogenic stimulation [27, 28] and
CD43-specific signals have been reported to be sufficient to
activate T cells in the absence of T cell receptor (TCR) en-
gagement [20-24]. Based on its abundance and on its elon-
gated and heavily sialylated structure, this molecule has been
considered a barrier to cellular interactions, functioning as an
antiadhesive molecule. However, CD43 has been shown to
participate in diverse homotypic and heterotypic adhesion
phenomena [29, 30], whereby it may be regulating lymphoid
cell migration toward antigen-presentation sites [31, 32]. By
mimicking the interaction between CD43 and one of its puta-
tive ligands {intercellular adhesion molecule (ICAM)-1, major
histocompatibility complex (MHC)-I, human serum albumin;
[33-35]}, different anti-CD43 monoclonal antibodies (mAb)
induce homotypic aggregation of monocytes, neutrophils, and T
lymphocytes [29, 36, 37]. The aim of this study was to identify
some of the key members of the signaling cascade leading to T
lymphocyte homotypic aggregation following CD43 engage-
ment. CD43-dependent signals mediated the homotypic adhe-
sion of T lymphocytes through the participation of Src kinases,
PLC-y2, PKC, PI-3K, extracellular-regulated kinase (ERK),
and p38. Interestingly, the MAPKs ERK and p38 seemed to be
recruited through independent pathways. Furthermore, our
data suggest that Src kinases, ERK, p38, and PI-3K play a
central role in regulating the actin cytoskeleton remodeling,
resulting in CD43 engagement. We also found that the immu-
nomodulatory drug leflunomide inhibited the CD43-mediated
signaling pathway leading to cytoskeleton remodeling, decreas-
ing the CD43-mediated lymphocyte aggregation.

MATERIALS AND METHODS
Cells

Jurkat cells and the Lek-deficient JCaM.1 cells were cultured in RPMI 1640
(Hyclone, Logan, UT), supplemented with 5% fetal calf serum (FCS), 5%
bovine calf serum, 2 mM L-glutamine, 50 units/ml penicillin, 50 pwg/ml
streptomycin, and 50 M B-mercaptoethanol. Peripheral blood mononuclear
cells were isolated from healthy adult donors by Ficoll-Hypaque gradient
centrifugation as described previously [21]. Prior to stimulation, T cells were

arrested for 24 h at 37°C in RMPI-2% FCS.

Antibodies

L10, an immunoglobulin G (IgG), mAb that recognizes CD43 [14], was used
pure or from ascites and cross-linked with rabbit anti-mouse IgG (RaMIG). The
anti-PLC-v2, anti-Syk, anti-pERK, anti-ERK, anti-p-p38, anti-p38, and anti-
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Vav antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). The
antiphosphotyrosine 4G10 mAb was from Upstate Biotechnology (Lake Placid,
NY).

Chemicals

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), cytochalasin B, colchicine, and 1-bu-
tanol were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). U73122, Ro318220,
LY294002, PD98059, PD169316, SB202190, SB202474, PP2, PP3, herbimy-
cin A, cyclosporin A, and pertussis toxin were from Calbiochem (San Diego,

CA). All inhibitors were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO).

Homotypic aggregation assays

T cells (1X10° in supplemented RPMI were incubated into 48-well plates in
the presence or absence of each inhibitor at 37°C for 1 h. Thereafter, anti-
CD43 mAb L10 (1 pl ascites) and RaMIG (1 pg/ml) were added, and plates
were incubated at 37°C for an additional 2 h. Finally, cells were fixed by
adding 2% p-formaldehyde, and aggregates were evaluated by microscopy. The
degree of cell aggregation was scored as follows: 0, the majority of cells were
nonaggregated, as observed when cells were left unstimulated or incubated
with cytochalasin B; +, 30% of cells were forming aggregates; +-+, 60% of
cells were forming aggregates; and +++, >90% of cells were forming
aggregates as observed with L10 + RaMIG.

Confocal microscopy analysis

T lymphocytes were incubated in the presence of the L10 mAb plus RaMIG—
fluorescein isothiocyanate (FITC) for 1 h at 37°C in 5% CO.,. Then, cells were
washed with phosphate-buffered saline to remove excess antibody and were
fixed with 1% p-formaldehyde at room temperature. CD43 localization was
evaluated with a MRC-600 confocal scanning system equipped with a krypton/
argon laser (Bio-Rad, Hercules, CA) coupled to an Axioscope microscope
(Zeiss, Germany) with a PlanNeofluar 63X W Korr (aperture 1.2) objective.

T cell activation, immunoprecipitation, and
immunoblot

Purified T cells (2X107) were incubated in 500 pl cold RPMI with L10 (4
pg/ml) mAb for 15 min at 4°C. Thereafter, RaMIG (4 pg/ml) was added to each
tube, and the cells were further incubated for 15 min at 4°C. When cells were
activated with PMA, the chemical was added to the cells just before activation.
Following preincubation, cells were activated at 37°C for different periods of
time and lysed in 100 pl lysis buffer (25 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl,
1.5 mM MgCl,, 0.2 mM EDTA, 0.5% Triton X-100, 0.5 mM dithiothreitol, 10
mM B-glycerophosphate, 1 mM Na;VO,, 5 mM Nak, 4 mM phenylmethylsul-
fonyl fluoride, 1 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml aprotinin) for 45 min a 4°C. Lysates
were spun (14,000 rpm for 10 min at 4°C), and cellular equivalents were run
on sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
gels, or precleared supernatants were incubated overnight with the indicated
antibody at 4°C. Immune complexes were collected with protein A-Sepharose
4B for 1 h at 4°C and were washed twice with cold TNE-T (150 mM NaCl, 50
mM Tris, pH 7.5, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100), twice with TNE (150 mM
NaCl, 50 mM Tris, pH 7.5, 5 mM EDTA), and once with dH,0. Immunopre-
cipitates were resolved by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose mem-
branes. Membranes were blocked with 5% nonfat dry milk in TBS-T (20 mM
Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20) or with 3% bovine serum
albumin in TBS-T for 2 h at room temperature and incubated with the indicated
antibody. After three washes with TBS-T, the appropriate horseradish perox-
idase-conjugated secondary antibody (Biomeda, Foster City, CA) was added to
the membranes, and proteins were visualized by enhanced chemiluminescence
(Amersham Pharmacia Biotech, UK). To probe with another antibody, mem-
branes were stripped, washed, and then blotted.

Actin polymerization assays

Purified human T lymphocytes (1X10°) were preincubated in the presence or
absence of each inhibitor for 2 h at 37°C. Subsequently, cells were incubated
with the anti-CD43 mAb L10 and RaMIG or were left untreated and then
activated at 37°C for 10 min. Thereafter, changes in actin polymerization were
evaluated as described [38]. Briefly, T lymphocytes were fixed, permeabilized,
stained with BODIPY® FL phallacidin (Molecular Probes, Eugene, OR), and
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Fig. 1. CD43 is concentrated at the cell-
cell contact area in T lymphocyte aggregates
resulting from CD43 engagement. Normal
peripheral blood T lymphocytes were incu-
bated with the L10 mAb + RaMIG—FITC for
1 h at 37°C before fixation with 1% p-form-
aldehyde and observation by confocal mi-
croscopy (100X). (A) Localization of CD43 is
shown in a typical cell aggregate; (B) differ-
ential interference contrast image of the
same aggregate; (C) merge.

analyzed by flow cytometry on a FACSort. Results are displayed as the
percentage of increase in the mean fluorescence intensity (MFI) relative to
unstimulated cells.

RESULTS

CD43 localizes at the site of cell-cell contact

The CD43-specific signals have been shown to induce homo-
typic aggregation of lymphoid cells [29, 36, 37]. To further
assess the role of this molecule in the CD43-dependent cell

aggregation, we evaluated its membrane distribution by confo-
cal microscopy. It is interesting that we found that CD43
concentrated at cell-cell contact areas in CD43-induced T
lymphocyte aggregates (Fig. 1), whereas when T cells were
induced to aggregate with PMA, CD43 was evenly distributed
on the cell surface (data not shown). These data suggest that
under our experimental conditions, CD43 is an important ele-
ment for the formation of supramolecular complexes necessary
for intercellular adhesion of T cells induced through this
receptor.

Signaling pathway involved in the
CD43-dependent homotypic aggregation
of T lymphocytes

To characterize the pathway involved in the homotypic adhe-
sion of T lymphocytes resulting from CD43-specific signals, we
evaluated the effect of different pharmacological inhibitors. At
the concentration and length of incubation each inhibitor was
used, cell viability was always greater than 90%, and none of
the inhibitors altered the CD43 expression level on the surface
of T lymphocytes, as determined by flow cytometry analysis
(data not shown). As shown in Table 1 and Figure 2, cells
incubated with the 1.L10 mAb for 2 h formed large aggregates
(Fig. 2B), whereas those treated with cytochalasin B did not
(Fig. 2C), indicating that remodeling of the actin cytoskeleton
is required for the CD43-dependent, homotypic aggregation. In
addition, we confirmed that homotypic aggregation was tem-
perature-dependent [39], as we observed aggregate formation
at 37°C but not at 4°C (data not shown). The Sre tyrosine
kinases, PLC-y-, PKC-, and PI-3K-specific inhibitors (PP2,
U73122, Ro318220, and LY294002, respectively) completely

TABLE 1. Effect of Different Inhibitors on T Lymphocyte Aggregation Mediated by CD43
Concentration Degree of

Culture conditions Target of inhibitors of inhibitors aggregation
T cells alone - - -
T cells + L10 - - +++
T cells + 110 + DMSO - 1:100 +++
T cells + L10 + cytochalasin B Microfilaments 20 pM -
T cells + L10 + herbimycin A PTK 1 ng/ml +
T cells + L10 + PP2 Src-kinases 10 pM -
T cells + L10 + PP3 PP2 control 10 pM +++
T cells + L10 + U73122 PLC-y 2 uM -
T cells + L10 + Ro318220 PKC 10 pM -
T cells + L10 + PD98059 MEK 1/2 50 pM +
T cells + L10 + PD169316 p38 10 uM +
T cells + 110 + SB202190 p38 10 uM +
T cells + L10 + SB202474 SB 202190 control 10 pM +++
T cells + L10 + LY294002 PI3-K 200 pM -
T cells + L10 + colchicine Microtubules 20 uM +++
T cells + L10 + pentoxifylline cAMP-PDE 1 mM +++
T cells + L10 + leflunomide Sre-kinases 200 pM +
T cells + L10 + pertussis toxin Ga, 0.1 ng/pl +++
T cells + L10 + cyclosporine A Calcineurin 0.5 ng/ml +++
T cells + L10 + 1-butanol PLD 0.5% +++

T lymphocytes were incubated in the presence or absence of each inhibitor at the indicated concentrations for 1 h at 37°C. Thereafter, anti-CD43 mAb and

RaMIG were added, and cells were incubated at 37°C for 2 h. Then, cells were fixed in 2% p-formaldehyde, and aggregate formation was evaluated by microscopy

according to the following scale: —, the majority of cells were not aggregated; +, 30% of cells were forming aggregates; ++, 60% of cells were forming aggregates;

and +++, >90% of cells were forming aggregates. MEK, mitogen-activated protein kinase kinase; cAMP-PDE, cyclic adenosine monophosphate-phosphodies-

terase; PLD, phospholipase D.
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Fig. 2. Signaling pathway involved in the CD43-mediated T lymphocyte
aggregation. T lymphocytes were preincubated without inhibitor (A and B) or
with eytochalasin B (C), PP2 (D), U73122 (E), LY294002 (F), PD98059 (G),
PP3 (H), or cyclosporine A (I) for 1 h at 37°C and subsequently, were activated
with the anti-CD43 mAb L10 and RaMIG (B-I) or left untreated (A). After 2 h
of incubation at 37°C, cells were fixed in 2% p-formaldehyde, and aggregation
was evaluated by microscopy. Identical data were obtained in five separate
experiments.

abrogated the CD43-mediated, homotypic adhesion of T lym-
phocytes (Fig. 2, D=F, and Table 1). The MAPK inhibitors
PD98059 (MEK1/2; Fig. 2G), PD169316 (p38), and SB202190
(p38) and the general inhibitor of PTK herbimycin A induced
only a partial blockade (Table 1). As expected, PP3 (Fig. 2H)
and SB202474, the negative controls for PP2 and SB202190,
or DMSO had no effect. Finally, molecules, such as calcineurin
(Fig. 2I), PLD, the o subunit of heterotrimeric G proteins, or
the microtubule machinery, were not found to participate in the
CD43-mediated adhesion. Altogether, these data suggest that
Src family tyrosine kinases, PLC-y, PKC, and PI-3K, together

with the MAPKs ERK1/2 and p38, are important players in the
CD43-dependent pathway leading to homotypic aggregation of
T lymphocytes.

Src kinases, MAPKSs, and PI-3K participate in
CD43-mediated actin polymerization

To assess the participation of all these molecules in cytoskel-
eton rearrangements, we evaluated the binding of phalloidin as
a measure of actin cytoskeleton remodeling in response to
CDA43 signals in the presence or absence of different pharma-
cological inhibitors. As shown in Figure 3, CD43 ligation
resulted in enhanced actin polymerization, and the PI-3K and
Sre-kinase inhibitors 1.Y294002 and PP2 as well as the MAPK
inhibitors PD98059 (MEK1/2) and SB202190 (p38) all signif-
icantly reduced the CD43-mediated enhancement in F-actin
levels, suggesting that these molecules participate in the sig-
naling pathway leading to the CD43-dependent actin remod-
eling required for homotypic aggregation.

Src kinases are upstream of Syk and PLC-y2 in
the CD43-mediated signaling pathway

Next, we assessed the recruitment of the signaling molecules
involved in the CD43-dependent homotypic aggregation of T
cells. Activation of PLC-y requires the phosphorylation of
tyrosine residues [13]. Although PLC-yl predominates in T
cells, we could not detect tyrosine phosphorylated PLC-y1
upon CD43 engagement (data not shown) but found that the
basal level of tyrosine phosphorylation of PLC-y2 increased in
a time-dependent manner, up until 2 h after activation, the
time at which aggregate formation was evaluated (data not
shown and Fig. 4A, compare lanes 3, 5, and 8 vs. 1). The
antiphosphotyrosine blot revealed the presence of a tyrosine-
phosphorylated 72-kDa protein that paralleled the phosphory-
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Fig. 3. Src kinases, MAPKs, and PI-3K participate in the CD43-mediated actin polymerization. (A) Purified human T lymphocytes (1X10°) were preincubated
in the presence or absence of each inhibitor for 2 h at 37°C. Subsequently, cells were incubated with the anti-CD43 mAb L10 and RaMIG or were left untreated
and then activated at 37°C for 10 min. Thereafter, T lymphocytes were fixed, permeabilized, and stained with BODIPY® FL phallacidin and analyzed by flow
cytometry. Results are displayed as the percentage of increase in MFI relative to unstimulated cells. Data shown are representative of three independent
experiments (LY29, LY294002; PD98, PD98059; SB24, SB202474; SB21, SB202190). (B) Representative histogram from an experiment with the LY294002
inhibitor. The bold line corresponds to unstimulated cells (MFI, 113); the thin line, to CD43-activated T lymphocytes that were not pretreated with inhibitor (MFI,
143); and the dotted line, to CD43-activated T cells pretreated with LY294002 (MFI, 111).
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cells were incubated with the anti-CD43 mAb L10 and RaMIG or were left
untreated and activated at 37°C for different periods of time. Cell lysates
(1X10° cells) were resolved by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose
membranes, and subjected to immunoblotting with the antiphosphoty-

rosine mAb 4G10 (A-C, upper panels). Membranes were stripped and

lation of PLC-y2 (data not shown). The fact that Syk has been
found to associate with and to phosphorylate PLC-y2 [40, 41]
prompted us to investigate whether this protein was Syk. The
anti-Syk blot of the PLC-y2 immunoprecipitates showed that
there is a constitutive association of Syk with PLC-y2 (data not
shown). However, Syk tyrosine phosphorylation increased in a
time-dependent manner in response to CD43-mediated signals
and was still detectable 2 h after activation (Fig. 4B, compare
lanes 3, 5, and 8 vs. 1).

Sre kinases are thought to phosphorylate and activate Syk [8,
42]. As the Src-kinase inhibitor PP2 blocked the CD43-depen-
dent homotypic cell adhesion (Fig. 2D and Table 1), we eval-
uated whether the CD43-induced phosphorylation of PLC-y2
and Syk was dependent on Src-kinase activity. Tyrosine phos-
phorylation of PLC-y2 was abolished by PP2 (Fig. 4A, compare
lanes 4, 6, and 9 with lanes 3, 5, and 8, respectively). In
addition, Syk tyrosine phosphorylation was inhibited when T
lymphocytes were preincubated with PP2 (Fig. 4B, lanes 4, 6,
and 9 vs. lanes 3, 5, and 8, respectively). As expected, PP3 did
not affect tyrosine phosphorylation of Syk or PLC-y2. Further-
more, the tyrosine phosphorylation of Vav, a downstream sub-
strate for Syk implicated in cytoskeleton rearrangement [5],
was inhibited by PP2 but not PP3 (Fig. 4C). Altogether, these
results suggest that activation of Src kinases is necessary to
recruit Syk, PLC-y2, and Vav, ultimately promoting cell ad-
hesion in response to CD43 ligation.

Time (min): 10 2 5§ 10 15 30 0 2 5 10 15
L10: - + + + + + - + + + 4+
175 = s o w1 - e SER
TG s i s e Sk St e i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
J22 JCaM.1

Layseca-Espinosa et al.

reprobed with anti-PLC-y2 (A, lower panel), anti-Syk (B, lower panel), or
anti-Vav (C, lower panel) polyclonal Ab. Identical results were obtained in
four similar experiments.

Lck is necessary for PLC-vy2 recruitment in
response to CD43 signals

Fyn and Lck have been reported to be activated in response to
CD43-specific signals [21, 22]. To investigate the specific role
of Lck or Fyn in the CD43-dependent homotypic aggregation,
we evaluated the participation of Lck and Fyn on PLC-y2
phosphorylation in response to CD43 engagement in Jurkat
cells and the Lck-deficient cell line JCaM.1. In Jurkat cells, as
in resting normal T lymphocytes, PLC-y2 was constitutively
phosphorylated (Fig. 5, lane 1), and following CD43 ligation,
its phosphorylation levels increased, reaching a maximum at 2
min and decreasing below basal levels thereafter (Fig. 5, lanes
2-6). In contrast, in JCaM.1 cells, PLC-y2 tyrosine phosphor-
ylation was difficult to detect throughout the experiment (Fig.
5, lanes 7-12), suggesting that Lck is necessary for PLC-y2
tyrosine phosphorylation and that Fyn is not sufficient.

PI-3K is upstream of Syk and PLC-y2 in the
CD43-mediated signaling pathway

PIP,, promotes the activation and recruitment of PLC-y to the
membrane through its N-terminal PH domain [11, 12]. Based
on the fact that PI-3K inhibitors blocked CD43-mediated ag-
gregation and actin remodeling, we investigated whether there
was a cross-talk between PI-3K and the Syk and PLC-y2

molecules in the pathway leading to homotypic adhesion fol-

30 Fig. 5. Lck recruitment following CD43 ligation is neces-

sary for PLC-y2 tyrosine phosphorylation. J22 or JCaM.1

+ Blot cells were stimulated with the anti-CD43 mAb L10 and
ot

RaMIG or were left untreated for the indicated times. Cell
pY lysates (1X10° were separated by SDS-PAGE, transferred
" PLC42 to nitrocellulose membranes, and subjected to immunoblot

12 Membranes were stripped and reblotted with an anti-

with the antiphosphotyrosine mAb 4G10 (upper panels).

PLC-y2 polyclonal Ab (lower panels). Similar results were
obtained in three separate experiments.
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lowing CD43 engagement. The PI-3K inhibitor 1.Y294002
reduced the tyrosine phosphorylation of PL.C-y2 throughout the
duration of the experiment (Fig. 6A, lanes 4, 6, 8, and 10 vs.
3,5, 7, and 9, respectively). In contrast, Syk tyrosine phos-
phorylation was only inhibited at longer times of stimulation
(30 and 60 min; Fig. 6B, lanes 8 and 10 vs. 7 and 9, respec-
tively) and at early times, was not affected. These data suggest
that PI-3K regulates PLC-y2 recruitment and that at longer
times, it modulates Syk activation.

ERK and p38 are recruited through independent
pathways following CD43 ligation

Sre kinases activation results in tyrosine phosphorylation of
substrates such as PLC-y and Vav as well as activation of
several signaling pathways including the MAPK pathway. Our
data with pharmacological inhibitors led us to evaluate whether
ERK activation was dependent on Src-kinase activity in the
CD43-specific signaling cascade. We found that ERK phos-
phorylation increased within 2 min of activation with L10 and
remained so up until 2 h following activation (Fig. 7A, lanes
3, 6, and 8 vs. 1). ERK2 was predominantly activated in
response to CD43 stimulation, whereas ERK1 was phosphor-
ylated to a lesser extent at all time points. ERK phosphoryla-
tion was significantly reduced by PP2 (Fig. 7A, lanes 4, 7, and
9 vs. lanes 3, 6, and 8, respectively) but not PP3 (lane 5),
suggesting that Src kinases are upstream of ERK in this
signaling pathway.

PKC plays an important role in ERK activation in response
to TCR and CD43 engagement [43]. As the role of PLC-y in the
activation of PKC is well established, we decided to explore the
involvement of PLC-y2 and PKC in the activation of the MAPK
pathway induced through CD43. The PKC inhibitor Ro318220
abrogated the CD43-mediated ERK phosphorylation (Fig. 7B,
compare lanes 6,9, and 12 vs. lanes 4, 7, and 10, respectively),
whereas it was only partially reduced by the PLC-y2 inhibitor
U73122 (Fig. 7B, compare lanes 5, 8, and 11 vs. lanes 4, 7, and
10, respectively). As expected, Ro318220 blocked PMA-in-
duced ERK phosphorylation, whereas U73122 had no effect.

A

Fig. 6. PI-3K is upstream of Syk and PLC-y2
in T lymphocytes stimulated through CD43.

Activation: -

Finally, the PI-3K inhibitor .Y294002 also diminished ERK
phosphorylation (Fig. 7C, lanes 4, 6, and 8 vs. 3, 5, and 7,
respectively). Overall, these data suggest that in the signaling
pathway leading to the CD43-mediated, intercellular adhesion
of T lymphocytes, Src kinases, PLC-y, PKC, and PI-3K par-
ticipate in ERK recruitment.

p38 has been implicated in actin-filament dynamics in mam-
malian cells [44, 45]. Data from Table 1 and the actin-remod-
eling assays (Fig. 3) suggested that p38 also participated in the
CD43-mediated signaling pathway leading to adhesion. It is
interesting that the CD43-induced p38 phosphorylation was
enhanced by the PKC inhibitor Ro318220 (Fig. 8A, lanes 4,
6, and 8 vs. 3, 5, and 7, respectively) and the PI-3K inhibitor
LY294002 (Fig. 8B, lanes 4, 6, and 8 vs. 3, 5, and 7, respec-
tively), indicating that ERK and p38 are likely activated
through different pathways in response to CD43 signals.

Leflunomide inhibits CD43 signals leading to
homotypic aggregation of T lymphocytes

We evaluated the effect of two drugs known to regulate T
lymphocyte adhesion on the CD43-dependent T lymphocyte
aggregation. Leflunomide is an immunomodulatory drug that
reduces spontaneous clustering of mononuclear cells in rheu-
matoid arthritis patients [46]. Pentoxifylline is a nonselective
phosphodiesterase inhibitor with immunoregulatory and anti-
inflammatory effects [47]. A771726 (200 wM), the active me-
tabolite of leflunomide, induced a significant reduction in the
CD43-mediated homotypic aggregation (Table 1 and Fig. 9A),
whereas pentoxifylline (1 mM) had no effect (Table 1). Fur-
thermore, A771726 partially inhibited actin polymerization
(Fig. 9B). Consistent with previous reports, where A771726
was found to inhibit Fyn and Lck kinase activity [48], we found
that this compound was able to inhibit PLC-y2 (Fig. 9C) and
ERK phosphorylation (Fig. 9D). In contrast, A771726 had no
effect on CD69 expression by T lymphocytes activated through
CD43 (Fig. 9E). These data suggest that leflunomide has a
selective, inhibitory effect on CD43-mediated homotypic ad-
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Fig. 7. Cross-linking CD43 on the surface of T lymphocytes induces Src
kinases and PLC-y-, PI-3K-, and PKC-dependent phosphorylation of ERK. (A)
T lymphocytes preincubated in the presence of PP2 or PP3 or without inhibitor
were further incubated with the anti-CD43 mAb L10 and RaMIG and activated
at 37°C for different periods of time. (B) T lymphocytes pretreated with U73122,
Ro318220, or DMSO were activated at 37°C following stimulation with the
anti-CD43 mAb L10 and RaMIG or PMA. (C) T lymphocytes were preincubated
in the presence of LY294002 or DMSO for 1 h at 37°C. Subsequently, cells were
stimulated with the anti-CD43 mAb L10 and RaMIG and activated at 37°C for
different periods of time. Cell lysates (1X10° cells) were separated by SDS-
PAGE, transferred to nitrocellulose membranes, and immunoblotted with an
anti-pERK mAb. Membranes were stripped and reprobed with an anti-ERK2
polyclonal Ab. The graph represents the phosphorylation fold increase corrected
by the amount of ERK present in each lane. Data shown were reproduced in two
separate experiments.

hesion of T lymphocytes by affecting Src-tyrosine kinase acti-
vation and cytoskeleton rearrangements.

DISCUSSION

A better knowledge of the molecules that regulate cell aggre-
gation as well as of the signaling pathways that participate in
these phenomena is necessary to have a deeper understanding
of the molecular mechanisms involved in extravasation and
migration of leukocytes toward inflammatory foci. Anti-CD43
mAb, such as L11, have been reported to inhibit T lymphocyte
migration toward lymphoid tissues as well as sites of inflam-

mation [31, 32]. In addition, several anti-CD43 mAb have been

A
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1= = = = = P-P38
47 —

12 3456178

found to induce lymphocyte aggregation [29, 39]. Although
several molecules have been identified in the signaling cascade
initiated in response to CD43 engagement, the specific path-
ways involved in T lymphocyte adhesion through this receptor
have not been elucidated yet. Using the homotypic aggregation
of T lymphocytes as a model to study the intercellular adhesion
phenomena triggered through CD43 [49], we identified specific
molecules required for the homotypic aggregation of T lympho-
cytes following CD43 ligation with the L10 mAb. Although the
use of natural ligands is the most physiological way to study the
role of a cell-surface molecule, we mimicked the interaction
between CD43 and its potential ligands with an anti-CD43
mAb instead of the natural ligands, as these molecules (e.g.,
MHC-I molecules or ICAM-1) interact with other important

B
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LY294002 - + -+ - + - +
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Fig. 8. CD43-induced activation of p38 occurs independently of PKC and PI-3K. Purified T lymphocytes were preincubated in the presence of Ro318220 (A),
LY294002 (B), or with DMSO for 1 h at 37°C. Subsequently, cells were incubated with the anti-CD43 mAb L10 and RaMIG or were left untreated and activated
at 37°C for different periods of time. Cell lysates (1X10° cells) were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes, and immunoblotted with
an anti-p-p38 mAb. Membranes were stripped and reprobed with an anti-p38 polyclonal Ab. Data shown were reproduced in two separate experiments.

Layseca-Espinosa et al.

T cell aggregation induced through CD43 1089



A B
L10 A77 L10 A77
-+ - +
+ - + -
+ + + o+
+ ++  +++ 0 10 20 30
Degree of aggregation % increase in F-actin polymerization
Cc D E
Activation - L10 Activation - L10 g
AT71726 - + - + A771726 - + - + s .
75— pY 47— 4w pERK 3g
175 — — _ _ _ PLC42 47 — —— — —~ ERK2 8
123 4 12 3 4 =3 =
10 10" 10* 10* 10¢
FL1-H

Fig. 9. Leflunomide inhibits homotypic aggregation but not activation of T cells. (A, B) T lymphocytes were preincubated in the presence of A771726 or DMSO
for 1 h at 37°C. Subsequently, cells were activated or not with the anti-CD43 mAb L10 and RaMIG, and after 2 h of incubation at 37°C, cells were fixed, and
lymphocyte aggregation (A) and actin polymerization (B) were assessed as described in Materials and Methods. (C, D) Cell lysates (1X10°) of T lymphocytes
preactivated at 37°C for 5 min with the 110 anti-CD43 mAb were separated by SDS-PAGE and immunoblotted with the indicated antibodies. (E) T lymphocytes
preincubated or not with A771726 were stimulated or not with the activating .10 anti-CD43 mAb and analyzed for CD69 expression by flow cytometry. The thin

line corresponds to unstimulated cells; the bold line, to CD43-activated T lymphocytes pretreated with A771726; and the dotted line, to CD43-activated T cells

that were not pretreated with A771726. Similar data were obtained in two separate experiments.

receptors on the T cell. The specific mAb we used has been
shown by us and others to recruit multiple signaling molecules
[21, 23, 24, 50].

Our data indicate that CD43 engagement promotes cell—cell
interactions. It is feasible that CD43 induces homotypic aggre-
gation of T lymphocytes by two distinct mechanisms. CD43
might trigger a signaling cascade that results in cell aggrega-
tion through activation of adhesion molecules such as inte-
grins. Alternatively, CD43 might interact with its putative
ligand(s) [33-35], directly mediating cell-cell interactions.
The fact that anti-CD43 mAb promote homotypic adhesion of
leukocytes through lymphocyte function-associated antigen-1-
dependent and -independent pathways [29] supports either
possibility. Data reported here also provide evidence that
CD43-mediated signals are sufficient to induce cytoskeleton
rearrangements as well as CD43 relocalization to the cell-cell
contact area in resting, normal human T lymphocytes. Further-
more, the fact that in all experiments reported here, anti-CD43
mAb were added in solution suggests that in contrast to what
was previously reported [49], a contact area with a substratum
is not required for the CD43-mediated cell adhesion and CD43
relocalization.

Results from aggregation assays and biochemical data re-
ported here allowed us to identify Lck, Syk, PLC-y2, PKC,
PI-3K, Vav, ERK, and p38 as key components of the CD43-
mediated reorganization of actin cytoskeleton and homotypic
adhesion of human, normal peripheral blood T lymphocytes.
The CD43-induced signaling pathway leading to homotypic
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aggregation of T cells is proposed in Figure 10. CD43 en-
gagement results in Fyn/Lck tyrosine phosphorylation [21, 22],
facilitating the activation of PLC-y2, Syk, and Vav. Recruit-
ment of PLC-y2 and PLC-y-dependent PKC isoforms would
lead to ERK phosphorylation. Conversely, PI-3K could partic-
ipate in Syk and PLC-vy2 activation as well as in the recruit-
ment of novel isoforms of PKC and through them, of ERK [51].
Altogether, these molecules induce rearrangements of the actin
cytoskeleton and contribute to the formation of cell aggregates.

The fact that the PLC-y-specific inhibitor U73122 abrogated
the CD43-mediated homotypic aggregation of T lymphocytes
pointed at this enzyme as an important player in the CD43
signaling pathway leading to cell adhesion. Consistent with
data published by Anzai et al. [52], we found that CD43
engagement resulted in tyrosine phosphorylation of PLC-vy2
but not PLC-y1 (data not shown). Furthermore, we show that
following CD43 ligation, Src kinases, particularly Lck, partic-
ipate in PLC-y2 recruitment, as this molecule was not tyrosine-
phosphorylated in the Lck-deficient but Fyn-positive JCaM.1
cells (Figs. 4 and 5). CD43 engagement also resulted in large
aggregates of Jurkat but not of JCaM.1 cells (data not shown),
suggesting that Lck is necessary for PLC-y2 recruitment and
further downstream events leading to CD43-mediated cytoskel-
eton remodeling and cell—cell aggregation. Our data also sug-
gest that PLC-y2 is downstream of PI-3K in the CD43-medi-
ated aggregation of T lymphocytes. In contrast with our results,
Anzai and colleagues [52] did not observe an active role for
PI-3K in the CD43-mediated adhesion. This discrepancy may
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Fig. 10. Signaling pathway leading to CD43-mediated, homotypic aggrega-
tion of human T lymphocytes. CD43 engagement results in Fyn/Lck tyrosine
phosphorylation, facilitating the activation of PLC-y2, Syk, and Vav. Recruit-
ment of PLC-y2 and PLC-y-dependent PKC isoforms would lead to ERK
phosphorylation. Conversely, PI-3K could participate in Syk and PLC-y2
activation as well as in the recruitment of novel isoforms of PKC and through
them, of ERK. Altogether, these molecules induce rearrangements of the actin
cytoskeleton and contribute to the formation of cell aggregates. Continuous
lines correspond to data reported in this work and dotted lines, to data
previously published.

arise from different experimental systems: They investigated
the signals, delivered by a mAb (DF-T1) that recognizes a
CD43 neuraminidase-sensitive epitope in the myeloid cell line
MO7e, adhered to fibronectin, whereas we analyzed fresh,
normal peripheral blood T lymphocytes stimulated by a mAb
(L10), which recognizes a neuraminidase-resistant epitope.

PLC-y1 and PLC-y2 are expressed in hematopoietic cells.
PLC-v1 is the predominant isoform activated in T cells down-
stream of the TCR, and PLC-y2 has been reported to be critical
for mast cell degranulation, NK cell activation, platelet aggre-
gation induced by collagen, and B cell activation through the B
cell receptor [53, 54]. However, little is known about the role
of PLC-y2 in T cells. The fact that this particular isoform is
recruited in T lymphocytes in response to CD43-specific sig-
nals may help to elucidate the factors that determine the
selective activation of PLC-y isoforms in T lymphocytes and
other cells as well as the functional consequences of this
selection in intercellular adhesion phenomena of T cells.

It has been shown that members of the MAPK family take
part in cell adhesion-related events and that specific isoforms
of PKC are able to recruit ERK to focal adhesions [55, 56]. In
addition, ERK participates in the actin reorganization required
for the establishment of integrin-induced adhesions [57]. Our
experiments using the MEK1/2 inhibitor PD98059 suggest that
ERK is involved in the CD43-mediated cell adhesion. The fact
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that PI-3K and PKC inhibitors abrogated the CD43-dependent
phosphorylation of ERK, whereas the PLC-y inhibitor only had
a partial effect (Fig. 7) suggests that in addition to the PLC-
v2-dependent PKC isoforms, other isoforms, recruited through
PI-3K but in a PLC-y2-independent manner, lead to the
CD43-specific activation of ERK.

p38 MAPK has been implicated in cell adhesion as well as
in monocyte chemotaxis [58, 59]. We found that the p38
inhibitors PD169316 and SB202190 partially blocked the
CD43-mediated homotypic adhesion of human T lymphocytes
(Table 1) and actin cytoskeleton remodeling (Fig. 3), suggest-
ing that p38 also participates in these phenomena. It is inter-
esting that opposed to what we found for ERK, PKC and PI-3K
seem to play a negative, regulatory role on p38 recruitment, as
the CD43-induced phosphorylation of p38 was augmented in
the presence of PKC and PI-3K inhibitors (Fig. 8). PD169316
had no effect on the CD43-dependent ERK phosphorylation
(data not shown), ruling out the possibility that p38 inhibitors
might affect the CD43-mediated activation of ERK and as a
consequence, block lymphocyte adhesion. Overall, our data
suggest that p38 and ERK are recruited through different
pathways in response to CD43 signals, consistent with reports
describing that distinct members of the MAPK family have
differential activation requirements [4, 60]. Additional inves-
tigation will provide information about the specific pathways
involved in these phenomena.

Intercellular adhesion is essential throughout the different
facets of the immune response. It has been postulated that
CD43 is involved in T cell adhesiveness, traffic, homing, and
activation. Certain immunomodulatory drugs exert their action,
at least partially, by regulating the adhesion process of lym-
phoid cells. In patients with rheumatoid arthritis, a decrease of
the spontaneous clustering of mononuclear cells is achieved
after leflunomide therapy [46]. The plasma level of leflunomide
in patients taking 25 mg/day is 190 uM [61]. At this concen-
tration, leflunomide has been reported to inhibit protein ty-
rosine kinases of the Sre family [48]. Data we report here show
that this drug significantly reduces the CD43-mediated aggre-
gation of T lymphocytes, the actin polymerization, and tyrosine
phosphorylation of PLC-y2 and ERK (Fig. 9), suggesting that
by blocking Fyn and/or Lck, leflunomide affects the CD43-
signaling pathway leading to cell aggregation. The fact that
leflunomide did not inhibit CD69 expression on T lymphocytes
suggests that this drug has a selective effect on adhesion/
motility, and it does not seem to affect other facets of T cell
activation. It has been described that expression of CD69
requires activation of members of the PKC family [62]. In our
system, specific PKC isoforms activated by CD43 through a
Sre-independent pathway could mediate the expression of
CD69.

Recently, the interaction of CD43 with the ERM molecules,
a family of proteins linking membrane receptors to the actin
cytoskeleton and participating in cell-shape remodeling, was
found to be essential for CD43 relocalization to the uropod and
formation of the immunological synapse following TCR engage-
ment [27, 28, 49, 63]. Syk has also been shown to participate
in actin cytoskeleton reorganization through the phosphoryla-
tion of Vav [5] and association with ezrin and moesin [64]. In
addition, recent data from our laboratory suggest that {-asso-
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ciated protein-70 (ZAP-70) is also recruited in response to
CD43 [65]. Whether the CD43-induced movement of CD43
toward the cell-cell contact area is also dependent on ERM
function and interaction with Syk or ZAP-70 is under present
investigation.

Our data suggest that CD43 signals participate in T cell
homotypic aggregation through a signaling machinery that in-
volves Sre kinases, PI-3K, PKC, PLC-y2, ERK, as well as p38,
ultimately leading to cytoskeleton remodeling and relocaliza-
tion of CD43 toward the site of cell-cell contact. A better
knowledge of the molecular mechanisms underlying lympho-
cyte traffic and activation will lead to the identification of
targets for new, therapeutic agents aimed to treat diverse
inflammatory disorders.
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Abstract

The turnover of phosphoinositides leading to PKC activation constitutes one of the principal axes of intracellular signaling. In
T lymphocytes, the enhanced and prolonged PKC activation resulting from the engagement of the TcR and co-receptor molecules
ensures a productive T cell response. The CD43 co-receptor promotes activation and proliferation, by inducing IL-2 secretion and
CD69 expression. CD43 engagement has been shown to promote phosphoinositide turnover and DAG production. Moreover,
PKC activation was found to be required for the activation of the MAP kinase pathway in response to CD43 ligation. Here
we show that CD43 engagement led to the membrane translocation and enzymatic activity of specific PKC isoenzymes: cPKC
(o/B), nPKC (¢ and 0), aPKC ({) and PKCp. We also show that activation of PKCH resulting from CD43 ligation induced
CD69 expression through an ERK-dependent pathway leading to AP-1, NF-kB activation and an ERK independent pathway pro-
moting NFAT activation. Together, these data suggest that PKCO plays a critical role in the co-stimulatory functions of CD43 in
human T cells.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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The interaction between the antigenic peptide pre-
sented by the major histocompatibility complex mole-
cules (MHC) on the antigen-presenting cell (APC) and
the T cell receptor (TcR)/CD3 complex on the T lym-
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phocyte is the first requirement to induce an antigen-
specific T cell response. However, T cell activation
depends also on additional signals provided by the
association of co-receptor molecules with their counter-
receptors on the APC. The fact that those co-stimula-
tory signals can be replaced by phorbol esters (PMA),
which bind and activate most members of the family
of protein kinase C (PKC), strongly suggests that some
of the signals delivered through these co-receptors
depend on PKC activation [1-3].

The CD43 molecule is a heavily glycosylated trans-
membrane protein expressed on the surface of most
hemopoietic cells. Its extracellular domain has an elon-
gated structure that protrudes 45 nm from the cell sur-
face. On T cells, CD43 is differentially glycosylated,
generating two major forms: a 113-123 kDa product,
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mainly present on resting CD4" T lymphocytes, and a
125-135 kDa form expressed mostly on CD8" T lym-
phocytes and activated CD4" T lymphocytes (review
in [4]). CD43 engagement has been shown to enhance
TcR-mediated cell proliferation and IL-2 production
in wild type and CD28 /= T cells [5-7]. Furthermore,
CD43-mediated signals were recently shown to enhance
HIV-1-dependent gene expression in response to TcR
ligation [8].

Engagement of CD43 on T cells leads to the interac-
tion of its cytoplasmic domain with the Src-tyrosine ki-
nase family members Fyn [9] and Lck [10]. This
interaction activates both tyrosine kinases resulting in
tyrosine phosphorylation of the CD3 complex { chain
and ZAP-70 [11]. ZAP-70 then phosphorylates down-
stream molecules allowing the formation of macromo-
lecular complexes containing Shc-GRB2-Vav and
Vav-SLP-76 [12]. These early events lead to activation
of the MAP kinase pathway resulting in recruitment of
AP-1, NF-xB, and NFAT transcription factors, ulti-
mately regulating gene expression [12,13].

The PKC family consists of serine/threonine-specific
protein kinases that transduce a plethora of signals
mainly derived from the hydrolysis of phosphatidylino-
sitol 4,5-biphosphate (PIP,). At present, 11 different
PKC isoenzymes have been identified and classified
according to their structure and cofactor requirements
for activation [14]. In addition to the membrane lipid
phosphatidylserine, the classical PKC (cPKC) o, BI/
BII, and vy isoforms require diacylglycerol (DAG) and
Ca®" for activation. In contrast, the novel PKCs
(nPKC) 9, €, n, and 0 isoforms, together with the related
protein PKCp (murine homologue protein kinase D,
PKD) need DAG but do not require Ca** [14,15]. Reg-
ulation of the atypical PKC (aPKC) £ and 1 isoforms has
not been clearly established [16,17]. With the exception
of PKCy, all the PKC isoforms are expressed in T cells
[18,19]. However, among them, PKCH plays a particu-
larly important role in T cell activation. T cell stimula-
tion by TcR ligation induces the translocation of
PKCO to membrane lipid rafts and its localization at
the central core of the supramolecular activation com-
plex (¢SMAC) formed at the contact region between
antigen-specific T cells and APC [20-22]. Studies per-
formed on mature T cells from PKCO~/~ mice [23,24]
and on human T cell lines transfected with constitutive
active or inactive forms of PKC6 [2,25-27] have demon-
strated that activation of Ras, AP-1, NF-xB, and NFAT
are PKCO-dependent events. In addition, PKC6 induces
activation of the c-Jun-N-terminal kinase (JNK),
expression of the IL-2 gene and of the leukocyte early
activation antigen CD69 [2,27-30].

CD43 engagement has been shown to promote phos-
phoinositide turnover and DAG production [1]. Re-
cently, we have shown that IL-2 gene expression
induced in response to CD43 signaling is a Ca®'- and

PKC-dependent event [13] and that PKC activity was re-
quired to trigger the MAP kinase pathway after CD43
ligation [12]. However, it is unknown what members
of the PKC family of proteins are activated after
CD43 engagement. In the present study, we show that
CD43 engagement induces the membrane translocation
and the catalytic activity of specific PKC isoenzymes:
c¢PKC (o/BI-ITI), nPKC (g and 0), aPKC ({), and PKCp
in human T lymphocytes. We also show that, by regulat-
ing MAP kinase activity and the DNA binding of the
AP-1, NF-xB, and NFAT transcription factors PKC6
plays a critical role in the CD43-dependent CD69
expression. Together, our results suggest that CD43
co-receptor functions require PKCO activity.

Materials and methods

Reagents. 110, an IgGl mADb that recognizes CD43 [31], was
purified from ascites on protein A-Sepharose columns or used as
ascites. Rabbit anti-mouse IgG (RaMIg) was generated by repeated
immunization with purified mouse IgG, and anti-mouse IgG immu-
noglobulins were affinity-purified. The anti-CD3 mAb OKT3 (IgG2)
was originally obtained from the American Type Culture Collection.
The antibodies recognizing different PKC isoforms and anti-STATI1
antibody were from Transduction Laboratories. The anti-actin and
anti-c-Fos antibodies were obtained from Santa Cruz Biotechnology.
The anti-CD69 antibody was from Caltag. The protein A— or A/G—
Sepharose was from Zymed Laboratories. Rottlerin, G66976, and
PD98059 were from Calbiochem.

Cell culture. Jurkat cells were cultured in RPMI 1640 (Hyclone)
supplemented with 5% fetal calf serum (Hyclone) and 5% bovine iron
supplemented calf serum (Hyclone), 2 mM L-glutamine, 50 pg/ml
penicillin, 50 pg/ml streptomycin, and 50 pM B-mercaptoethanol.
Peripheral blood T cells were isolated from healthy adult donors by
Ficoll-Hypaque gradient centrifugation, followed by plastic adherence
and nylon wool purification, as described [9]. The resultant purified
cells were predominantly (>85%) OKT3" and LI10T (>95%), as
determined by FACS analysis. Prior to stimulation, cells were washed
and incubated for 2 h in non-supplemented RPMI.

T cell activation. Jurkat cells or purified human T lymphocytes
(2% 107) were incubated in 0.5 ml RPMI for 5 min at room tempera-
ture with L10 (4 pg/ml). Crosslinking and activation were achieved by
adding RaMIg (4 pg/ml) and further incubating the cells at 37 °C for
different times, as indicated in the text. Cells were treated with RoMIg
or with isotype control IgG1, as negative controls. As positive control,
cells were activated with PMA (50 ng/ml). When indicated, rottlerin
(6 pM), PD98059 (50 uM), G66976 (0.5 uM) or the solvent (DMSO)
was added 15 min prior to activation.

FACS staining. Briefly, cells (1 x 10°) were resuspended in 50 ul
phosphate-buffered saline containing 2% fetal calf serum and 1% so-
dium azide (FACS solution) and incubated with anti-CD3 (OKT3),
anti-CD43 (L10), anti-CD69 or isotype control mAbs for 20 min at
4 °C. Cells were washed, resuspended in FACS solution, and fixed with
2% paraformaldehyde. Cells were analyzed with a FACSort with the
CELLQUEST program (Becton and Dickinson).

Immunoprecipitation and immunoblot analysis. Cells were lysed in
100 pl lysis buffer [25 mM Hepes (pH 7.5), 150 mM NacCl, 1.5 mM
MgCl,, 0.2 mM EDTA, 0.5% Triton X-100, 0.5 mM dithiothreitol,
20 mM B-glycerophosphate, 1 mM Na3;VO,, SmM NaF, 4 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 pg/ml leupeptin, and 1 pg/ml aproti-
nin] for 20 min at 4 °C. Cell lysates were spun at 13,000g for 15 min at
4 °C, and supernatants were precleared with protein A—Sepharose for
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at least 2 h at 4 °C prior to immunoprecipitation with the indicated
antibody (1 pg/ml) for 2 h at 4 °C and immune complexes were har-
vested with protein A/G-Sepharose, overnight at 4°C. Proteins from
total cell extracts or immunoprecipitates were resolved on SDS-PAGE
gels and transferred to nitrocellulose membranes (Bio-Rad). Mem-
branes were blocked with 5% non-fat milk in TBS-T [10 mM Tris (pH
7.5), 150 mM NacCl, and 0.1% Tween 20], followed by incubation with
the indicated antibody diluted in 5% non-fat milk or 3% BSA in TBS-
T. After three washes with TBS-T, membranes were incubated with the
appropriate secondary antibody coupled to horseradish peroxidase
(Biomeda). Proteins were visualized by ECL (Amersham—Pharmacia
Biotech), following the manufacturer’s instructions.

In vitro kinase assays. Specific PKC isoforms were immuno-
precipitated from stimulated or control cell lysates as described
above. Immune complexes were washed twice with lysis buffer, twice
with kinase buffer 20 mM Hepes (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 20 mM
B-glycerophosphate, 2 mM Na3;VOy, and 0.1 mM EGTA (PKC6) or
0.1 mM CaCl, (cPKC)] and incubated at 30 °C for 20 min with 25 pl
of kinase buffer containing 10 uCi [y-**PJATP (3000 Ci/mmol, NEN,
Boston, MA), 100 uM ATP, and 2.5 pg myelin basic protein (MBP)
as exogenous substrate [30]. The reaction was centrifuged and the
supernatant was mixed with an equal volume of 2x SDS-PAGE
loading buffer, while the A/G-Sepharose beads were mixed with
20 ul of 2x SDS-PAGE loading buffer. Proteins were separated by
SDS-PAGE and radiolabeled MBP was visualized by X-ray film
exposure. The amount of precipitated PKC was determined by
Western blot analysis and the amount of MBP by Coomassie blue
staining.

Subcellular fractionation. Experiments were conducted basically as
described [32] with the following modifications. Cells were resuspended
in cold hypotonic buffer [42 mM KCl, 10 mM Hepes (pH 7.5), S mM
MgCl,, and 10 pg/ml each aprotinin and leupeptin] and incubated at
4 °C for 20 min, transferred to a 1 ml syringe, and sheared by being
passed 10 times through a 29-gauge needle. Lysates were centrifuged at
200g for 10 min at 4 °C to precipitate nuclei, and the supernatant was
collected and centrifuged at 100,000g for 1 h at 4 °C (cytosolic frac-
tion). The pellet (membrane fraction) was resuspended in 100 pl of lysis
buffer and vortexed for 20 min at 4 °C. Samples containing 10° cellular
equivalents of membrane fraction were separated by SDS-PAGE and
immunoblotted with the appropriated Ab.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA). Nuclear extracts were
prepared from stimulated and unstimulated T cells as previously de-
scribed [33,34]. Binding reactions were carried out using 2 pg nuclear
proteins and [**P}JdCTP-end labeled double-stranded oligonucleotide
probes containing an NFAT binding site from the proximal 1L-4 gene
promoter [35], an AP-1 binding site from the collagenase gene pro-
moter [36], NF-«kB binding site from the mouse « intron enhancer [37]
or a consensus SP-1 binding site. Samples were separated by electro-
phoresis under non-denaturing conditions and exposed to film for
autoradiography.

Transfection. Jurkat cells were transfected with expression vectors
encoding for wild type PKCO or a dominant negative PKC6O mutant [2]
using the cell line nucleofector kit V from Amaxa, following Amaxa’s
optimized protocol. Transfected cells were cultured for 24 h before
stimulation; after 8 h stimulation, cells were harvested and nuclear
extracts were prepared.

Results

CD43 induces the translocation to the membrane of
PKCalp, ¢ 0, {, and p

Several lines of evidences suggested that members of
the PKC family were involved in the CD43-dependent

T cell activation [1,13,38]. However, it is presently un-
known whether PKC is directly activated in response
to CD43 engagement. As a first step towards under-
standing the role of these enzymes in the CD43 signaling
pathway, we initially characterized the profile of PKC
isoforms present in Jurkat cells and normal human T
lymphocytes. Immunoblot analysis of whole cells ex-
tracts with antibodies specific for different PKC iso-
forms revealed that, consistent with previously
published data [39,40], Jurkat cells and normal human
T lymphocytes expressed the following PKCs: ¢cPKC:
o and BI/BIL; nPKC: ¢, 0, and §; aPKC: 1 and { as well
as PKCp (data not shown).

Taking advantage of the fact that in resting cells,
PKCs have preferentially a cytoplasmic distribution
and become membrane-associated upon activation
[41], we investigated which PKC isoenzymes were re-
cruited to the membrane in response to CD43 engage-
ment. T cells were stimulated with the anti-CD43 L10
mADb for different periods of time, or with PMA as a po-
sitive control, and the presence of specific PKC isoforms
in the membrane fraction was evaluated. In Jurkat cells,
CD43 activation induced a transient translocation to the
membrane of a slow migrating form of the cPKCa/ iso-
forms, peaking at 5 min and decreasing to undetectable
levels after 15 min stimulation. Phosphorylation of the
membrane-bound form of PKCa/p results in its activa-
tion and slow mobility in SDS-PAGE [42,43], suggest-
ing that CD43 engagement results in translocation to
the membrane of active cPKCo/B. PMA treatment
clearly enhanced the levels of PKCo/f on the membrane
fraction. However, in agreement with previously pub-
lished data PMA treatment did not result in a change
in the mobility of PKCa/p [44]. Similar levels of CD43
were found in all lanes indicating equal protein loading
(Fig. 1A). CD43 engagement resulted also in activation
of novel PKC isoforms. PKCe and PKC6 translocated
to the membrane after 1 min stimulation and remained
so until 15 min following activation, whereas the distri-
bution of PKCS was not affected. In contrast, PMA in-
duced the translocation to the membrane of all nPKC
isoforms (Fig. 1B). Crosslinking CD43 for 5 min re-
sulted in transient translocation of the aPKC{ isoen-
zyme to the membrane, while the levels of PKCt
remained stable, as compared to control cells. Both
aPKC isoenzymes were resistant to PMA-activation
(Fig. 1C), as previously reported [45]. Finally, a tran-
sient enhancement in the levels of PKCp detected in
the membrane fraction was found as a result of CD43
activation, peaking at 5 min stimulation and decreasing
after 15 min to levels lower than those found in control-
treated cells. PMA stimulation resulted also in mem-
brane translocation of PKCpu (Fig. 1D). These results
suggest that the CD43 signaling pathways involve the
activation of ¢PKCa/B, nPKCO and g, aPKC{, and
PKCp.
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Fig. 1. CD43 induces the translocation to the membrane of PKCo/B, €, 0, {, and p. Jurkat cells were activated as described under Materials and
methods with RaMIg only (“C”), the anti-CD43 L10 mAb or PMA. Membrane fractions were prepared and the levels of (A) PKCo/B, (B) PKCe,
PKCH, and PKC3, (C) PKCt and PKCC, and (D) PKCp were determined by Western blot analysis. CD43 levels were determined as loading control

(bottom panel). Results are representative of three independent experiments.

CDA43 engagement promotes PKCO and PKColf
catalytic activity

PKCO and PKCa/B have been shown to play a role in
Ag-dependent T cell activation [23,24,46-48]. Since we
had found that the CD43-dependent signals resulted in
membrane translocation of PKCO and PKCa/B, we
evaluated whether CD43 engagement promoted also
their kinase activity. In vitro kinase assays were per-
formed on PKC6 and PKCa/B immunoprecipitates ob-
tained from Jurkat cells or human peripheral blood T
lymphocytes activated with the anti-CD43 L10 mAb.
PKCB6 activity resulting of crosslinking CD43 on Jurkat
cells (Fig. 2A) or normal T lymphocytes (Fig. 2B) fol-
lowed a very similar kinetics, with maximum enzymatic
activity at 1 and 5 min after activation. PKCO kinase
activity after CD43 engagement was approximately 3-
fold above the levels observed in RaMIg-treated cells.
Whereas, PKCa/B kinase activity was increased 2-fold
in Jurkat cells (Fig. 2C) as well as in human T lympho-
cytes (Fig. 2D), 1 min after CD43 engagement. As ex-
pected, PMA treatment enhanced PKC6O and PKCo/p
catalytic activity (Figs. 2A-D). Thus, engagement of
the CD43 molecule in human T cells induces PKCO
and PKCo/f enzymatic activity.

Activation of the MAP kinase pathway induced
through CD43-mediated signals is PKCO-dependent

We have previously shown that crosslinking CD43 on
the T cell surface leads to activation of the ERK MAP
kinase [12]. To further delineate the role of members

of the PKC family in the CD43-mediated signals, we
investigated the participation of PKC6 and/or PKCa/
B in ERK 1/2 MAP kinase activation by using rottlerin,
a selective PKCO inhibitor, or G66976, a cPKC isoen-
zyme inhibitor [49,50]. As previously reported [12],
engagement of CD43 on Jurkat cells resulted in a
time-dependent ERK phosphorylation (Fig. 3). How-
ever, when cells were pre-incubated with rottlerin,
ERK activation was abrogated. Similarly, PMA-medi-
ated ERK phosphorylation was reduced in the presence
of rottlerin (Fig. 3A). In contrast, the selective cPKC
inhibitor, G66976, had no negative effect on the
CD43-induced ERK activation, yet it reduced ERK
phosphorylation levels induced in response to PMA
stimulation (Fig. 3B). Equivalent amounts of protein
were present in all lanes as determined by blotting the
same membranes with anti-actin antibody. At the con-
centration used, rottlerin (6 pM) and G66976 (0.5 uM)
selectively inhibited PKCO and PKCa/B, respectively,
as determined by in vitro kinase assays (data not shown)
in agreement with previously published data [51]. Thus,
these results suggest that although CD43 can activate
PKC6 and PKCo/B, PKCO but not PKCa/p is involved
in the early activation of ERK resulting from CD43
engagement.

PKCO is required to induce AP-1, NF-kB, and NFAT
DNA binding in response to CD43 engagement

Receptor-induced AP-1, NF-kB, and NFAT activa-
tion has been shown to be deficient in PKC6 knockout
T lymphocytes [23,24]. Since we had previously shown
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blue staining (middle panel). The actual amount of PKC present in each lane was determined by Western blot analysis with anti-PKC6 or PKCo/8
antibodies (bottom panel). “Fold Increase” represent the phosphorylation levels of MBP corrected for the amount of MBP present, and PKC6 or
cPKC immunoprecipitated in each experimental condition was compared with the value obtained in control cells. A representative experiment of
three is shown.
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Fig. 3. Activation of the MAP kinase pathway induced in response to CD43-mediated signals is PKC0-dependent. Jurkat cells were activated with
RoMlIg (“C”), with the anti-CD43 L10 mAb or with PMA. Before activation, cells were incubated with rottlerin (A) or G66976 (B). Whole cell
extracts were prepared and the levels of phosphorylated ERK (p-ERK) were determined by Western blot analysis. The levels of actin were

determined as a loading control.

that in human T cells, CD43 signaling enhances AP-1,
NF-kB, and NFAT DNA binding activity [13], we
investigated whether the positive effect on the DNA
binding activity of these transcription factors in re-
sponse to CD43 ligation was mediated through a
PKC6-ERK pathway. Blocking PKC6 or MEK activa-
tion with rottlerin or PD98059, respectively, reduced
AP-1 DNA binding activity in response to CD43
engagement (Fig. 4A), while consistent with data pre-
sented above, the cPKC inhibitor, G66976, had a minor
effect on AP-1 binding. These results suggest that PKC0O
and ERK activation is required to promote AP-1 DNA
binding activity in response to CD43 crosslinking.

In T cells, TcR activation up-regulates c-Fos expres-
sion, resulting in AP-1 binding activity and transactiva-
tion of target genes such as the IL-2 gene [52]. c-Fos
expression depends, at least in part, on activation of

the transcription factor Elk1 through the ERK pathway
[53-55]. Since our data suggested that ERK activation
was downstream of PKC0 in the CD43-mediated signal-
ing cascade leading to AP-1 DNA binding, we tested
whether PKCO activation was required to induce c-Fos
expression in response to CD43 engagement in T cells.
The levels of the c-Fos protein detected in nuclear ex-
tracts from CD43-activated Jurkat cells were higher
than those found in control cells. This was prevented
by the PKCO inhibitor rottlerin, while blocking MEK
or cPKCa/B catalytic activities had no effect on the lev-
els of c-Fos found in the nucleus of CD43-stimulated
cells (Fig. 4B). CD43 engagement did not alter STAT-
1 protein levels (Fig. 4B), indicating that the increase
in c-Fos levels is specific and that it does not reflect a
generalized effect on gene expression. This also shows
that at the concentrations used the PKC inhibitors did
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Fig. 4. PKCO activation is required to induce AP-1, NF-kB, and NFAT DNA binding in response to CD43 engagement. (A) Jurkat cells were
stimulated as described under Materials and methods with RaMIg only (“C”) or the anti-CD43 mAb L10 for 8 h. Where indicated, cells were
stimulated in the presence of rottlerin (Rott), PD98059 (PD98), or G56976 (G669). Nuclear extracts were prepared and the AP-1 binding activity was
determined by EMSA analysis. (B) Nuclear extracts were prepared from cells stimulated as described in (A) and the levels of c-Fos and STAT-1 were
determined by Western blot analysis. (C) Cells were treated as in (A) and nuclear extracts were used to determine NF-kB binding activity by EMSA
analysis. (D) Jurkat cells were stimulated with the anti-CD43 L10 mAb in the presence or absence of rottlerin. Total cell extracts were prepared and
the levels of IkB-f and actin were determined by Western blot analysis. (E) Nuclear extracts from Jurkat cells stimulated as in (A) and were used to
determine NFAT DNA binding activity by EMSA analysis. (F) Jurkat cells transfected with wild type PKC6 (WT) or with a dominant negative
PKCO mutant (K/R) were stimulated with isotype control antibodies (IgG1) or with the anti-CD43 mAb L10 for 8 h and nuclear extracts were used
to determine NFAT and SP1 binding activity. Similar results were obtained in two independent experiments.

not have a pleiotropic effect on the cell metabolism. tor IxB, which maintains NF-kB in an inactive form
These results indicate that PKC6 regulates AP-1 DNA in the cytoplasm [56,57]. Consistent with NF-«B activa-
binding activity by inducing c-Fos expression in re- tion following CD43 engagement, CD43 ligation re-
sponse to CD43-specific signals. sulted also in IxB degradation, in a PKC6-dependent

PKCO has also been shown to be required for NF-xB fashion (Fig. 4D). These results suggest that the
activation [2,23,26]. To test whether PKCO played a role CD43-induced NF-xB DNA binding activity is depen-
in the NF-kB activation mediated by CD43 signals, the dent on PKCH and ERK activation.

NF-kB DNA binding activity of nuclear extracts ob- It was recently shown that following TcR engage-
tained from Jurkat cells stimulated with the mAb L10 ment, PKCO regulates the DNA binding activity of
was evaluated in the presence of PKCO or MEK inhib- NFAT by modulating IP; and Ca®" levels [24]. Since
itors. The induction in NF-kB DNA binding activity ob- CD43 engagement results also in activation of this tran-
served after CD43 engagement was partially abrogated scription factor [13], we assessed whether the CD43-in-
by rottlerin or PD98059 (Fig. 4C). In contrast, prevent- duced NFAT DNA binding activity was mediated by
ing cPKC activation with the inhibitor G66976 had no PKC6 activation. Nuclear extracts obtained from Jurkat

effect on the CD43-induced NF-kB DNA binding. Acti- cells stimulated through CD43 were tested for NFAT
vation of NF-kB requires the degradation of its inhibi- DNA binding activity. Interestingly, the CD43-medi-
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ated NFAT binding activity was completely blocked by
rottlerin, while G66976 had no effect (Fig. 4E). Contrary
to AP-1 and NF-xB, inhibition of ERK did not affect
NFAT binding activity (Fig. 4E). The fact that similar
levels of SP-1 DNA binding activity were observed in
extracts from all experimental conditions (Fig. 4E) indi-
cates that the differences in NFAT DNA binding activ-
ity observed were not due to differences in the quality of
the nuclear extracts. To confirm that the effect of rott-
lerin on the NFAT binding activity was due to the spe-
cific inhibition of PKC6, Jurkat cells were transfected
with expression vectors encoding wild type or a domi-
nant negative PKCO mutant and the DNA binding
activity of NFAT was determined after CD43 engage-
ment. In contrast to wild type PKC8, expression of the
dominant negative PKCO mutant abolished the NFAT
binding activity resulting from CD43 ligation (Fig.
4F). The effect of the dominant negative PKCO mutant
on NFAT binding was specific since the binding of the
SP1 transcription factor was not affected (Fig. 4F). To-
gether, these results suggest that in response to CD43
engagement, PKCO but not PKCa/ regulates activation
of AP-1 and NF-kB by an ERK-dependent pathway.
Furthermore, these data also suggest that PKCH regu-
lates NFAT activation, independently of the ERK
pathway.

The CD43-dependent CDG69 expression requires PKCO
activation

In T cells, PKCO has been implicated in regulating
the expression of CD69 following CD3, CD3/CD28
or PMA activation, through activation of AP-1, NF-
kB, and NFAT [23,26,58,59]. We have shown that
CD43 ligation induces CD69 expression in Jurkat cells
[13]. Since, CD43 engagement resulted in activation of
these transcription factors in a PKC6-dependent man-
ner, we evaluated the participation of PKCO in the
CD43-dependent CD69 expression. As previously re-
ported, ligation of CD43 with the L10 mAb for 24 h
induced CD69 expression in Jurkat cells (Fig. S5A)
and human T lymphocytes (Fig. 5B). In the presence
of rottlerin, CD69 expression was inhibited by 86%
in Jurkat cells (Fig. 5C), whereas in human peripheral
blood T cells a 50% inhibition was observed (Fig. 5D).
In the presence of the MEK selective inhibitor
PD98059, the CD43-dependent CD69 expression was
reduced by 50% in Jurkat cells and 35% in human T
Ilymphocytes (Figs. 5C and D, respectively). In con-
trast, impairing the PKCo/B catalytic activity with
the inhibitor G66976 in Jurkat cells or human T lym-
phocytes had no effect on the CD43-mediated CD69
expression. The increase in CD69 expression was spe-
cific for CD43 signals, since only 1% of the total cells
were CD69" when cells were incubated with an isotype
control antibody (IgGl), in the absence or presence of
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Fig. 5. CD43-dependent CD69 expression requires PKCO activation.
(A) Jurkat cells (1 x 10%) or (B) human T lymphocytes (1 x 10%) were
stimulated for 24 h as described under Materials and methods with
isotype control antibody (IgG1) or with the anti-CD43 L10 mAb, then
cells were stained and CD69 expression was evaluated by flow
cytometry. (C) Jurkat cells or (D) human T lymphocytes were
incubated with rottlerin, G66976, or PD98059 for 15 min before
activation and the expression of CD69 was determined 24 h later by
flow cytometry, data represent the average of three independent
experiments.

rottlerin (Figs. 5C and D, and data not shown). These
results suggest that activation of PKCO and ERK is
necessary to induce CD69 expression in response to
CD43 engagement.

Discussion

CD43 has been implicated in T cell activation, IL-2
production, and proliferation [5,6,10,13]. Although, a
role for members of the PKC family has been suggested
in the CD43-dependent activation of T lymphocytes
[1,38,60], the direct participation of members of this
family of kinases remains to be demonstrated. Here we
show that in human T cells, CD43 ligation boosted the
levels of membrane-bound PKC, particularly that of
the cPKCa/B, the nPKCe and 6, the aPKC{ isoforms
as well as PKCp. Activation of ¢cPKC (a/B), nPKC (¢
and 0) by CD43 is consistent with their requirement
for DAG and Ca®" for being activated and with the fact
that CD43 engagement results in DAG generation and
Ca”" mobilization [1]. Activation of PLCy plays a cen-
tral role for DAG production and increase in Ca>" levels
through IPs-induced release, ultimately leading to PKC
activation. We have shown that PLCy-2 is activated in
response to CD43 engagement [61] and that activation
of PKCa/p as well as of PKCHO can be prevented with
the PLCy inhibitor U73122 (data not shown). Overall,
these data suggest that in human T cells, CD43 ligation
induces the enzymatic activity of PLCy, increasing the
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levels of DAG and Ca®*, ultimately leading to activa-
tion of ¢cPKCo/p and nPKC (g and 0).

The activation of PKCH has been shown to activate
PKCp in T cells [62], in agreement with this the activa-
tion of PKCO precedes the recruitment to the membrane
of PKCp in response to CD43 engagement, thus it is pos-
sible that the activation of PKCp resulting from CD43
ligation is mediated by PKC6. Although, there is exper-
imental evidence suggesting that the activation of PKC{
may involve a PI3K-dependent pathway [63] and CD43
ligation promotes PI3K activity ([38], Oceguera-Yanez
unpublished data), the molecular mechanism by which
CD43 ligation leads to PKC{ activation remains to be
elucidated.

CD43 engagement resulted not only in the membrane
localization of ¢cPK Ca/B and PKCO molecules but it in-
duced also their kinase activity in Jurkat cells as well as
in human peripheral T lymphocytes. We have previously
published that PKC activation was necessary to pro-
mote ERK activation in response to CD43 engagement
[12]. Data presented here point that PKCO but not
PKCo/P activity is required to activate ERK in response
to CD43. Interestingly, in Y6 human T lymphocytes
stimulated with a isopentenyl pyrophosphate from
mycobacterium, the cPKCa/p isoforms have been found
to induce ERK activation [64]. Altogether, this suggests
that the specific PKC isoform activating the ERK path-
way in a given cell type may be determined by the recep-
tor engaged. Moreover, the fact that PKC6-deficient
mice show no defect in ERK activation in response to
TcR/CD28 ligation [23,24] suggests that the activation
of ERK by PKCO may be a species- or cell-specific
mechanism.

In human T cells, CD43 engagement promotes the
expression of several genes involved in innate and
adaptive immunity [13,65,66], and whose expression de-
pends on the activation of transcription factors such as
AP-1, NF-xB, and NFAT. We had previously shown
that ligation of CD43 on human T cells promotes the
DNA binding activity of AP-1, NF-xB, and NFAT
[13]. The data we present here suggest that, PKC6 par-
ticipates in the CD43-dependent signaling leading to
activation of these transcription factors, since the
PKC6O catalytic activity was required to enhance c-
Fos expression and AP-1 DNA binding activity.
Although the ERK pathway has been shown to be re-
quired for AP-1 recruitment as well as for c-Fos
expression by inducing binding of Elk-1 to the SRE
[53,54], preventing ERK activation with the MEK
inhibitor PD98059 had no effect on c-Fos expression
in response to CD43 engagement. This result suggests
that the effect of PKCO on c-Fos expression is indepen-
dent of ERK activation, and that PKC6 may use an
alternative pathway to regulate SRF or Elk1 transcrip-
tional activities to promote c-Fos expression. In agree-
ment with this, PKCa and PKCe have been shown to

induce the transcriptional activity of SRF independent
of ERK activation [67].

Induction of NF-kB by PKC8 involves the partici-
pation of the IxB kinases (IKKa or B) [26]. Active
IKKs phosphorylate IkB at specific amino-terminal
serine residues, allowing its ubiquitination and degra-
dation by the 26S proteasome [68]. The fact that the
IxB-B degradation and the NF-kB DNA binding activ-
ity we found were dependent on the catalytic activity of
PKCO suggests that the PKCO molecules recruited in
response to CD43 signals lead to NF-«B activation
through an IKK-dependent mechanism. Moreover,
consistent with the activation of both IkB kinases
through the MAP kinase pathway [69,70], the CD43-
mediated activation of NF-kxB was also dependent on
the ERK kinase pathway. The activation of IKK in re-
sponse to CD43 engagement in human T cells remains
to be documented. The fact that the NF-«xB DNA
binding activity was not completely prevented by rott-
lerin suggests that additional PKC isoforms such as
PKCe [71] and PKC( [72] or PKC independent mech-
anisms may also play a role in NF-kB activation in re-
sponse to CD43 engagement.

The first genetic analysis of PKC8 indicated no phys-
iological role for this isoenzyme in the TcR/CD28-in-
duced NFAT activation, yet it confirmed its role in
AP-1 and NF-xB activation [23]. However, in a second
independent study, PKCO deficiency abrogated the
TcR/CD28-dependent NFAT activation, suggesting
that PKCO participates in NFAT activation [24]. Con-
sistent with this, we show that NFAT activation in re-
sponse to CD43 ligation on human T cells requires
PKCO kinase activity, since the addition of rottlerin
abrogated the CD43-induced NFAT binding activity.
The possibility that the effect of rottlerin on NFAT
binding was due to the inhibition of another atypical
PKC was ruled out by the fact that a dominant negative
PKC6 mutant prevented NFAT binding activity. This,
together with the fact that CD43 engagement did not in-
duce the membrane localization of PKCd and failed to
induce the phosphorylation of PKC8 on Thr’*® (data
not shown), which has been shown to correlate with
PKC3d activation [73], strongly suggests that the effect
of rottlerin on NFAT binding resulted from the specific
inhibition of PKCO. The data obtained with T lympho-
cytes from the PKCO-deficient mice indicate that PKC6O
is necessary for the generation of IP; and for the sus-
tained Ca*" mobilization needed to maintain NFAT in
the nucleus in response to TcR engagement [24].
Although in murine T cells it is possible that PKC8 is
an upstream regulator of PLCy, in human cells however,
PLCy is required for PKC6 activation in response to
TcR/CD28 engagement [74]. In the CD43 signaling
pathway, PKCO is most likely located downstream of
PLCY, since preventing PLCy activity with the inhibitor
U73122 blocked PKCH activation (data not shown).
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Therefore, we propose that activation of PLCy by CD43
promotes on one hand, the rise in Ca?" concentration
induced by IP3 and on the other hand the activation
of PKCO by DAG. PKCO may in turn lead to further
rise in Ca®" levels by opening membrane Ca”>" channels
[75]in order to reach the critical Ca®* concentration re-
quired for NFAT activation.

PKCO/~ T lymphocytes show defects in CD69
expression and proliferation as a result of impaired
TcR-induced IL-2 production [23]. In Jurkat cells, re-
cent experimental evidence indicates that PKCO is
important for the TcR/CD28-dependent NFAT activa-
tion and CD69 expression [2,30,76]. We had previously
reported that ligation of the CD43 molecule induced
CD69 expression [13]. Here we provide evidence that
CD69 up-regulation in response to CD43 engagement
is dependent on PKC6 activity in Jurkat cells and par-
tially dependent in human peripheral T lymphocytes.
Activation of PKCO and the subsequent recruitment of
NF-kB and NFAT resulting of CD43 engagement is
probably not exclusive of the CD69 or IL-2 genes [13]
but constitutes rather a general mechanism through
which CD43 signaling modulates gene expression during
immune response. Consistent with this, the CD43-de-
pendent co-stimulatory signals were found to enhance
the TcR-induced HIV transcription and virus produc-
tion through a mechanism involving the participation
of NF-kB and NFAT [8].

The fact that almost all PKC isoforms are expressed
in T cells suggests overlapping functions for these ki-
nases. However, the results from the PKCO-deficient
mice show that this isoform plays an important role in
the TcR/CD28-mediated activation. Data we report
here indicate that following CD43 engagement on hu-
man T lymphocytes, PKC6 promotes activation of the
AP-1, NF-xB, and NFAT transcription factors, regulat-
ing specific biological responses such as IL-2 production
and CD69 expression. Although the precise role of the
additional PKC isoforms recruited in response to
CD43 ligation (a/B, €, {, and p) remains to be investi-
gated, it is tempting to think that they may be involved
in distinct CD43-induced biological functions such as T
cell adhesion, polarization, and migration.
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