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RESUMEN

La interaccion entre el Receptor de célula T (TRl complejo formado por una molécula
codificada en el Complejo Principal de Histocomphtlad (MHC) y un péptido antigénico (AQ)
induce la activacion de linfocitos T (LT) durante fespuesta inmune adaptativa. La interaccion
TCR-MHC/Ag inicia varias cascadas de sefalizaclés,cuales involucran cinasas de tirosina y
segundos mensajeros como®Canositol trifosfato y AMPc, los cuales a su veegulan la
actividad de diferentes factores de transcripc®n.embargo, las sefiales dependientes del TCR no
son suficientes para promover la activacion corapti los LT, las sefiales coestimuladoras de
moléculas como CD4, CD8, CD2, CD28 y CD43 son sa&tas para la proliferacion,
diferenciacién y la produccion de citocinas. Laiwation del TCR en ausencia de sefales
coestimuladoras induce un estado hiporesponsivoocidm como “anergia’, el cual esta
caracterizado por una disminucion de la producd@dlL-2 y en consecuencia de la proliferacién
celular, asi como un incremento en la expresiomadg&culas con un papel regulador negativo
como CTLA-4.

Previamente en el laboratorio se demostré quedaales de la molécula coestimuladora CD43
disminuyen el umbral de activacion de los LT, antifactores de transcripcion comoi AP-1

y NFAT, aumentan la produccion de IL-2 y la praifeion. Cuando las sefales del TCR anteceden
a las de CD43 por no mas de 30 minutos, los LTcapaces de producir IL-2. Lo que nos indica
que hay una ventana de tiempo en la que las saef@leéb43 pueden prevenir el estado de anergia.
Dado que la expresion de IL-2 es esencial paradéfgracion y activacion de los LT, que en
células anérgicas factores de transcripcion pestemies a la familia de CREB como CREM
regulan negativamente la produccién de IL-2 y @sesefiales coestimuladoras de CD43 previenen
el estado anérgico, proponemos que CD43 modulalah&e entre los factores de transcripcion de
la familia de CREB que regulan negativamente (CREMbsitivamente (CREB) la produccién de
IL-2.

De acuerdo con esta hip6tesis, aqui mostramosagusefiales coestimuladoras de CD43 inducen la
activacion de CREB a tiempos cortos (10 min) de emandependiente de PKA y que su
fosforilacion se mantiene a tiempos largos (24hjoteen LT de sangre periférica como células
Jurkat. Por otra parte, encontramos que las sefiabsgtimuladoras de CD43 inhiben la unién de
CREM al promotor de IL-2.

En conclusion, las sefiales de CD43 pueden pregkagtado de anergia modulando positivamente
la transcripcion de IL-2 al inducir la activacioe €REB e inhibir la union de factores que lo

regulan negativamente como CREM.



1. Introduccioén

1.1 Respuesta Inmune

El sistema inmune de los mamiferos esta constitpmodiferentes moléculas y tipos
celulares encargados de proteger al organismo elgesyajenos a éste, entre los cuales
estan bacterias, virus, protozoarios, hongos @isnctompuestos quimicos inorganicos;
Las moléculas de estos patdgenos a las cualesese amticuerpos o el TCR se les
denomina antigenos (Ag). La respuesta inmune exvento finamente regulado y para
fines préacticos, se divide en respuesta inmunetanpa@n respuesta inmune adaptativa.
En términos evolutivos, la respuesta inmune ineatilogenéticamente mas antigua que
la respuesta inmune adaptativa. Esta Ultima agareni los primeros vertebrados
mientras que la respuesta inmune innata es un msevame defensa que se encuentra
desde organismos invertebrados hasta organismiebreios (revisado en Du Pasquier,
2001).

1.2 Respuesta Inmune Innata

La respuesta inmune innata es una respuesta ragidalla participan principalmente
barreras fisicas (piel, epitelios) y quimicas (motgrimas, saliva, pH, péptidos
antimicrobianos), células fagociticas (neutrofyomacrofagos), células liticas (NK, del
inglés “Natural Killer”), proteinas del torrentengmineo (Sistema del Complemento y
mediadores inflamatorios) y citocinas, las cuales secretadas por las células del
sistema inmune e inician cascadas de sefaliza@émahera autdcrina o paracrina
(revisado en Medzhitov, 2007). Las células quei@pan en esta etapa se caracterizan
porque sSus componentes reconocen estructuras @sincenservadas entre agentes
infecciosos y por tanto, no diferencia entre urbgano y otro de manera especifica.

A pesar de que el sistema inmune innato es muyeefe algunos patdgenos logran
evadir la respuesta montada por esta primera lieedefensa, por lo que se requiere
generar otro tipo de respuestas, esto ocurre gulamespuesta inmune adaptativa. Sin
embargo, funcionalmente no hay divisiones estrietatse los mecanismos de defensa

utilizados en la respuesta inmune innata y en $puesta inmune adaptativa, por el



contrario, dichos mecanismos se regulan unos a.otro

1.3 Respuesta Inmune Adaptativa

El sistema inmune adaptativo se caracteriza pdenr la capacidad de reconocer a
cada antigeno (Ag) especificamente, esto es, fidisé” entre un patégeno u otro, e
incluso puede discriminar entre diferentes domiiedas moléculas que lo constituyen
(epitopes) (revisado en Santana & Rosenstein, 20D8ner la capacidad de reconocer
alrededor de 25xfodiferentes epitopes a través del receptor paaatajeno de células
T aff (TCR; del inglés “T Cell Receptor”) (Arstikt al., 1999) vy iii) ser capaz de generar
memoria, de modo que puede montar una respuestané de manera mas rapida
cuando ocurre una segunda exposicion a un antiffensado en Freitas & Rocha,
2000). El sistema inmune adaptativo se auto-regal@ mantener la homeostasis y
normalmente, no reacciona contra epitopes de makqropias del organismo. Las
células efectoras de la respuesta inmune adaptadivéos linfocitos T (LT) y linfocitos

B (LB), de modo que la respuesta inmune adaptativede clasificarse a su vez, en
respuesta inmune celular y humoral (revisado eitdsr& Rocha, 2000). En la respuesta
inmune celular, los LT regulan la eliminacién deggenos mediante la produccion de
citocinas (LT cooperadores) y a través de contactdala-célula (LT citotoxicos),
mientras que en la respuesta humoral los LB lo avediante la produccion de
anticuerpos. En funciébn de la naturaleza de lodganbs, se generan diferentes
mecanismos de defensa, esto le confiere como edstitta la especializacion (revisado
en Abbas & Lichtman, 2003).

La eliminacion de patégenos mediante la respuestane adaptativa involucra varias
etapas: el reconocimiento del antigeno, la expansibnal de las células que
reconocieron dicho antigeno, la diferenciacion stascélulas en poblaciones antigeno
especificas y finalmente, la fase efectora, enutaaj antigeno es eliminado (revisado en
Santana & Esquivel-Guadarrama, 2006). Posterioensatrequiere detener la respuesta
inmune para regresar a un estado de homeostagis, @b la cual muchas de las células
involucradas sufren apoptosis y solo unas célutéigeno-especificas sobreviven para
generar memoria.

Existen dos poblaciones de LT, caracterizadosgexpresion de proteinas de superficie
especificas (marcadores moleculares): LT coopeeadtws cuales expresan la proteina

CD4vy LT citotoxicos que expresan la proteina CD8 @atb en Freitas & Rocha,



2000). Los antigenos son presentados medianteiglus de moléculas del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC; del inglésM&jor Histocompatibility
Complex”), el MHC | y el MHC I, reconocidos pordd_T citotoxicos y cooperadores,
respectivamente (revisado en Freitas & Rocha, 2000)

El MHC clase | es expresado por todas las célulateadas y consiste en dos cadenas
polipeptidicas unidas de manera no covalente, der@ y la f,-microglobulina. Los
dominiosa 1 y a2 del extremo amino-terminal de la caden@rman el surco de union
para el péptido presentado, mientras que el segm@nste pliega en un dominio de
inmunoglobulina conservado en todas las molécudasitHC |, el cual sirve como sitio
de unién con CD8. Por otro lado, el MHC Il se esprainicamente en células
presentadoras de antigeno (APC; del inglés “Antigersenting Cell”), categoria en la
gue se encuentran las células dendriticas, mac®fdigfocitos B, células endoteliales
vasculares, células epiteliales y células meserajasn EI MHC Il consiste de dos
cadenas polipeptidicasy p unidas no covalentemente. Los segmentos aminanalr
dea y B, al y Bl respectivamente, interaccionan para formar elosde union al péptido
presentado, mientras que los extremds y f2 se pliegan en un dominio de
inmunoglobulina y e$2 el dominio que interactia con CD4 (revisado erbasb&
Lichtman, 2003).

Los antigenos son presentados en las APCs por elkt®stipos de moléculas
dependiendo de la via de procesamiento del antiges® antigenos presentados por
MHC 1 son procesados proteoliticamente por el mshdea y por lo general son
antigenos endogenos, mientras que los presentadddHC 1l son procesados por via
fagosoma-endosoma y suelen ser antigenos exogevisaflo en Abbas & Lichtman,
2003).

1.4 Cascada de Sefalizacién de LT inducida a trastésTCR

Durante la activacion de los LT se reclutan reaegtey componentes de sefializacion
tales como proteinas co-estimuladoras, tirosinaseig, cinasas de serinas y treoninas y
moléculas adaptadoras hacia el punto de contatte ks dos células (regién a la cual
se le conoce como sinapsis inmunoldgica), lo geelta finalmente en la activacion de
factores de transcripcién y en la regulacion dexfaresion génica.

En humanos, el complejo TCR/CD3 esta formado par chalenas peptidicas,y 3,

altamente polimorficas las cuales constituyen@luo de reconocimiento propiamente



dicho, cuatro moléculas accesorias que en congmtdenominan complejo CD8y(y
€d) y una o dos cadends Estas proteinas no tienen una actividad enzimaticinseca
pero constituyen un puente molecular en la trasismide la sefial (revisado en Sefton
& Taddie, 1994; Abbas & Lichtman, 2003). La intsin del complejo TCR/CD3 con
el Ag dispara una cascada de sefalizacion queuiorala fosforilacién en residuos de
tirosina de la caden@apor Lck, una tirosina cinasa miembro de la fandéaSrc. Esto a
su vez promueve la asociacion de la tirosina cind&R-70 a la cadenal y su
fosforilacion por Lck, lo que resulta en su actiégac ZAP-70 fosforila varios sustratos,
entre los que se encuentran la proteina adaptaddry la fosfolipasa Cy¢ (PLC-y; del
inglés “Phospholipase ¢€) (revisado en Latour & Veillette, 2001). Estoseatos
tempranos promueven la formacién de complejos maaleculares que permiten
transducir las sefiales rio abajo. La fosforila@érLAT en varias tirosinas genera sitios
de anclaje donde se reclutan moléculas tales ¢arfusfatidil inositol 3 cinasa (PI3K;
del inglés “Phosphoinositide Kinase-3"), SLP-761(dwlés “SH2 domain-containing
leukocyte protein 76”) y PL@4, las cuales a su vez se asocian a Grb2/Sos/Nas y
(Fig.1) (revisado en Sefton & Taddie, 1994; CharsBaw, 1995; Latour & Veillette,
2001; Mustelin & Taskén, 2003).

La cascada de activacion resulta en el incremeateegundos mensajeros tales como
C&*, inositol 3 fosfato y diacilglicerol ademas de dativacién de miembros de la
familia de las proteinas cinasas C (PKC; del ingletein Kinase C”) y fosfatasas
como calcineurina, que promueven la activacion yoémunde varios factores de
transcripcion a sus genes blanco. Entre los fagtade transcripcibn mas importantes
que participan en las etapas iniciales de la attivade los LT se encuentrafP-1 (del
inglés “Activator Protein 1”), Nk-B (del inglés “Nuclear FactoxB”) y NFAT (del
inglés “Nuclear Factor of Activated T cell”) (Fig.{revisado en Mustelin & Taskén,
2003; Velllete & Davidson, 1992).



Figura 1. Cascadade sefializacion durante la activacion de los LT inttida a través
del TCR. Las sefiales del TCR inducen la activacion deseisg el aumento de segundos
mensajeros como el calcio lo que conduce a la &ioguion de diferentes cascadas de
sefializacion las cuales culminan en la activaciénfattores de transcripcion. Estos
factores de transcripcion regulan la expresionateeg importantes para la proliferacion y
diferenciacion de los LT.

A pesar de que las sefales del TCR son suficipatesque se lleven a cabo los eventos
moleculares antes descritos, éstos, en conjuntspnauficientes para que la célula se
comprometa con un programa de activacion y diféaeiin, para esto se requiere de las
sefales proveidas por moléculas coestimuladoragssdd® en Smith-Garviret al.,
2009).

1.5 Sefales coestimuladoras

Para que los LT se activen y se genere una raspumsune efectiva, ademas de las

sefales del TCR, se requieren sefales generadda puaeraccion de moléculas co-



receptoras (CD4, CD8, CD2, CD28 y CD43, entre ptpassentes en la superficie del
LT con sus respectivos ligandos en la superficigadePC. Las sefales generadas por
estas moléculas sinergizan con las del TCR, lorgsiglta en una activacion sostenida y
prolongada de dichas vias ya que se generan aelastroalimentacion positiva y se
retarda la inactivacion de la sefiales (revisad8raith-Garvinet al., 2009). Las sefiales
generadas por el TCR y moléculas co-estimuladartigan a las células T e inducen la
produccion de citocinas tales como IL-2 y sus raares, asi como de moléculas de
adhesion (revisado en Abbas & Lichtman, 2003).

La molécula co-estimuladora que ha sido mas estadia CD28. Se expresa enlos LTy
tiene afinidad por las moléculas B7-1 y B7-2, pntsg en las células presentadoras de
antigeno (revisado en Chambers, 2001). Las seflal€D28 se han asociado con i) el
incremento de la adhesion celular; ii) estabili@gaaile la sinapsis inmunologica; iii) la
induccion del gen antiapoptoético bgl-) aumento en la duracién y magnitud de las
respuestas de los LT y v) el aumento y estabilfirade RNA mensajeros de citocinas,
en particular de IL-2 (revisado en Green 2000; Atermsy 2001). En el marco de este
trabajo nos enfocamos en la caracterizacion denmttécula coestimuladora: CD43 (Ver

seccion 1.9).

1.6 Citocinas

La activacion de los LT induce la producciéon dmanas que regulan la actividad
celular durante la respuesta inmune como la pralifén y la activacién de mecanismos
efectores y de memoria. Las citocinas son proteiplagotropicas, de bajo peso
molecular que tienen la habilidad de actuar errefifies tipos celulares. La mayoria de
ellas son parcialmente redundantes. Varias citegimgden actuar en una misma célula
de modo que inducen las mismas sefales; esto amplie las funciones de las citocinas
pueden ser compensadas en ausencia de algunasiedélinirse a sus receptores en las
células, las citocinas inducen cascadas de sedidlizvaue generalmente llevan a la
produccion de otras citocinas, a la activacionfgrdnciacion celular, a la estimulacion
de la hematopoyesis y la quimiotaxis de las célglagisado en Abbas & Lichtman,
2003), por lo que actian como mediadores y reguésdtanto en la respuesta inmune
innata como en la adaptativa.

Una vez que los LT cooperadores reconocen un awtigeesentado por la APC a traves

del TCR, producen IL-2, citocina critica para qagseda montar una respuesta inmune



efectiva. IL-2 funciona como un mediador autécriopee induce la proliferacion y la
produccion de mas IL-2, generandose un ciclo deaktentacion positiva (revisado en
Kim et al., 2006). Dependiendo de las sefiales que recibddll@slemas de las sefales
inducidas por la citocina IL-2, los LT se diferemtien distintos tipos celulares, los
cuales expresan diferentes tipos de citocinas. Qadadicha produccion de citocinas es
un evento regulado, existen “firmas” o patronepa®luccion de citocinas (revisado en
Abbas & Lichtman, 2003). Algunos de los tipos ddeminciacibn que se han
identificado son T1, T2, T3, Trly T17.

Algunos patdgenos inducen la produccion de IL-12eddiente de células dendriticas o
macrofagos, por su reconocimiento a través de teeEp tipo Toll
(TLR; del inglés “Toll Like-Receptor”), esto a sez; estimula a los LT cooperadores a
producir IFN«, citocina que es firma de la diferenciacion hagidipo T1. Entre las
funciones de IFN- estan la de inducir la activacion de los macréagumentar la
expresion del MHCI y Il, activar neutrdéfilos y mstlar la actividad citolitica de las
células NKs (revisado en Abbas & Lichtman, 2003).

Los LT tipo T2 se caracterizan por producir IL-4;3 e IL-13. Estas citocinas activan a
los LB e inducen la sintesis y secrecién de anfmgecomo un modo de defensa contra
parasitos mediante su neutralizacion.

Menos estudiados son los otros tipos de diferericiatos LT T3 se caracterizan por la
produccion de TGIB; mientras que los Trl son inducidos por y produtetO, ambos
tipos celulares son inmunosupresores. Los LT tidd Bon inducidos por IL-6 y
producen IL-17 y montan respuestas de defensa acqumatdégenos extracelulares
(revisado en Bettelkt al., 2007).

Cabe resaltar que en ausencia de la citocina Hirguna de las poblaciones especificas
arriba mencionadas se generan y por tanto, la estpunmune no ocurre de manera
adecuada.

1.7 IL-2

La citocina IL-2 se produce principalmente pordiifos T CD4 activados. Su funcion
principal es regular la proliferacion y diferenééact de los LT, ya sea cooperadores,
citotoxicos o reguladores.

IL-2 es una proteina de 14 a 17 kD que se pliegamaeera globular y esta constituida

por cuatroa-hélices (revisado en Abbas & Lichtman, 2003). b&lla expresion de la



cadena de alta afinidad de su receptor, regulasgewvolucrados en la progresion del
ciclo celular y genes de proteinas anti-apoptsterare ellog-myc, c-fos, c-jun, c-myb

y bcl-2 bcl-x, induce la expresion de proteinas de la familiaidiénas A, B, C, D2,y E
asi como de proteinas de la familia de las cindspendientes de ciclina como cdc2 y
cdk2 en LT activados y aumenta la capacidad ditalide NKs y LT citotoxicos
(revisado en Lin & Leonard, 1997). Por otra patéeexposicion prolongada a esta
citocina induce apoptosis por activacion (revisaddbbas & Lichtman, 2003).

El receptor de IL-2, (IL-2R) consta de tres cadepalipeptidicasy, B y y. La cadena

se expresa constitutivamente y es compartida gorelceptores de otras citocinas como
IL-4, IL-7, IL-9 e IL-21. La expresion de estas eads modifica la afinidad de IL-2R
por IL-2. En linfocitos activados, se expresa laerema y la formacion del trimero
genera un receptor de alta afinidad (revisado emeial., 2006). Las sefiales generadas
por la unién de IL-2 con su receptor involucramatdivacion de proteinas como Lck,
Syk, Jak/STATs y Shc-Ras-Raf (revisado en Igiral., 2006).

El gen de IL-2 esta regulado por una region pronaotte aproximadamente 300pb rio
arriba del inicio de la transcripcion. Para quetrknscripcion del gen de IL-2 sea
eficiente, deben estar ocupados todos los sitiosimdén a elementos de regulacién
positiva en el promotor, entre los que destacdfA T AP-1, N&B, CREB y OCT,
como se muestra en la figura 2 y 3 (Rothenberg &I\WES96).

1.7.1 Factores de transcripcion involucrados en tagulacion de IL-2

NFAT .- La familia de factores de transcripcion NFAT stande cinco proteinas, NFAT1
(NFATc2, NFATp), NFAT2 (NFATcl, NFATc), NFAT3, NFAT y NFAT5. A
excepcion de NFATS5, estos factores estan regulpoiosalcio.

Las regiones mas conservadas de estos factoresamgcripcion consisten en dos
dominios: un dominio regulador conocido como ragi@ homologia NFAT (NHR; del
inglés "NFAT Homology Region”), el cual contiene wominio transactivador con
varias serinas fosforiladas en células en repasmyregion de homologia Rel (RHR; del
inglés “Rel Homology Region”) el cual tiene homdlgstructural con las proteinas de
la familia REL y le confiere su especificidad dedmal ADN (revisado en Macian,
2005). El aumento en la concentracion dé&' Cosdlico activa a calmodulina, ésta a su
vez activa a la fosfatasa calcineurina que deftafer NFAT, permitiendo que éste

pueda entonces translocarse al ndcleo (revisaddleas & Lichtman, 2003).
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Los LT deficientes en NFAT1 y NFAT2 no producen 2L -mientras que aquellos
deficientes en NFAT2 y NFAT4 la producen en nivetasy bajos (revisado en Kiet

al., 2006). Ademas de funcionar como activadores,sefdotores de transcripcion
pueden funcionar como represores, dependiendo denitan de otros factores de

transcripcion al promotor de IL-2 (Kyttamsal., 2007).

AP-1.- En respuesta a las sefales generadas por el h@iRegulas co-estimuladoras se
activan las GTPasas pequefias Rho y Ras, las cactigan a las MAP cinasas (del
inglés “Mitogen-Activated Protein”) JNK (del inglédun Kinase”) y ERK (del inglés

“Extracellular signal-Regulated Kinase”), respeathente. Esto tiene como
consecuencia la fosforilacion y activacion de lstdres Jun y c-Fos y su dimerizacion
(revisado en Abbas & Lichtman, 2003). Varias enmilas sugieren que AP-1 es

necesario pero no suficiente para la produccioi@ (revisado en Kingt al., 2006).

-300 -60
NF-AT NF-xBE NF-xB NF-AT NFATOct-I NF-AT

R S A O G
.]: U R T

:
T L]

t-1 CREB AP-1 AP-1

Exon 1

AP

Figura 2. Factores de transcripcion involucrados en la regulzion del gen de IL-2.Los
factores de transcripcion NFAT, AP-1, &B; Oct-1 y CREB regulan positivamente la
transcripcion de IL-2 (modificado de Kiatal., 2006).

NFkB.- La familia de NikB est& formada por las proteinasdBE (p50), NkB2 (p52),
RelA (p65), RelB y c-Rel. Estas proteinas tienaa tegion estructural conservada de
300 aminoacidos en la regiébn amino-terminal que tiena los dominios de
dimerizacion, localizaciéon nuclear y de union a DNRelA, RelB y c-Rel contienen un
dominio transactivador en su extremo carboxila el estd ausente en p50 y dado que
conserva el dominio de unién al DNA, p50 funciomeno un represor transcripcional
(revisado en Li & Verma, 2002). De acuerdo con dst®homodimeros de p50 parecen
reprimir la expresion de IL-2 ya que la producaitenesta citocina es elevada en ratones
NF«B1” (revisado en Kinet al., 2006)
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La activacion de N&B requiere la fosforilacion dexB, modificacion que libera a
NF«B al descubrir la secuencia de localizacion nucleacual permite su translocacion
al nucleo. El complejo represa¢B esté constituido por varias proteinas, las ppaleis
son IKK1, IKK2 y la subunidad regulatoria NEMO (d@&iglés “NFB essential
modulator”) (revisado en Li & Verma, 2002).

De los miembros de la familia de B, RelA juega un papel importante en la expresion
de IL-2 atiempos tempranos en la activacionidéoditos T, en tanto que c-Rel regula

la transcripcién de IL-2 a tiempos tardios (redsan Kimet al., 2006).

OCT.- Los miembros de la familia de factores de trans@ip OCT, Oct-1 y Oct-2 son
proteinas ubicuas que se expresan tanto en LT eonadgunas lineas de células T. Se
unen al promotor de IL-2 en dos sitios y su coogéracon el factor de transcripcion
AP-1 es crucial para la produccion de IL-2 en respu al estimulo con
PMA/lonomicina (revisado en Kirat al., 2006). La demetilacion del sitio ARRE2 (del
inglés “Antigen Receptor Responsive Element”) delnpotor de IL-2 es crucial para el
reclutamiento de Oct-1, éste a su vez recluta ATNEn LT CD4 (Murayamaet al.,
2006). Por otra parte, en células Jurkat (linekada a partir de una leucemia aguda de
LT), este sitio se encuentra demetilado y por ta@td-1 se encuentra unido de manera
permanente (Murayanetal., 2006).

CREB.- La familia de factores de transcripcion de respuesfMPc incluye hasta el
momento a CREB, CREM y ATF. CREB y ATF son ubicmoientras que CREM se
expresa solo en ciertos tipos celulares.

La estructura general de los factores de transéripde la familia de CREB esta
constituida por un dominio-basico-cierre de leucif®ZiP; del inglés “basic-
domain.leucine zipper”), un dominio de activaciomeqcomprende una caja de
fosforilacion RRPSY (caja P) y dos dominios Qly @®s en glutamina (revisado en
De Cesaret al., 1999).

Cada miembro de esta familia tiene varias isoformgas pueden funcionar como
activadores o represores de la transcripcion. Hhegpsesores se generan por varios
mecanismos como “splicing” alternativo, sitios altgivos del inicio de traduccion o
promotores alternativos. Estos represores puedecerade secuencia de localizacion
nuclear, del dominio de uniéon a ADN o de los dowsriransactivadores (revisado en De

Cesareet al., 1999). En particular, se ha observado que lasdsmrepresoras de CREM
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carecen del dominio Q2, dominio que se asocia eoRNA Polimerasa lin vitro
(revisado en Mayr & Montminy, 2001).

Estos factores de transcripcion forman homodimgrdéeterodimeros que se unen a
secuencias de DNA llamadas elementos de respudséPa (“CRE” por sus siglas en
inglés), cuya secuencia consenso es TGACGTCA. Liembros de esta familia también
se unen a la secuencia CGTCA, sin embargo la wWe68REB a ésta es menos activa
gue la unién a la secuencia consenso completanAfyastudios realizados sugieren un
modelo en el que los monémeros de CREB se unerDl Ase dimerizan en el sitio
CRE (revisado en Mayr & Montminy, 2001).

La activacion de CREB es dependiente de fosfoéitadia via canénica de activacion de
CREB depende del incremento en los niveles de AMPcupal se une a la subunidad
regulatoria de PKA. En consecuencia, la subuni@ddlitica de PKA es translocada al
nucleo y fosforila a CREB en la serina 133 (ragsen Mayr & Montminy, 2001). Sin
embargo, existe evidencia de que CREB son sustdgatras cinasas como CaMKIV
(del inglés “C&"-calmodulin dependent Kinase IV”), p70S6K (del #ml“p70S6
Kinase”), RSK (del inglés “Ribosomal S6 Kinase Z)APKAP-K2 (del inglés “MAP
Kinase Activated Protein Kinase 2”) y MSK (del iégl“Mitogen and Stress activated
Kinase”) (Revisado en DeCesare, 1999). La fosfudla de CREB promueve el
reclutamiento de CBP (del inglés “CREB Binding teno") y de la acetil transferasa
p300, proteinas que forman parte del aparato trigegmal (Butscheet al., 2001).
Miembros de la familia de CREB regulan la expregiénproteinas involucradas en la
respuesta inmune como IL-2, c-Fos, de las cadenasg del complejo TCR, IFN;
FOXP3, entre otras (revisado en Mayr & MontminyQ20Kim & Leonard, 2007).
Respecto a la represion de la transcripcion de, Ike2ha encontrado al heterodimero
CREMI/CREB unido a la regién -180 del promotor de2len células anérgicas (células
gue no producen IL-2) y en células T de paciendesLaipus Eritematoso (Powed al.,
1999, Tenbroclet al., 2002). Ademas, cuando se inhibe la expresi6GREM en LT y

en consecuencia su unién al promotor de IL-2, CRRBG0 son capaces de unirse a este
sitio y promover la acetilacién de histonas (Teokr al., 2003).

Como ya se menciond, la transcripcion del gend gz durante la activacion del LT es
regulada positivamente por la fosforilacion de CREBcual ocurre desde los primeros
30 minutos después de la activacion y se mantias&@tpor 6 horas (Hughes-Fulfaetd
al., 2005; Tenbroclet al., 2003). Sin embargo, 24 horas después del estianthvés de
CD3 y CD28, CREB fosforilado es reemplazado por ®R&h el promotor de IL-2
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(Tenbrocket al., 2003). Asi, se ha propuesto que el reclutamiel@cCREM en el
promotor de IL-2 a tiempos largos post-estimulac@@mstituiria uno de los mecanismos
involucrados en el control de la proliferacion ¢aiu(Powell et al., 1999). Estas
evidencias indican que CREB y CREM estan involdasaen la regulacion de la
expresion de IL-2 y por tanto, en el “encendido"apagado” de la respuesta inmune
(Figura 3).

a) Regulacion positiva del promotor de [L-2 en LT | b) Regulacion negativa del promotor de IL-2 en LT

En ausencia de coestimulacion

IJTOdUCC‘léIl d{? IL-2
— = &
' No se prodllcc IL-2

Proliferacion P { o .
* " Se induce un estado de Anergia
i
(o IL-2 —_— L2
[ X 1 BCln

Figura 3. Regulacion de la transcripcion del promotor de IL-2 a) El reconocimiento
de un antigeno presentado por el MHC Il a travdsT@R en presencia de sefiales
coestimulatorias en el LT induce la activacionfatdores de transcripcion como NFAT,
NFxB, CREB y AP-1, los cuales regulan positivamenté&adascripcion del gen de IL-2.

b) El reconocimiento de un antigeno presentadoebdviHC Il a través del TCR en
ausencia de sefales coestimulatorias en el LT nergdas sefiales necesarias para inducir
la produccién de IL-2, en este caso, CREM regugmtieamente su transcripcion.

1.8 Anergia

Para que se genere una respuesta inmune eficeeeenas del reconocimiento del
antigeno a través del TCR, se requiere de sefagetimuladoras que permitan rebasar
los umbrales de activacion de la célula T. Si &dalas no reciben estas sefiales, entonces
entran en un estado de anergia. La anergia es efiracibn funcional que denota la
hiporesponsividad de los LT. Esta definicién sealasncipalmente en el modelo de dos
sefiales en el que la sefal 1 es proporcionadal pecanocimiento del Ag a través del
TCR y la sefial 2 ocurre por el reconocimiento d#ginas co-estimuladoras en los LT

con sus co-receptores en las células APC. En fari@éste modelo, el reconocimiento
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de un antigeno a través del TCR, en ausencia d&imodacion, no conduce a una
respuesta inmunoldgica efectiva (revisado en Setibll, 2007).

Se cree que la anergia es uno de los mecanismadsspgue se mantiene la tolerancia en
los organismos, lo que evita la activacion de L€ geconocen antigenos propios y que
no fueron eliminados en el timo. En efecto, en mbiante no inflamatorio, los LT
reconocen antigenos a través del TCR sin que otaraativacion de los mismos; en
cambio, cuando sefiales inducidas por patégenopesaibidas (sefiales de peligro), las
células APC maduran y presentan los antigenos eftales coestimuladoras suficientes
para generar una respuesta eficiente por partasdeTl (revisado en Saikét al., 2007).

La anergia puede dividirse en dos categorias: éaigén clonal (modelof vitro) y la

tolerancia adaptativa (modelosvivo).

1.8.1 Anergia clonal

La anergia clonal se caracteriza principalmente ymoarresto en el ciclo celular y la
inhibicién de la produccion de citocinas especfficamo IL-2 e IL-3. La anergia clonal
se induce en modelos que involucran el estimulo &R en ausencia de co-
estimulacién, el estimulo de LT a través de antBQRegado a placa, adicion de
lonomicina y bloqueo de la co-estimulacion mediaatéicuerpos anti-CTLA-4, con
anticuerpos solubles anti-CD3 y APCs de bazo. Enaglelo de anergia clonal inducido
mediante el estimulo a través del TCR, no hayambio en los niveles de expresion de
las moléculas TCR, CD4 y ZAP70. La fosforilacionZ#P70 es ligeramente menor a la
observada en células no anérgicas, lo que comalaccon una disminucion en la
activacion de la via de las MAP cinasas y la mpadién de NkB al el nacleo (revisado
en Choi & Schwartz, 2007). El blogueo de Ras esstddo de anergia evita la activacion
de ERK, que a su vez inhibe al factor de transgnpcElk-1 y un circuito de
retroalimentacion positiva a nivel de la activacdmLck, lo que disminuye los niveles
de expresion del gen c-Fos. De manera similar, itamée ve afectada la expresion de
Jun By por tanto, la formacion de AP-1 (Fos/o)Juequerido para la transcripcion de
IL-2 (revisado en Schwartz, 1997). Consistente esio, la introduccién de una version
de Ras constitutivamente activa en LT anérgicagifisiente para restaurar la activacion
de ERK y la produccion de IL-ih vitro e in vivo (revisado en Saibil, 2007). Por el
contrario, los niveles de activacion de NFAT somnmades en el estado de anergia
(revisado en Choi & Schwartz, 2007).
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Ademés de CTLA-4 (ver seccion 1.8), una moléculmlucrada en el establecimiento
de la anergia es PD-1 (del inglés “Programmed D&gthmiembro de la superfamilia de
receptores de CD28 con actividad inhibitoria, egspd® después del reconocimiento de
un antigeno. Se ha observado que ratones defisiatgeesta molécula sufren de
enfermedades autoinmunes, mientras que anticudrposieadores de esta molécula
revierten el estado de anergia y se promueve wspaiesta autoinmune en dos modelos
diferentes de diabetes (revisado en Saib#él., 2007). En LT deficientes de CD28 y
CTLA-4, PD-1 induce la inhibicion de la proliferaai de estas células vitro (revisado
en Saibilet al., 2007).

En los modelos de anergia clonal se han enconttatictos en la palmitoilacion de la
proteina adaptadora LAT, lo cual inhibe su recligemo a la sinapsis inmunoldgica asi
como una disminucion en su fosforilacion. Cabe nwvar que la modificacion en la
palmitoilacion no es un efecto general ya que lanpailacion de la molécula Fyn se
mantiene normal en un modelo de anergia clonalciddupor ionomicina (revisado en
Saibil et al., 2007). La induccion de incrementos en los flujles calcio citosdlico
mediante el ionoforo lonomicina, induce a su vez aletivacion del factor de
transcripcion NFAT. En base al modelo de inducaénanergia clonal dependiente de
lonomicina, se sugiere que en ausencia de AP-1, TNE& capaz de regular
positivamente la transcripcibn de genes especifiooslucrados en la regulacion
negativa de la respuesta inmune. Estos incluyelasvéirosina cinasas, la diacilglicerol
cinasa alfa (DGK) y miembros de la familia de factores de transibip EGR (del
inglés “Early Growth Response”), Egr2 y Egr3 (reds en Choi & Schwartz, 2007).
Las DGKs disminuyen la concentracion de DAG, ellcea convertido a acido
fosfatidico y correlaciona con la induccion delaést anérgico, contribuyendo a la
disminucién de la sefializacion a través de Ras @oRKevisado en Saibdt al., 2007).
Interesantemente, la inhibicién de la producciérild2 en la anergia clonal puede ser
revertida con un inhibidor de la diacilglicerol aga (DGK.) (revisado en Choi &
Schwartz, 2007).

Proteinas de la familia de ubiquitin ligasas E3 ad@bl-b (del inglés “Casitas B-lineage
lymphoma B”), GRAIL (del inglés “Gene Related toegy in Lymphocytes”) e ITCH
(del inglés “ltchy homologue E3 ubiquitin ligaseypn reguladas positivamente por
NFAT (Zhenget al., 2007) y estan involucradas en la induccion deddesde anergia
mediante la inhibicién en la activacion de Vawes$abilizacién en el factor de inhibicién
de Rho y la degradacion de PyG-PKO (revisado en Garrison & Lineberry, 2007).
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1.8.2. Tolerancia adaptativa

Los modelos de tolerancia adaptativa incluyen maxdeintigeno especifico con LT
transgénicos para el TCR estimulados una o dossveoa péptidos solubles o
estimulados en una ocasion después de la transi@ms estas células en un hospedero
singénico, modelos de transferencia de LT en haspsdrradiados o linfopénicos (Rag
"0 cD3") que expresan el antigeno constitutivamente, rosdig tolerancia oral en los
gue el hospedero es alimentado con el antigendtan @osis, modelos de tolerancia
inducida por transfusion previo a un transplantelie@o alogénico o la inyeccién de
superantigenos (revisado en Choi & Schwartz, 2003@).tolerancia adaptativa se
caracteriza por la regulacion negativa en la expmede todas las citocinas, a excepcion
de IL-10, asi como un aumento en la expresion dd.@Ddiferencia de la anergia
clonal, se requiere de la presencia del antigena pantener el estado anérgico y la
adicion de IL-2 exdgena no lo revierte (revisadoGii & Schwartz, 2007). Al igual
que lo que ocurre en la anergia clonal, los nivelesexpresion del TCR y Lck son
similares en células anérgicas y en células consl embargo los niveles de
fosforilacion de ZAP70 y LAT estan reducidos a pekaque la actividad de las cinasas
de la familia Src es adecuada para activar la @dedel complejo TCR; como
consecuencia la fosforilacién de PiC-también se ve afectada asi como la generacion
de IP3 (revisado en Choi & Schwartz, 2007). Coidrarlo que sucede con la anergia
clonal, la adicién de un inhibidor de DGK no retéeel estado anérgico y la distribucion
de LAT es normal, su fosforilacion se ve afectadaoglos los sitios pero el efecto en la
inhibicion en la fosforilacion de ERK es ligeroVigado en Choi & Schwartz, 2007).

En los modelos dependientes de la dosis de antigenba observado que cuando las
“dosis” de antigeno son bajas, se puede generafenmtipo similar al de anergia
(revisado en Zheng et al., 2007) y que los supigiambs también inducen un estado de
anergia regulado por el reclutamiento de la HestDeacetilasa 1 al promotor de IL-2,
de modo que la cromatina sufre remodelaciones ggalan la conformacion de la
misma y su estado de accesibilidad (Kameg¢aial., 2008). La anergia inducida por el
superantigeno bacterial (SEB) resulta en un rauletsto deficiente del complejo TCR
ya que la cadeng no es fosforilada adecuadamente (revisado en &hSchwartz,
2007). Mediante ensayos de retardamiento de madilelectroforética se ha mostrado
que la formacion de complejos Fos/Jun/NFAT se reducLT CD4 anérgicos de raton

inducidos por la inyeccién multiple del superamig&EA, comparado con la formacion
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de estos complejos en LT CD4ctivados. También se observé la presencia del
complejo p50/p50, homodimero transcripcionalmengetivo, en promotor de IL-2 de
LT CD4" anérgicos, en tanto que en LT CD4ctivados se observo la union del
heterodimero p50/p65 (Sundstedal., 1996).

1.8.3 CTLA-4

La molécula CTLA-4 (CD152) es un homologo de CDR28 ge une a las proteinas B7-
1 (CD80) y B7-2 (CD86) (revisado en Chambers, 2081) embargo, a diferencia de
CD28, CTLA-4 inhibe los eventos tempranos devactdn de las células T, como son
la induccion de la expresién de la cadenalel receptor de IL-2 y la de CD69, el
incremento del volumen celular y la produccion lde len linfocitos T CD2y de IFNy

en linfocitos T CD8 (Krummel & Allison, 1996; Walunast al., 1996; Blairet al.,
1998; Pandiyaret al., 2007). Asi mismo, CTLA-4 inhibe la fosforilaci@e PLCy, la
activacion de NkB y la expresion de componentes de la maquinaghcidlo celular
como ciclina D3 y las cinasas dependientes denaieliy 6 (Gatt&t al., 2002; Vendetti

et al., 2002; Brunnemrt al., 1999). La deficiencia de CTLA-4 en ratones ganen
fenotipo letal, los cuales mueren entre la tergegainta semana de edad y, a tiempos
tempranos en el desarrollo. Asimismo se observéodinliferacion y una alta
produccion de citocinas como IFN-IL-4 y GM-CSF (del inglés “Granulocyte
Macrophage Colony-stimulating Factor”) (Tiwvelal., 1995).

También se ha reportado que el factor de transéripdFAT1 se une al promotor de
CTLA-4 e induce la expresion de esta proteina,gumsta la estimulacion de linfocitos
T (Nakanoet al., 2007) En base a las evidencias experimentilesexpresion de
CTLA-4 es importante en la regulacién de la resgu@smune y en la proliferacion

celular.

1.9CD43

Se expresa en todas las células hematopoyéticaesptexen eritrocitos y es la proteina
transmembranal mas abundante en los linfocitos.5x{T° moléculas/célula) (revisado
en Aguilar-Delfinet al., 2006). Es una molécula altamente glicosilada, cargas netas
negativas conferidas por el acido sialico, quereyecta unos 45nm mas alla de la

superficie de la célula. Su dominio extracelul@né 235 aminoacidos y el dominio
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intracelular consta de 123 aminoacidos (revisadOstherget al., 1998; Aguilar-Delfin
et al., 2006). Existen dos isoformas mayoritarias de &4ha de 95-115 KDa y otra de
130-135 KDa, cuya expresion parece estar regulad&lpestado de activacion celular,
esto es, la isoforma de mayor peso se expresargmefenente en linfocitos activados
(Joneset al., 1994). Ademéas de ser expresado en la membrdotarceCD43 se

encuentra en forma soluble en el plasma sangu8am{idet al., 1992).

1.9.1. Funciones de CD43

La abundancia de CD43, la diversidad de las madéécabn las que interacciona y las
distintas funciones con las que se ha asociadersurgque esta proteina es importante en
el mantenimiento de la homeostasis del sistema nemA esta molécula se le han
atribuido mdultiples funciones, como son: activact&hular y proliferacion, adhesion y
homing (revisado en Aguilar-Delfiet al., 2006; Ostbergt al., 1998).

La activacion de LT a través de CD43 y el TCR irdditensas sefiales intracelulares
que promueven la proliferacién y diferenciacionuta, asi como la sintesis de
numerosas citocinas y otras moléculas que particil@ manera importante en la
regulacion de la respuesta inmune (Rarédl., 1991; Mattiolliet al., 2004; Fierrcet al.,
2006). La activaciomn vitro de linfocitos T CDAde memoria a través de CD3 y CD43
induce su proliferacién al igual que si se estimal&ravés de CD43 y CD28, lo que
indica que las sefiales de estas moléculas somgisag(Kyoizumiet al., 2004).

Por otra parte, LT de ratones deficientes en laeskpn de CD28, proliferan cuando son
estimulados a través de CD43 (Sperkhgl., 1995). Asi mismo, las sefales de CD43 en
combinacion con las de CD3 inducen la proliferacéhular de linfocitos intraepiteliales
de intestino murino, caracterizadas por no expr€§a28 (Bagriaciket al., 2001). En
conjunto, estos datos indican que CD43 funcionaccamcoestimulador independiente
de CD28. De hecho, CD43 es una molécula coestimtdaduyas sefales inducen la
produccion de IL-2 (Fierroet al., 2006), de manera dependiente de su dominio
intracitoplasmico, puesto que la carencia de ési#eé la produccion de esta citocina
(Parket al., 1991).
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1.9.2 Cascada de sefalizacion de CD43

Las sefnales derivadas del entrecruzamiento de @D48 superficie celular involucran
la asociacion del dominio intracelular de esta ke con la tirosin cinasa Fyny Lck
(Pedraza-Alvaet al., 1996, Alvaradoet al., 1995). La activacién de estas cinasas
favorece la fosforilacion en tirosinas de la cadéegale las proteinas adaptadoras Shc y
SLP-76, asi como la fosforilacién del factor intarbiador de nucleétidos de guanina,
Vav, la formacion de macrocomplejos Shc-Vav-Grb2ayactivacion de las cinasas
MAP, p38 y ERK (Cruz-Mufozt al., 2003, Pedraza-Alvat al., 1998; Barat &
Tremblay, 2002; Layseca-Espinodtaal., 2003). Ademas, las sefiales de CD43 inducen
la interaccién de Cbl con PI3K y Vav, Cbhl es fosfata en residuos de serinas por
PKCo y se asocia a la proteimale la familia de proteina 14-3-3, esta interacandribe

el efecto negativo de Cbl sobre la via de las MARasas (Fig. 4) (Pedraza-Al al.,
2001 y datos no publicados).
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Figura 4. Cascadas de sefializacion inducidas por la molécutaestimuladora CD43
La activacion de los LT a través de CD43 inducadavacion de la via de PKC, Ras y
calmodulina, las cuales culminan en la activaciénfactores de transcripcion como
NFkB, AP-1 y NFAT.
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La seflales de CD43 inducen la secrecion antigetepé@ndiente de citocinas
proinflamatorias y quimiocinas, a través de faztate transcripcion como AP1, NB

y NFAT, los cuales inducen la produccion de ILFig( 4) (Santanaet al., 2000;
Mattiolli et al., 2004; Fierrcet al., 2006).

El hecho que CD43 sea una molécula tan abundargédg nos lleva a pensar que seria
una de las primeras moléculas en interactuar ogunal de sus ligandos en la célula
presentadora de antigeno durante la activaciom™el, por lo tanto, que las primeras
sefales que recibe el LT serian las de CD43, faiemrdo asi la activacion del LT. De
acuerdo con esta idea, resultados obtenidos emabekdtorio han mostrado que la
estimulacién de los linfocitos a través del TCR R43 en diferente orden, genera
diferentes respuestas biolégicas. Cuando se estimulos LT a través del TCR
Unicamente, las células entran en un estado anérgi decir, no producen IL-2,
expresan CTLA-4 y no proliferan (Fierebal., 2006). En cambio, si los LT reciben las
sefiales de CD43 30 6 10 minutos después de laese@h TCR, los LT son capaces de
producir IL-2 en cantidades suficientes para pecdif, es decir, se previene el estado de
anergia (Fierret al., 2006), a través de un mecanismo molecular desaio.
Considerando que la disponibilidad de IL-2 es ettda determinante para la
diferenciacion antigeno-especifica de los linfaciia proponemos que las sefales de
CDA43 previenen el estado anérgico, al inhibir @il promotor de IL-2 de factores de
transcripcion tales como CREM que reprimen su ei@rey/o inducen la unién de

factores de transcripciéon como CREB que favoreaexpresion de IL-2

21



2. Hipotesis.

» Las sefiales inducidas por CD43 contrarrestan fedesanérgicas generadas por

el TCR al promover la expresion IL-2.
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3. Objetivos.

» Determinar si la estimulacion a través de CD431iee® la activacion de CREB y

Su union al promotor de IL-2.
e Determinar si la estimulacion a través de CD43iprevla union de factores de

transcripcion que regulan negativamente el pronuedL-2.
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4. Metodologia

4.1 Anticuerpos

Para la activacion de LT se utilizé el anticuerpanclonal L10 (Ig@) que reconoce el

epitope acido sialico-independiente del extremonartérminal de CD43 (Remold-
O’'Donell et al., 1986) y el anticuerpo OKT3 (Ig¥sque reconoce a la molécula CD3
(Hoffman et al., 1980). Como anticuerpo entrecruzador se utdizagGs de conejo

anti-lgG de raton (RaMlg). Se utilizaron los andgpos anti-fosfo-CREB (Ser 133),
anti-CREB, anti-CREM y anti-Spl de Santa Cruz Bibtelogy y anti-sustratos

fosforilados de PKA (RRXT o RRXS) de Cell Signaling

4.2 Aislamiento y purificacion de linfocitos T de angre periférica.

Los linfocitos T humanos fueron purificados a padé concentrados leucocitarios
provenientes de donadores sanos (proporcionadoslgmnco de sangre del Hospital
Regional del IMSS Cuernavaca) por centrifugaciéferdncial con Ficoll-Hypaque
(Julius et al., 1973). Se adicionaron 3ml de Ficoll-Hypaque pada 10ml de sangre
previamente diluida 1:1 con PBS (del inglés “PhespiBuffered Saline”, NaCl
137mM, KCI 2.7mM, NagHPQ, 4.3mM, KH,PO, 1.4mM, pH 7.3) y se centrifugaron por
30 minutos a 900 x g. Las células mononuclearagperadas del gradiente de Ficoll se
lavaron tres veces con PBS y se resuspendierorPéfl R640 (Gibco) suplementado
con SFB (suero fetal bovino) 10% (v/v), 2mM L-gimiaa, 100 U/ml penicilina,
100ug/ml estreptomicina, 50 de B-mercaptoetanol). Las células adherentes fueron
removidas después de plaquear la suspension celulzajas de Petri de plastico toda la
noche a 37°C en una atmosfera con 5% de, @@s células no adherentes
(principalmente linfocitos T y B), se pasaron poalwcolumna de nylon pre-equilibrada
con RMPI 1640 suplementado (10% (v/v) SFB, 2mM utghina, 100 U/ml penicilina,
100ug/ml estreptomicina, 50M de f-mercaptoetanol), se incubaron por una hora a 37°C
en una atmésfera 5% de €@ se eluyeron con 25ml de medio RPMI 1640

suplementado con 2% (v/v) SFB, 2mM L-glutamina, 10@nl penicilina, 10Qg/ml
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estreptomicina, 5¢M de B-mercaptoetanol. La pureza de las células obterfidas

evaluada por citometria de flujo (OKT3> 90%, datos no mostrados).

4.3 Mantenimiento y estimulacion de lineas celulage

Las células Jurkat fueron mantenidas en medio RE8M0 suplementado con 5% SFB,
2mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina, 106/ml estreptomicina. Antes de utilizar, las
células Jurkat se incubaron toda la noche en nieRBidI 1640 sin SFB con 2mM L-
glutamina, 100 U/ml penicilina, 1Q8/ml estreptomicina y 50M de p-mercaptoetanol

a 37°C en una atmosfera 5% de,@@ra disminuir los niveles de activacion.

4.4 Estimulacion celular.

Los linfocitos T humanos (10 x 900 las células Jurkat (5 x 9Cueron resuspendidos
en 5ml de RPMI 1640 suplementado e incubados coarticuerpos L10 (#/ml) y/o
OKT3 (4ug/ml) por cinco minutos a temperatura ambientetggmsmente se adiciond el
anticuerpo entrecruzador RaMIgu@Iml) y se incubaron las células a 37°C en una
atmosfera con 5% de G@or los tiempos indicados en el texto. Como comiositivo

se incluyeron celulas estimuladas con PMAu(fl) / lonomicina (500nM) @-CD3
(4ug/ml) y a-CD28 (dug/ml). En los casos indicados en el texto, se iGcobn los
inhibidores de MEK PD98059 (8:81), de p38 SB203580 (0.88M), de PKA H89
(8.3uM), de PKGL G66976 (3.3 nM), de PDE (IBMX, 50M) o de AC (SQ22536, 100

uM) durante 30 minutos previo al estimulo con loscarerpos.

4.5 Obtencién de extractos nucleares

Las células estimuladas se lavaron dos veces c@nyP& resuspendieron en gb@e
una solucién amortiguadora hipoténica (Buffer A:pde 10mM pH 7.6, KCI 10mM,
EDTA 0.1mM, EGTA 0.1mM, Espermidina 0.75mM, Esparani 0.15mM)
suplementado con inhibidores de proteasas y fesfat§dPMSF 0.5mM, Aprotinina
2ug/ml, Leupeptina @g/ml, Pepstatina [@y/ml, NgaMoO, 10mM, DTT 1mM). Se
adicionaron 200 mas de Buffer A y se incubaron 15 minutos a 4P€minado el

tiempo de incubacion, se adicionaromP&e NP40 al 10% en Buffer A a cada muestra y
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se agitaron vigorosamente con el vortex duranteehdindos a temperatura ambiente. En
seguida se centrifugaron a 13,000 x g durante g®gesechd el sobrenadante y se
adicionaron 5Qul de una solucion amortiguadora de extraccion rmudBuffer de Lisis
Nuclear; Hepes 20mM pH 7.6, PMSF 0.5mM, NaCl 0.8DTA 1mM, EGTA 1mM)
suplementado con Aprotininaug/ml, Leupeptina gdg/ml, Pepstatina A @g/ml,
NaMoO, 10mM, DTT 1mM. Las muestras se agitaron vigorosgmeon el vortex
durante 15 minutos a 4°C, se centrifugaron a 13)0§0durante 5 minutos a 4°C y se

colectaron los sobrenadantes, los cuales se almacea -70°C hasta su uso.

4.6 Obtencién de extractos totales

Al término de la activacion, se adicion6 1ml de FBS a las celulas, se centrifugb en
tubos eppendorf por 15 segundos a 13,000 x g yesectd el sobrenadante. Se
adicionaron 10@ de solucién amortiguadora de lisis (Tris 20mM pM, NaCl 250mM,
B-glicerolfosfato 25mM, PPiNa 2mM,, EDTA 2mM pH 7 %iton X-100 1%, Glicerol
10%) suplementado con inhibidores de proteasasfgtisas (Antipaina fmg/ml, PMSF
1mM, Aprotinina mg/ml, Leupeptina pg/ml, Pepstatinayg/ml, NaVvVO4 200mM, DTT
0.5mM) al boton celular y se incubd a 4°C por 18utos. Las muestras se centrifugaron
10 minutos a 13 000 x g a 4°C y se recuperaronsdbsenadantes, almacenandose a

-70°C hasta su uso.

4.7 Ensayos de retardamiento de movilidad electrofética (EMSA)

Para marcar radiactivamente el oligonucleétido 1 &-cual contiene la region -180 del
promotor de IL-2: 5- GCATCCATTCAGTCAGTCTTTGGGGGT;3e incubo fil del
oligonucleotido (100ngd) con G de la solucidbn amortiguadora M-MLV Reverse
Transcriptase Buffer (250mM Tris-HCI (pH 8.3), 378nKClI, 15 mM MgCL), 1.5ul de
DTT 0.1M, 3u de dCTP (1QCi/ul), 1ul de Transcriptasa Reversa M-MLV (Gibco-
BRL) en un volumen final de 3@ durante una hora a 37°C y se detuvo la reac@én c
70ul de TE (Tris-HCI 10mM pH 7.4, EDTA 1mM pH 8). Laatcion de oligonucledtido
marcado radiactivamente fue purificada por colurderaSefadex G50 equilibrada en
solucién amortiguadora TE y la eficiencia del mprdae evaluada en un contador de
centelleo liquido.

La reaccion de unidn se preparé conud.ble las proteinas nucleares obtenidas de las
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células estimuladas bajo las distintas condiciex@erimentales especificadas para cada
experimento, 100 000 cpm del oligonucleé6tido SLBE doble cadena marcado con
[*P] dCTP, HEPES 20mM pH7.6, NaCl 0.4M, EDTA 1mM, EGImM, 1ug/ul poly
(dI-dC) (Roche), il BSA 1mg/ml, 1l MgCl; 12mM en un volumen final de gD Las
muestras se incubaron 20 minutos en hielo, posteeiote se adicionoul de azul de
bromofenol y se separaron las muestras por electsiE en condiciones no
desnaturalizantes en un gel de acrilamida al 4%mA en solucibn amortiguadora TBE
(45mM Tris-borato, 1mM EDTA) durante 1.5 horas (@omwski & Chodosh, 1996). El
gel se secl y se expuso a un film para autorraafiagr

Para los ensayos de competencia se adicionar@emaulestras el oligo SLD-2 sin marcar
o el oligo que contiene un fragmento del promoter TNFo como competidor
irrelevante, ambos en un exceso molar 10X. Pareeihsayos de retardamiento con

anticuerpos se utilizaron de Qihde anticuerpos anti-CREB o anti-CREM.
4.8 Inmunoblot.

La concentracion de proteina en los extractos ateteo totales fue determinada por el
método de Bradford (Bradford, 1976).utbde proteinas nucleares o ) de proteinas
totales se resolvieron por SDS-PAGE al 10%, sesfi@@ron a membranas de
nitrocelulosa de 0.22n previamente humedecidas en solucibn amortiguadiara
transferencia (Tris/HCI 0.025M, glicina 0.192M y%0metanol), a 100 Volts por 1.5
horas. Las membranas se bloquearon durante unaheraperatura ambiente con una
solucion de leche descremada al 5% en TBS-T (Ta@kMmM pH 7.5, NaCl 150mM y
0.05% Tween 20). Posteriormente las membranas aéadnon con los anticuerpos
correspondientes: anti-fosfo-CREB (dilucién 1:20006n BSA al 3% en TBS-T; anti-
CREB (dilucion 1:2000) en leche descremada al 5% BS8-T; anti-CREM (dilucién
1:5000) en leche descremada al 5% en TBS-T; arti{8ucion 1:10000) en leche
descremada al 5% en TBS-T; anti-sustratos fosttofade PKA (dilucion 1:500) en
BSA al 3% en TBS-T. Las membranas se incubaronet@mticuerpo primario toda la
noche a 4°C. Después de lavar la membrana 3 veoeEBS-T, diez minutos cada vez,
se agrego el anticuerpo secundario adecuado acoplBdRP (dilucién 1:4000) en leche
descremada al 5% en TBS-T. Finalmente se lavé labrana tres veces con TBS-T, 10
minutos cada vez y se revelo por el método de @limminiscencia, siguiendo las

instrucciones del fabricante (Western Lightning-Ed&l Perkin-Elmer).
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5. Resultados

5.1 Las sefiales coestimuladoras de CD43 inducefodorilacion de CREB.

Una vez que se ha reconocido al antigeno, el pdtstogoara la activacion del LT es la
expresion del gene de IL-2 (Revisado en Lin & Lednd997). Esto involucra la
activacion de factores de transcripcion comaBIFAP-1, NFAT y CREB (Rothenberg
& Ward, 1996; Santanat al., 2000; Tenbroclkt al., 2003). Las sefales coestimuladoras
de CD43 activan cascadas de sefializacion que indageroduccion de IL-2, mas aun,
estas sefiales son importantes porque previenestagloede anergia inducido por las
sefales del TCR (Fierret al., 2006). Sin embargo, se desconoce si el factor de
transcripcion CREB también juega un papel impoetant la regulacion del gen de IL-2
en respuesta a las sefiales de CD43. En base a esstoamos si las sefiales
coestimuladoras de CD43 inducen la activacionstie factor de transcripcion.

Estudios previos mostraron que la activacion de ddl respuesta al estimulo con
PMA/Ionomicina, TCR o TCR/CD28 involucra la fosfaxion de CREB (Hsue# al.,
1997; Muthusamy & Leiden, 1998; Yat al., 2001). Por tanto, se estimularon células
Jurkat y LT a través del TCR y CD43 durante 10 tusudespués de lo cual se
obtuvieron los extractos totales y se evaluaromiesles de fosforilacion de CREB. Las
sefales coestimuladoras de CD43 inducen la fostodih de CREB (43kDa) a tiempos
cortos tanto en células Jurkat (Fig. 5a) como en(lEi§. 5b). De acuerdo con datos
previos que muestran que, en LT, CREB se mantiesforilado hasta 30 minutos
después del estimulo con Concanavalina A (Hugh#erBELet al., 2005), encontramos
gue las sefiales coestimuladoras de CD43 inducerumento en los niveles de CREB
fosforilado en el nacleo mayores a los observadospestimulo del TCR Unicamente
(Fig. 5c¢). Estas diferencias son reales ya quebserean niveles protéicos similares del
factor de transcripcion Spl (el cual se encuentmastitutivamente en el nucleo),
independientemente del estimulo (Fig. 5c, pandriof). Como se esperaba, en LT
estimulados a través del TCR y CD28, también serghsun aumento en los niveles de
fosforilacion de CREB en el ndcleo respecto a Kslas sin estimulo o estimuladas
Unicamente a través del TCR (Fig. 5c¢).

En conjunto, estos resultados indican que las ssfi@estimuladoras de CD43 son
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capaces de inducir la fosforilacion de CREB de mam&pida (10 minutos) y hasta 30

minutos después del estimulo.
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Figura 5. Las sefiales coestimuladoras de CD43 favorecen lasforilacion de CREB.

a) Células Jurkat arrestadas toda la noche en nidelMl sin SFB fueron estimuladas a

través de TCR (OKT3) y/o CD43 (L10) durante 10 nisu Se obtuvieron los extractos

totales y se evalu6 la fosforilacion de CREB ensdémina 133 mediante ensayos de
inmunoblot. b) LT fueron estimulados a través d€RTy/o CD43 por 10 minutos y se

obtuvieron los extractos totales para realizameatunoblot para evaluar los niveles de
fosforilaciéon de CREB en la serina 133. ¢) Célulaskat fueron arrestadas en medio
RPMI sin SFB toda la noche y estimuladas duranten8@utos a través del TCR y/o

CD43, se obtuvieron los extractos nucleares y atuaron los niveles de fosforilacion de

CREB mediante inmunoblot. En todos los casos dieartn células sin estimular como

Control. Los niveles totales de CREB y/o Sp1 fuateterminados como control de carga.
Los resultados mostrados son representativos dexgp@simentos independientes.

5.2 La fosforilacion de CREB inducida por las seial coestimuladoras de CD43 es
dependiente de PKA.

Se considera que la via candnica de activacionRIeBCes la via de PKA, sin embargo
se han descubierto vias alternas por las que CRHEBs#orilado en LT, entre estas se
encuentran las cinasas: MEK/ERK, p38, y PKC (Abnatenet al., 2004; Hsuelet al.,
1997; Yu et al.,, 2001; Muthusamy & Leiden, 1998). Para identifida(s) via(s)
responsable(s) de la fosforilacién de CREB en resaua las sefiales coestimuladoras de
CDA43, células Jurkat fueron incubadas durante 3@utms con inhibidores de MEK
(PD98059), p38 (SB203580), PKA (H89) o PKC (Gb669F%6kstimuladas a través del
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TCR y/o CD43 durante 5 6 10 minutos y los nivelesfadsforilacion de CREB en
extractos totales se evaluaron por inmunoblot.

El inhibidor de PKA (H89) redujo casi totalments loiveles de fosforilacion de CREB,
independientemente del tiempo de estimulo compacatiolo observado en células
tratadas con el vehiculo solamente (DMSO) (unaaadan del 74% 5 minutos post-
estimulo y 70% 10 minutos post-estimulo, medido gensitometria) (Fig. 6a). El
inhibidor de p38 (SB203580) redujo ligeramente nogles de fosforilacion de CREB
(una reduccion del 24% 5 minutos post-estimulo yl®minutos post-estimulo, medido
por densitometria). En contraste, los inhibidores MEK (PD98059) y de PKC
(G66976) no tuvieron efecto en los niveles de falsition de CREB. Los cambios
detectados en los niveles de fosforilacion de CRIBBse deben a diferencias en los
niveles de proteina cargada ni a diferencias entdémridad de los extractos ya que se
observan niveles similares tanto de CREB (Figp@agl inferior) como de Spl (Fig. 6a,
panel superior), independientemente del tratamieRtra corroborar que la via de
MEK/ERK no esta involucrada en la fosforilacion @REB en respuesta a las sefales
coestimuladoras de CDA43, verificamos el efectar@bidor de MEK (PD98059) sobre
los niveles de fosforilacion de ERK, blanco dired® MEK. El inhibidor PD98059
redujo los niveles de fosforilacion de ERK, del mis modo que el inhibidor de p38
(SB203580) previno la autofosforilacion de p38 (FBh). Por tanto, podemos concluir
gue la via de PKA es la via prevalente para leofdatién de CREB en respuesta a las
sefales de CD43 y que la via de ERK no esta inkaddacen la fosforilacion de CREB
inducida por CD43, mientras que la via de p38 dmune parcialmente en la activacion
de este factor de transcripcidn en respuestasefades de CD43.

Para confirmar que las sefiales coestimuladoraDdé @ducen la activacion de PKA,
células Jurkat fueron incubadas durante 30 minatosel inhibidor H89 antes de ser
estimuladas a través del TCR y CD43 durante 10 tosny se evalud el nivel de
fosforilacion de diferentes substratos de PKA etragxos totales por inmunoblot,
utiizando un anticuerpo que reconoce substratsfofitados por PKA. Las sefiales
coestimuladoras de CD43 inducen un aumento ersfarftacion de proteinas blanco de
PKA comparado con lo observado en extractos ddasekin estimular (Fig. 6c). El
aumento en la fosforilacion de estas proteinasragpde PKA ya que el inhibidor H89
previno la fosforilacion de sus sustratos (Fig.. 6d&isto nos indica que las sefales

coestimuladoras de CD43 inducen la activacion da.PK
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Figura 6. La fosforilacion CREB es inducida por PKA en respusta a las sefales de
CD43. Células Jurkat fueron arrestadas toda la nochenedio RPMI sin SFB e
incubadas en ausencia (-) o presencia de los @uriés de MEK (PD98059, §.81), p38
(SB203580, 0.83M), PKA (H89, 8.3uM) y PKC (G66976, 3.3 nM), de PDE (IBMX,
500 uM), de AC (SQ22536, 10(M) durante 30 minutos antes del estimulo a trales
TCR (OKT3) y/o CD43 (L10) por los tiempos indicadbes niveles de CREB fosforilado
en la serina 133 de CREB y Spl (a); de ERK fosfdd| p38 fosforilada y ERK total (b);
de sustratos de PKA fosforilados (RRXT o RRXS) deKE (c) y los niveles de
fosforilacion de CREB en la serina 133 y CREM (& evaluaron por medio de
inmunoblot en extractos totales utilizando los @rmrpos indicados. Como control se
incluyeron células incubadas con los inhibidoresestimular. Los resultados mostrados

son representativos de dos experimentos indepdadien



PKA es regulada por los niveles de AMPc, los cuaesu vez, son regulados
negativamente por las fosfodiesterasas (PDE, posiglas en inglés) y positivamente
por adenilato ciclasas (AC). Para confirmar laipgcion del AMPc en la fosforilacion
de CREB, células Jurkat fueron incubadas con lbibigiores IBMX y SQ22536 (los
cuales inhiben la actividad de la PDE y de la A&3pectivamente) 30 minutos antes de
ser estimuladas a través del TCR y CD43 por 10 to&BSe obtuvieron los extractos
totales y se determinaron los niveles de fosfadlaae CREB mediante inmunoblot.
Como se esperaba, los niveles de CREB fosforiladoeataron en células sin estimular
incubadas con el inhibidor IBMX comparados conrogles observados en células no
tratadas (Fig. 6d). En cambio, la inhibicién dé&@ por el inhibidor SQ22536 en células
sin estimular disminuye la fosforilacién de CREBy(F6d).

Cuando las células Jurkat fueron estimuladasvadrdel TCR y CD43 después de ser
incubadas con el inhibidor IBMX se observo un aummem los niveles de fosforilacion
de CREB con respecto a las células estimuladas/éstdel TCR y CD43 sin inhibidor,
posiblemente por la inhibicion en la hidrélisisAlMPc (Fig. 6d). En cambio, cuando las
células fueron estimuladas a través del TCR y CB&$pués de la incubacion con el
inhibidor SQ22536, la fosforilacion de CREB dismyudebido a la inhibicion de la
produccion de AMPc con respecto a las células efditas en ausencia de inhibidor o
con DMSO solamente (una reduccion del 23%, medoiapnsitometria). Sin embargo,
el inhibidor de SQ22536 no reduce la fosforilactiin CREB a los niveles observados
con el inhibidor H89.

En conjunto, estos resultados indican que, comie plar las sefales de activacion de LT,
CD43 induce cambios en la concentracion de AMPcclaases, a su vez, regulan la
actividad de PKA. De hecho, nuestro grupo cuentaresultados que sugieren que las
sefales de CD43 inducen incrementos en la concéhirde este segundo mensajero
(resultados no publicados).

Ya que se ha reportado que H89, ademas de inhiAa inhibe la actividad de Akt,
una cinasa que fosforila a CREB de manera depeedinPI3K (Daviest al., 2000;
Kuijl et al., 2007; Caravattet al., 2008) y que CD43 activa a PI3K (Layseca-Espimbsa
al., 2003), determinamos si Akt estd involucrada anfdsforilacion de CREB en
respuesta a las sefales coestimuladoras de CD#Besta utilizamos extractos totales

de células Jurkat incubadas durante 30 minutokimibidor H89 previo al estimulo a
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través del TCR y CD43 durante 10 minutos parazaalin ensayo de inmunoblot. Las
sefiales coestimuladoras de CD43 inducen mayoredeniwde fosforilacion de Akt
comparado con los niveles de Akt fosforilada emledl no tratadas (Fig. 7a), mientras

qgue el tratamiento con el inhibidor H89 redujo tsfbrilacion de Akt, como se ha

reportado (Daviest al., 2000) (Fig. 7a).
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Figura 7. La via candnica de Akt no esta involucrada en la &forilacion de CREB
inducida por CD43. a) Células Jurkat fueron incubadas en ausencia (+esepcia del
inhibidor H89 (8.3uM) durante 30 minutos antes del estimulo a trae¢ICR (OKT3) y
CD43 (L10) durante 10 minutos y los niveles dedakdcion de Akt en la treonina 308 se
evaluaron en extractos totales por inmunoblotecenticuerpo indicado. Como control
de carga se determinaron los niveles proteicos RK2E b) Células Jurkat fueron
estimuladas con anticuerpos anti-TCR (OKT3) y &ii43 (L10) durante 10 minutos
después de ser incubadas con un inhibidor de PL3R9@002) por 30 minutos, se
obtuvieron los extractos totales y se evaluaromiesles de fosforilacion de CREB en la
serina 133, de fosforilacién de AKT en la treon8@8 y de CREB total se determinaron
por medio de inmunoblot utilizando los anticuerfradicados. Se incluyeron células sin
inhibidor y sin estimulo (Control). Los resultado®strados son representativos de dos

experimentos independientes.

Para evaluar la participacion de Akt en la fosémiibn de CREB inducida por las sefiales
coestimuladoras de CD43, células Jurkat fueronbadas con el inhibidor de PI3K
(Ly) durante 30 minutos y, posteriormente, se agnon a través del TCR y CD43
durante 10 minutos. El inhibidor Ly294002 redujosicéotalmente los niveles de
fosforilacion de Akt (Fig. 7b, panel inferior), sambargo, este inhibidor no tuvo efecto
alguno en los niveles de fosforilacion de CREB (Ffdp, panel superior). Estos
resultados indican que a pesar de que las sef@lEé®d3 inducen la activacién de Akt,
la via canonica de activacion de Akt no es respuasde la fosforilacion de CREB

observada en respuesta a las sefales coestimdatoGD43.
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5.3 Regulacién de la unién de CREB y CREM al protande IL-2 en respuesta a las

sefales coestimuladoras de CD43.

La expresion de IL-2 es regulada positivamente@REB en LT estimulados a través
del TCR y CD28, en tanto que CREM, también miendwda familia de CREB, regula
negativamente su transcripcion (Tenbretkl., 2003).De acuerdo con esto, CREM se
encuentra unido constitutivamente a la region déQoromotor de IL-2 tanto en células
anérgicas como en LT de pacientes con Lupus Erteoa(Powellet al., 1999;
Tenbrock et al., 2002). Interesantemente CREB también se uneta region del
promotor de IL-2 (Powelt al., 1999).

Considerando que las sefiales dependientes de CE4&nmen el estado anérgico
resultante del entrecruzamiento del TCR (Fiestoal., 2006) y que los resultados
descritos arriba indican que CD43 modula la fokordn de CREB, evaluamos si CD43
regula la union de estos factores al sili80 del promotor de IL-2 humano por medio de
ensayos de retardamiento de movilidad electroftadEMSA).

Como primera aproximacion determinamos qué compl&dlA-proteina se forman
entre el oligonucleétido que contiene la secuedeianion a factores de transcripcion de
la familia de CREB en la region -180 del promota d-2 (SLD-2) y extractos
nucleares de LT no estimulados. De acuerdo coeportado por Powekt al., 1999,
observamos principalmente la formacion de tres dejop DNA-proteina que
denominamos |, Il, lll (Fig. 8a). La formacion detos complejos es especifica ya que
un exceso molar de 10X de la sonda no marcadaersibformacioén, mientras que el
exceso molar 10X de una sonda irrelevante (NRe marcada no tiene efecto sobre la
unioén de estos factores de transcripcion a la s(ffiga8a).

Para identificar la presencia de CREB o CREM eruralgde estos complejos se
adicionaron anticuerpos especificos contra estsrizs y se evalud su efecto sobre la
formacion de los complejos DNA-proteina descritnslafigura 8. El anticuerpo anti-
CREB retard6 el complejo Il ya que la intensidad eite complejo disminuyod,
observandose ademéas un aumento en la intensidadsdgal a la altura del complejo 1l
(Fig. 8b). Sin embargo, el complejo Il no se redapbr completo, lo que sugiere la
presencia de otras proteinas en el complejo. Pladsy el anticuerpo anti-CREM redujo

la formacién del complejo Ill. En conjunto, estesultados confirman que tanto CREB
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como CREM se unen a la region -180 del promotorild8 humano en LT no

estimulados.
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Figura 8. CREB y CREM se asocian a la sonda SLD-2 en respia a las sefiales de
CD43. a) La union de factores de transcripcion al promoterlld2 fue evaluadapor
medio de EMSA utilizando la sonda marcada SLDaZ;Ual comprende la secuencia de
union a factores de transcripcion de la familisCdREB en la region -180 del promotor de
IL-2 humano, en ausencia 6 en presencia de un @Xdd de SLD-2 no marcado como

competidor especifico (Wt) o de un exceso 10M dsdada de unién a TNF: como
competidor no especifico (TN&: b) La presencia de CREB y CREM en los complejos

DNA-proteinas formados por extractos nuclearesTsih estimular y la sonda SLD-2 se
determind utilizando anticuerpos anti-CREM o &@REB. c) LTfueron estimulados a

través del TCR (OKT3) y CD43 (L10) durante seisasprse obtuvieron los extractos
nucleares y se evalué la uniéon de CREB y de CREMs®»nda SLD-2 mediante EMSA
Se evaluaron los niveles de fosforilacion de CREB ¢ de CREM (e) mediante
inmunoblot y se determinaron los niveles totales Sgeicomo control de carga. Se
incluyeron células sin estimulo (Control). Los fesios mostrados son representativos de

dos experimentos independientes.
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En base a esto y a que, durante la activacion natendos LT, CREB fosforilado se
encuentra unido al promotor de IL-2 seis horas wespel estimulo (TCR+CD28) y que
éste es reemplazado por CREM 24 horas despuésistabn(iTenbroclet al., 2003), se
evaluo si las sefales de CD43 afectan la unionsties dactores de transcripcion a la
region -180 del promotor de IL-2 a estos tiempoaraPello, LT humanos fueron
estimulados a través del TCR y/o CD43. Seis hoespuks de los estimulos se
obtuvieron los extractos nucleares y se evalu6 n&rude CREB y CREM al
oligonucleétido SLD-2 por medio de EMSA. Bajo estasdiciones experimentales, la
formacion del complejo Il, complejo en el cual sewentra el factor de transcripcion
CREB, permanece practicamente constante indepeediente del tratamiento (Fig.
8c). Sin embargo, de acuerdo con los resultadaeptados previamente, los niveles de
fosforilacion de CREB en respuesta a las sefialestionuladoras de CD43 aumentan
comparados con los niveles inducidos por las sefided TCR en ausencia de
coestimulacién (Fig. 8d). Esto nos sugiere quéjesi CD43 parece no regular la union
de CREB al promotor de IL-2, regula su estado digaion al inducir su fosforilacion.

A diferencia de lo que ocurre con el complejodlfdrmacion del complejo 1ll, complejo
en el que se encuentra CREM, es inhibida por laalsg co-estimuladoras de CD43
(Fig. 8c). Esto concuerda con que los LT que recilsefiales co-estimuladoras
(TCR+CD43) tienen niveles proteicos de CREM menereg!l nlcleo, comparado con
los niveles de CREM en células sin estimular o aeibieron las sefiales del TCR o de
CD43 de manera independiente (Fig. 8e). Estos teslad sugieren que las sefales
coestimulatorias de CD43 por un lado inhiben ladnrde CREM al promotor de IL-2
reduciendo sus niveles en el nucleo y por el gimmueven la activacién de CREB seis
horas después del estimulo.

Antecedentes de nuestro laboratorio sugieren Eexndia de una ventana de tiempo en
la que las sefiales de CD43 contrarrestan las seénérgicas del TCR. Sin embargo,
cuando los LT reciben las sefiales de CD43 dos lkegsués de las sefiales del TCR, los
LT ya no son capaces de producir IL-2 y, por tantoproliferan. En cambio, cuando las
sefiales de CD43 son recibidas 30 minutos o mersmide de la sefiales del TCR, éstos
recuperan su capacidad para producir IL-2 y ddfpral (Fierroet al., 2006). En base a
esto, investigamos si las sefiales de CD43 reguZREB y/o CREM en esta ventana de
tiempo. De acuerdo con los resultados mostradosagonente (Fig. 8c), las sefales de
CDA43 parecen no regular la unién de CREB al proma¢olL-2 (complejo II) cuando
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éstas son recibidas 2 horas, 30 minutos o 10 ndrdgspués del TCR (Fig. 9a). De igual
modo, las sefiales de CD43 tampoco inducen la ftzfiim de CREB cuando éstas
ocurren dos horas después de las sefales del TIGROKF. Sin embargo, los niveles de
fosforilacion de CREB aumentan conforme las sefidée€D43 ocurren a tiempos mas
cercanos a la activacion por el TCR (30 6 10 mmu(big.9b). Por otra parte, la unién
de CREM al promotor de IL-2 es inhibida por lafiades de CD43 alun cuando estas
sefales sean recibidas 2 horas después de lasGRI (Fig. 9a), lo cual parece
correlacionar con los niveles proteicos de estéofattanscripcional observados en el

nacleo (Fig. 9c).
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Figura 9. Las sefiales de CD43 inducen la fosforilacion de &8 6 horas después del
estimulo. LT fueron estimulados a través del TCR (OKT3) y CDUB0] a los tiempos
indicados durante 6 horas, se obtuvieron los extsasucleares y se evalu6 la unién de
CREB y de CREM a la sonda SLD-2 mediante EMSALD)ueron estimulados a través
del TCR (OKT3) durante 2 horas, 30 minutos o 10utus y después con CD43 dejando
seguir por 6 horas, se obtuvieron los extractodeaues y se evaluaron los niveles de
fosforilacion de CREB en la serina 133 (b) o CREMpi (c) por medio de inmunoblot. Se
incluyeron células sin estimulo (Control). Los fesmilos mostrados son representativos de
dos experimentos independientes. Los resultadogradas son representativos de dos

experimentos independientes.

En conjunto, estos resultados indican que las sefi@estimuladoras de CD43 no
regulan la unién de CREB al promotor de IL-2 pdreegulan la activacién de CREB en
el nucleo 6 horas después del estimulo e inducemnmes niveles de fosforilacién de
CREB siempre y cuando sean recibidas 30 minutogmomdespués de las sefales del
TCR. Importantemente, las sefiales de CD43 inhiaamiéon de CREM al promotor de
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IL-2 6 horas después del estimulo aun cuando éstasan dos horas después del

estimulo a través del TCR.

5.4 Las sefales coestimuladoras de CD43 no regumunion de CREM 24 horas

después del estimulo pero mantienen los nivelefodéorilacion de CREB.

CREM no solo regula negativamente la transcripdériL-2 en células anérgicas, sino
gue también lo hace durante la activacion de los g hecho, CREM se encuentra
unido al promotor de IL-2 24 horas después defnedti de LT a través del TCR y CD28
(Tenbrocket al., 2003). En base a esto, evaluamos la unién ddaesdter 24 hrs después
de los estimulos con TCR y/o CD43. A este tiempseovamos que los complejos Il y
lIl se forman independientemente del estimulo (E@a). A diferencia de lo que ocurre a
las 6 horas de estimulo (Fig. 8c), las sefales @43ho afectan la formacion del
complejo Il (Fig. 10a), es decir, que las sefidie<D43 no afectan la union de CREM

al promotor de IL-2n vitro 24 horas después del estimulo.
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Figura 10. Las sefiales de CD43 no inhiben la unién de CREM ptomotor de IL-2 24
horas después del estimulo a través del TCR y CD43T fueron estimulados a través
del TCR (OKT3) y/o CD43 (L10) durante 24 horaspbéuvieron los extractos nucleares
y se evalud la union de CREB y CREM a la sonda SLMediante EMSA. bLélulas
Jurkat fueron estimuladas a través del TCR (OKT&D43 (L10) durante 24 horas, se
obtuvieron los extractos totales y se evaluaromiesles de fosforilacion de CREB en la
serina 133 por medio de inmunoblot. Como controtaea se determinaron los niveles
proteicos de CREB. Se incluyeron células sin estmiControl). Los resultados
mostrados son representativos de dos experimerdependientes.
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A pesar de esto, encontramos niveles mayores deB@&dforilado a las 24 horas en
respuesta a las sefales coestimuladoras de CD#3L(H), lo cual no ocurre cuando las
células Jurkat reciben las sefiales coestimuladier&D28. En conjunto estos resultados
nos sugieren que las sefales de CD43, a diferdedia que ocurre 6 horas después del
estimulo, no inhiben la unién de CREM al promoterld-2 después de 24 horas. En
cambio, las sefiales coestimuladoras de CD43 meantilenfosforilacion de CREB 24

horas después del estimulo probablemente paraareguibs genes importantes en la
activacion de los LT.
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6. DISCUSION

CREB es un factor de transcripcion critico pargiaduccion de IL-2. Mediante su
interaccién con la proteina CBP, induce la uniénladecetil transferasa p300 y el
reclutamiento de la maquinaria de transcripciébneempromotor de IL-2, regulando
positivamente la transcripcion de este gen (Butsetha., 2001; Tenbroclkt al., 2003).

De hecho, la expresiébn de una proteina dominangativa de CREB reduce
notablemente la expresion de IL-2 (Bartral., 1996). Por el contrario, otro miembro
de la familia de CREB, CREM, regula negativameatdnscripcion de IL-2 en células
anérgicas asi como durante la activacién celular, garecer del dominio rico en
glutamina Q2 que interactta con la RNA polimerds@Plowell et al., 1999; Tenbrock

et al., 2003; Asaharat al., 2001). El hecho que CD43, una molécula coestidurh,
induzca la produccion de IL-2 (Pagkal., 1991) mediante la activacion de los factores
de transcripcion NEB, NFAT y AP-1 (Santanet al., 2000) y que sus sefiales puedan
prevenir el estado de anergia en LT (Fiestral., 2006), nos condujeron a investigar si
las sefiales de CD43 inducen la fosforilacion de BEREBmo un posible mecanismo

para prevenir las sefiales anérgicas del TCR.
6.1 CD43 induce la fosforilacion de CREB

Se han descrito varias vias de sefalizacion queucen a la fosforilaciéon de CREB en
la serina 133, necesaria para que ocurra su activaén LT las sefales del TCR
inducen la fosforilacion de CREB por una via dea$izécion en la que participan
ERK/RSK2 y PKA a tiempos cortos< (10 minutos) (Muthusamy & Leiden, 1998;
Abrahamseret al., 2004), mientras que la coestimulacién a traw€028 induce una

activacion alterna de CREB dependiente de lasddaSsamKIV, p38 y ERK a tiempos

més largos (20 minutos después del estimulo) €val., 2001). En este trabajo
demostramos que CREB es fosforilado en la seriBadé3manera rapida (10-30 min)
en respuesta a las sefiales coestimulatorias de @Dd8 niveles mayores a lo
observados por el estimulo a través del TCR tamtkilas Jurkat como en LT por una
via dependiente de PKA. Asi mismo, observamos aie factor de transcripcion

fosforilado permanece en el nicleo hasta por 3Qiméndespués del estimulo de CD43.
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La activacion de la cinasa PKA depende de altasardraciones de AMPc. Este se une
a las 2 subunidades reguladoras de PKA, promoviendcambio conformacional que
conlleva a la liberacién y activacion de las subades cataliticas y la subsiguiente
fosforilacién de multiples sustratos (revisado ers¢hneret al., 2009). A su vez, los
niveles de AMPc estan regulados por la AC, cuyaidet se induce al menos por dos
mecanismos. Un mecanismo dependiente de la adivade un receptor acoplado a una
proteina G heterotrimérica, la cual al ser actiyadadisocia liberando a la subunidad
gue interacciona con la AC (revisado en Hanoune &eBb 2001). En el segundo
mecanismo descrito en LT, las sefales del TCRattwvPKC que, a su vez, activa a la
AC, hidrolizando ATP y generando AMPc (YoshimuraC&oper, 1993).

Se ha reportado que en LT activados por el TCRraepreceptor de IL-d, PKA | es
activada por PKC (Laxminarayana & Kammer, 1996).e®lros resultados con el
inhibidor de PKC (G66976) muestran que los nivele€CREB fosforilado en respuesta
a las sefnales de CD43 no se ven alterados. B&esgtuema, no podemos descartar la
activacion de PKA dependiente de PKC en respue§tB48, puesto que el inhibidor
G066976 inhibe eficientemente a las isoformap y p de PKC pero no a la isofornda
(Martiny-Baronet al., 1993), la cual puede activar a la AC (Kawabel., 1994).
Nuestros experimentos no nos permiten descartgratéicipacion de proteinas G
heterotriméricas en esta via de sefalizacion. Bimaego, ya que las sefiales de CD43
inducen la activacion de PKC(del Rioet al., 2004), que CD43 induce la fosforilacion
de CREB y que esta fosforilacion es dependienteKie, proponemos que las sefiales
de CDA43 activan a PKGC, la cual activa a la AC. La AC, a su vez, hidratia ATP
generando AMPc, el cual se une a las subunidadegaterias de PKA induciendo la
liberacion de sus subunidades cataliticas resutasden la fosforilacion CREB en el

nucleo.

La actividad de PKA depende de la disponibilidadA#Pc, la cual esté regulada por la
AC. El inhibidor de la AC (SQ22536) no redujo totainte los niveles de fosforilaciéon
de CREB como lo hizo el inhibidor de PKA (H89) e#lutas estimuladas 10 minutos
con TCR y CD43, lo que sugiere que existe la ppeaon de otra u otras vias
involucradas en la fosforilacion de CREB las cuaes inhibidas por H89. En este
sentido, se ha reportado que H89 ademas de irhibircinasa PKA, inhibe también a
Akt (Kuijl et al., 2007), una cinasa que fosforila a CREB en restpua TRAIL (del
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inglés “Tumor necrosis factor Related Apoptosisuktidg Ligand”) (Caravattat al.,
2008). Nuestros resultados sefialan que, aunqueseldasles de CD43 inducen la
activacion de Akt, esta via no parece ser respteshbla fosforilacion de CREB en
respuesta a las sefiales de CD43, ya que el inhitig®94002 no modifica su

fosforilacion.
6.2 Posibles vias alternas de fosforilacion de CR&&pendientes de CD43

Si bien no hemos identificado la via de sefalizacgsponsable de la fosforilacion de
CREB que actia en conjunto con PKA en respuests adfiales de CD43, existen

varias posibilidades por explorar:

1. Nuestros resultados muestran que p38 esta |paeciee involucrada en la
fosforilacion de CREB en respuesta a la sefale€D#3. Se ha reportado que p38
puede activar a MSK (“Mitogen and stress activdtedses”) y que MSK fosforila a
CREB en respuesta al estimulo del TCR (Kagsei., 2007). EI hecho que H89 inhiba
la actividad de MSK (Daviegt al., 2000), plantea la posibilidad de que la cindSK
también contribuya a la fosforilacion de CREB getedtamos en respuesta a la sefiales
de CD43 (Fig. 11). En el mismo sentido, encontrameslas sefiales de CD43 podrian
inducir la fosforilacion de ATF1 (38KDa), otro midno de la familia de CREB (datos
preliminares). El hecho de que MSK fosforile a ATEkaket al., 1998) nos sugiere
que CD43 probablemente regula la fosforilacionottes miembros de la familia de
CREB.

2. Dado que las sefales de CD43 inducen incrememtda concentracion de calcio
intracelular (Mentzeet al., 1987; Barat & Tremblay, 2002) y a que se hanapo que,
CREB puede ser fosforilado por CaMKIV en LT (¥ual., 2001), es posible que las
sefiales de CD43 activen a CaMKIV y que esta Ulfostorile a CREB.

Por otra parte, se ha descrito la existencia desélGbles cuya activacién depende del
incremento en la concentracion de calcio (Liteiral., 2003), las cuales podrian estar
involucradas en la fosforilacion de CREB en resfau@slos incrementos de calcio
inducidos por CD43.

3. AMPK (“AMP activated Protein Kinase”) es otra nasa activada por

calcio/calmodulina (CaMK) (Tamaat al., 2006) en respuesta a las sefiales del TCR. La
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inhibicion de esta cinasa inhibe parcialmente ¢apeccion de IL-2 en LT estimulados a
través del TCR y CD28 (Jhuwet al., 2006). Por otro lado, AMPK fosforila a CREB en
células musculares en respuesta a un inductor i@ enasa (AICAR, “5-
aminoimidazole-4-carboxamidefitb-ribofuranoside”) (Thomsonet al., 2007).
Considerando que CD43 induce aumentos en la coacem de AMPc en LT
(resultados no publicados), es posible entonceslagieseiiales coestimulatorias de
CD43 actiuen de manera sinérgica con las del TCR pamentar los niveles de

activacién de AMPK y en consecuencia, la fosfordade CREB.
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Figura 11. Posibles vias alternas de fosforilacion de CREB depdientes de CD43 Las
sefiales de CD43 inducen la fosforilacion de CREBnd@era dependiente de PKA, sin
embargo, nuestros resultados muestran que estes rla @nica via responsable. Los
incrementos en la concentracion de calcio pudiactivar tanto a la AC soluble como a la
CaMKIlV, las cuales pudieran fosforilar a CREB. Ratra parte, la activacion de p38
pudiera resultar en la fosforilacion de CREB de enardependiente de MSK puesto que
esta cinasa es inhibida por H89 al igual que la PKA
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CD43 activa la via de ERK estableciendo un circdegaetroalimentacion positiva que
induce la fosforilacién de Lck en la serina 59ci@l baja los umbrales de activacién
induciendo la produccion de IL-2 y la entrada alccicelular (Stefanovét al. 2003,
Fierroet al., 2006). Sin embargo, no encontramos que ERK iestuinvolucrada en la
fosforilacion de CREB a tiempos cortos. Por otraeda fosforilacion de CREB en
respuesta a las sefiales de CD43 es también panialdependiente de p38 y nuestros
resultados no nos permiten descartar que estaacipagicipe en la activacion de CREB
a tiempos mas largos. En efecto, se ha reportadolajdosforilacion CREB puede
ocurrir en dos etapas, una rapida (1 min) y un@léhh) a través de la via de CaMKIV
y de la via de las MAPKSs, respectivamente, en magale hipocampo (Wet al.,
2000). Es posible entonces, que CD43 regule tamiiéimsforilacion de CREB a
tiempos cortos y largos en dos 0 mas etapas deggadicada una de diferentes vias o
que acttian de manera sinérgica. En base a lo aépaainteriormente (Wet al., 2000;
Barat & Tremblay, 2002) es posible que CD43 redmlfosforilacion de CREB por la
via de PKA y CaMKIV a tiempos cortos y a tiempagtes a través de de p38 y/o ERK.

6.3 Regulacion de la unién de CREB y CREM al proraptde IL-2 por las sefiales

coestimuladoras de CD43

Como se menciond anteriormente, la expresion d2 éis-regulada positivamente por
CREB en LT estimulados a través del TCR y CD28 [ffeck et al., 2003).
Encontramos que tanto en LT sin estimular, comoc&nlas que soélo reciben las
sefales del TCR, tanto CREB como CREM se mantian&los al promotor de IL-2, lo
cual concuerda con resultados publicados anteridenéTenbrocket al., 2002).
Nuestros resultados indican también que, si biemtédn de CREB al promotor de IL-
2 no parece depender de las sefales coestimutatdea CD43, éstas regulan
negativamente la union de CREM al promotor de B{2ras después del estimulo, lo
cual concuerda con una reduccién en los niveletigas de CREM en el nicleo. Se
desconoce el mecanismo por el cual se regula Eepcea de CREM en el nlcleo en
LT, sin embargo, se sabe que la proteina ACT (dpés “Activator CREM in testis”)
es exportada del nucleo al citosol mediante suruod la kinesina KIF17b la cual a su
vez se une con el transportador Crm1l (Maehal., 2002). A la fecha, no se han

reportado isoformas de CREM activadoras de la ¢triggtson en LT, pero es posible
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que la regulacion de la presencia de CREM en dealge deba a su interaccién con
otra proteina, la cual promueve su translocaci@nafel ndcleo al interaccionar con

una kinesina y ésta a su vez con un transportamioo €rm1.

Antecedentes de nuestro grupo sugieren que existeentana de tiempo en la que las
sefiales de CD43 previenen el estado de anergizidudeuando los LT perciben
sefiales del TCR antes de las de CD43. Cuando losetiben las sefiales de CD43
hasta 30 minutos después de las del TCR, los Lipezan su capacidad proliferativa.
En cambio, cuando los LT reciben las sefiales coaktiorias de CD43 2 horas
después de las del TCR o Unicamente las del TCRpnaapaces de producir IL-2 y
por tanto, tampoco son capaces de proliferar @ ral., 2006). En funcién de esto,
evaluamos el efecto de las sefales de CD43 egutamén de CREB y CREM durante
esta ventana de tiempo. Nuestros resultados moasialas sefiales de CD43 inhiben
la union de CREM al promotor de IL-2 aun cuandormuhasta 2 horas después de las
sefiales del TCR. Esto concuerda con niveles posteienores de CREM en el nucleo
comparado con los observados en células sin estimias aun, las sefiales de CD43
inducen la fosforilacion de CREB cuando son rea@bi®0 minutos después de las
sefiales del TCR, no asi a tiempos mas largos @shdEl hecho de que las sefales de
CD43 son incapaces de inducir la fosforilacion d@EB cuando son percibidas por la
célula 2 horas después del estimulo a través dd® BQgiere que las sefiales
prolongadas del TCR, en ausencia de coestimulaci@meran una inhibicién
irreversible en la activacion de CREB que podrisultar de eventos tales como un
aumento en la actividad o en la expresion de lafatasas que defosforilan a CREB
como PP1 y PP2-A (Revisado en Mayr & Montminy, 2001bien la unién de la
subunidad regulatoria Rlide PKA a CREB lo cual, inhibe su actividad traiszsonal
(Elliot et al., 2003). Las sefales de CD43 regularian de manegativa estos
mecanismos de inhibicion siempre y cuando no sarhagtablecido por completo las

sefiales anérgicas del TCR.

Por otro lado, en LT estimulados a través del TAERD28, CREM se encuentra unido
al promotor de IL-2 24 horas después de dicho etirto cual se ha interpretado como
un mecanismo regulatorio de la amplitud de la restaucelular (Tenbroddt al., 2003).

De manera semejante, nuestros resultados indicariagusefiales coestimulatorias de

CD43 no afectan la union de CREM al promotor de2 IR4 horas del estimulo. Es
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posible entonces, que CD43 regula positivamenteatescripcion de IL-2 al inducir la
fosforilaciéon de CREB y que, al no tener efectdaenniéon de CREM al promotor de
IL-2 24 horas después del estimulo, se evita ldym@ién exacerbada de esta citocina.
Los mecanismos por los cuales se regula negatiemien produccion de IL-2
involucran regulacién epigenética. Se ha reportpgola demetilacion del sitio ARRE2
(del inglés “Antigen Receptor Responsive Elemed#) promotor de IL-2 es crucial
para el reclutamiento de Oct-1 y NFAT en LT C{#urayamaet al., 2006). CREM,
por su parte, regula negativamente la transcripgeh.-2 debido al reclutamiento de la
Histona Deacetilasa 1 (HDACL1; del inglés “Histoneabetylase 1”) mediante la
interaccion con su dominio H (Tenbroekal., 2006). De modo que la metilacion del
promotor de IL-2 pudiera impedir la union de CREBfbrilado una vez que se han

establecido las sefiales anérgicas.

6.4 Las sefales coestimulatorias de CD43 mantieterfosforilacion de CREB 24

horas después del estimulo: Posibles implicaciones

Si bien CREM se encuentra unido al promotor de R42horas después del estimulo,
de manera interesante, encontramos que CREB seemariosforilado en el nucleo
hasta 24 horas en respuesta a las sefales coeslorad de CD43. Aunque nosotros no
encontramos que la fosforilacibon de CREB correlaiacon la union de CREB
fosforilado en el promotor de IL-2, lo anterior Brg@ que las sefiales de CD43 podrian
regular positivamente a otros genes cuya transéripdepende de CREB y que
participan en la diferenciacion de LT. Resultadosilico obtenidos en el laboratorio
(Tesis de Doctorado de Monserrat Sandoval) muesfugnlas sefales conjuntas del
TCR y CD43 pueden inducir la union a CREB en vagosmotores de citocinas
expresadas en LT como IL-2, IL-6, IL-12 y la quikiita MCP-2 (Anexo 1). Ensayos
de dot-blot muestran que las sefales coestimuladiea& D43 inducen la expresion de
las citocinas IL-2, IL-3, IL-4, IL-13, IFNs, TNF{3, RANTES, MCP-1 y MIP las cuales
no son producidas cuando los LT reciben Unicamasteefales del TCR (Fierebal.,
2006). Esto correlaciona con que CREB regula pasitente varias citocinas: IL-2
(Tenbrocket al., 2003), IL-4 (Tokoyodat al., 2004), IL-6 (Etiennet al., 1999) e IFN-

vy (Samtenet al., 2008) (Anexo I). Por otra parte, esta reportgde CREB también
regula positivamente la expresion del receptortdeadinidad de IL-2 (CD25) (Hughes-
Fulford et al., 2005) y a la Ciclina D (Whitet al., 2006), la cual regula la transicién de
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G1/S durante el ciclo celular, por lo que las segiabestimuladoras de CD43 pudieran

participar en la expresion de estas proteinas.

En conjunto nuestros resultados muestran que laalese de CD43 inducen la
fosforilacion de CREB desde tiempos cortos (10 meisjude manera dependiente de
PKA, que inducen la fosforilacion de CREB 6 horaspliés del estimulo e inhiben la
union de CREM al promotor de IL-2 y que, a las P4aB, reestablecen la union de
CREM al promotor de IL-2 pero mantienen la fostwibn de CREB. Por lo tanto,

CD43 es una molécula coestimuladora importante a@&nrebpuesta inmune que
contribuye y modula diferentes etapas de la difgdgemmdn celular y muy

probablemente, etapas efectoras de los LT.
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7. CONCLUSIONES

* |as sefales coestimuladoras de CD43 inducen leorflagfion de CREB
rapidamente de manera dependiente de AMPc y PKA.

®* |a via canonica de Akt no esta involucrada en HEofilacion de CREB en

respuesta a las sefiales de CD43.

® Las sefales de CD43 inhiben la union de CREM ahptor de IL-2 e inducen

la fosforilacion de CREB en el nucleo 6 horas désplel estimulo.

® Las sefiales de CD43 no inhiben la unién de CREMraiotor de IL-2 24
horas después del estimulo, sin embargo, mantiesaniveles de fosforilacion
de CREB.

48



. PERSPECTIVAS

* Realizar ensayos de inmunoblot con extractos delasl incubadas con un
inhibidor de PKC( para determinar si esta cinasa estd involucraddaen
activacion de la AC en respuesta a las sefialetiroodetorias de CD43.

* Realizar ensayos de coinmunoprecipitacién y ensdgosinasan vitro para
determinar si la activacion de CD43 induce la fokfoion de la AC de manera
dependiente de PKC

» Transfectar células Jurkat con RNAI especifico pdifarentes isoformas de AC
y PKA para determinar cuales son las isoformasatas por CD43.

* Realizar ensayos de inmunoblot con extractos delasl incubadas con
inhibidores de la via de CamKIV y AMPK para detarani si estas vias estan
involucradas en la fosforilacion de CREB en laspatatempranas de la
activacion dependiente de las sefiales coestimaadisr CD43.

* Realizar ensayos de inmunoblot con extractos dalastl incubadas con
diferentes inhibidores para determinar las cascddasfalizacion involucradas
en la fosforilacibn de CREB dependiente de CD423@ yoras post-estimulo.

» Transfectar células Jurkat con una proteina dortenaegativa del transportador
Crml para determinar si esta involucrado en la eapdn de CREM hacia
fuera del ndcleo a las 6 horas de estimulo a trd@k$CR y CD43.

* Realizar ensayos de Inmuprecipitacion de CromdttdP) para confirmar la
regulacion de CREM vy la activacion de CREB departdigle las sefiales de
CD43 en el promotor de IL42 vivo.
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9. ANEXO I.

Citocinas inducidas por el coestimulo de CD43
Citocina Funcién Es regulado por CREB?
IL-2"8 Proliferacion de LT Tenbrocket al, 2003
. Proliferacion de monocitos y células
IL-3 dendriticas --
. Tokoyodaet al, 2004
IL-4 Diferenciacion T2 Strempel & Vercelli, 2007
IL-6° Proliferacién de LB Etienneet al, 1999
IL-128 Diferenciacion T1 -
IL-13 Diferenciacion T2 Strempel & Vercelli, 2007
IFN- v’ Diferenciacién T1 Samteet al, 2008
TNF- Efecto citolitico -
RANTES Quimiocina Casolat al, 2002
MCP-1 Quimiocina -
MCP-2 Quimiocina -
MIP Quimiocina Barabitskajat al, 2006

Anexo | Las sefiales coestimulatorias de CD43 inducen la mhaccion de varias

citocinas. Resultadosin vitro (*)

(Fierro et al, 2006) muestran que las sefales

coestimuladoras de CD43 inducen la produccion dewaitocinas involucradas en la
proliferacion y diferenciacion de las células dstesna inmune asi como quimiocinas.
Resultados publicadog)(e in silico (§) muestran que la transcripcién de estas ciéscin
esta regulada por CREB.
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