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RESUMEN

El desarrollo de los linfocitos T es fundamental para el adecuado funcionamiento
de estas células en periferia; muchos son los mecanismos y moléculas involucradas
en este proceso. Una de las moléculas més importantes para regular este desarrollo
es el receptor CD5; sin embargo, no se sabe cuéles son las regiones y mecanismos
a través de las cuales este receptor ejerce sus funciones. Para resolver esta
pregunta, se generaron mutantes puntuales de los residuos de tirosina de CD5, los
cuales fueron transfectados en la linea celular EL4. Para entender cual es el papel
de dichos residuos en la supervivencia de los linfocitos T se realizaron ensayos de
induccion y determinacidn de apoptosis, asi como la medicién de los niveles de
Caspasa 3 activa y se analizé la activacion de ERK y AKT en respuesta a la
activacion del TCR para determinar los mecanismos por los cuales estos residuos
modulan la supervivencia de los linfocitos T. Adicionalmente, se utilizd6 un raton
transgénico en el cual los residuos de serina 458-461 (dominio de union a CK2) de
CD5 fueron eliminados. Para caracterizar el papel de este dominio en el desarrollo
de los linfocitos T se analizaron a detalle las subpoblaciones timicas, asi como las
vias de activacién del TCR en estas células. Finalmente, se analizo la supervivencia
de los linfocitos T in vitro e in vivo. Los hallazgos obtenidos muestran que el residuo
Y429 es importante para regular negativamente la muerte celular inducida por
activacion, ya que en ausencia de este residuo se incrementa la muerte celular tras
la activacion del TCR correlacionando con la activacion incrementada de ERK 1/2,
sugiriendo que este residuo forma parte de un dominio Pseudo-ITIM. En los ratones
carentes de las S458-461 se demostro que este dominio es importante para regular
negativamente la activacion de ERK 1/2; asi como para regular negativamente la
supervivencia de los linfocitos T y la seleccion de linfocitos T CD4+ vs CD8+ sin

afectar las sefiales proximales del TCR.



ABSTRACT

The development of T lymphocytes is a crucial process for the correct activity of
these cells in periphery; several mechanisms and molecules have been described
to be involved in this process. One of the most important molecules that regulates
thymocyte development is the glycoprotein receptor CD5, however, up to date it is
not well understood what regions and mechanisms are involved in CD5 functions.
To answer this question, we generated substitutions of the tyrosine residues of
human CD5, these mutants were transfected into the EL4 cell line. To understand
the role of these residues in Thymocyte survival we performed apoptosis induction
assays with a-CD3 £ a-CD28 antibodies; furthermore, we determined the levels of
active caspase 3 in each of the mutants generated. To further understand the
mechanisms through which the tyrosine residues modulate thymocyte survival we
analyzed the activation of ERK and AKT proteins after TCR activation. Additionally,
we used transgenic mice where the S458-461 (CK2 binding domain) of CD5 were
deleted. To characterize the role of these domain in thymocyte development we
analyzed the different thymocyte subpopulations as well as the TCR signaling
pathways in these cells. Finally, we also analyzed the thymocyte survival both in
vitro and in vivo. Our findings show that Y429 residue of CD5 is important to
negatively regulate activation induced cell death in thymoyctes since the absence
of these residue results in enhanced activation induced cell death which correlates
with ERK 1/2 hyperphosphorylation. These results suggest that Y429 residue
belongs to a Pseudo-ITIM domain within the cytoplasmic region of CD5. In the
CK2BD transgenic mice we also demonstrated that these region negatively
regulates ERK 1/2 phosphorylation as well as thymocyte survival and CD4+ lineage

commitment without affecting proximal TCR signals.
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activation motif
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Zeta-Chain (TCR) Associated Protein
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INTRODUCCION

SISTEMA INMUNE

El sistema inmune es un conjunto de barreras fisicas, moléculas y diferentes
tipos celulares, el cual tiene como principal finalidad reconocer antigenos propios y
extrafios al organismo y generar tolerancia a los antigenos propios o una respuesta
inmune en contra de los antigenos extrafios. De manera general, se divide en dos

grandes apartados: el sistema inmune innato y sistema Inmune adaptativo [1].

SISTEMA INMUNE INNATO

La inmunidad innata es considerada como el primer tipo de defensa que
encuentran los patégenos al invadir un organismo. Se divide, de manera general,
en: a) barreras fisicas (mucosas, barreras epiteliales, entre otras);b) proteinas,
entre las que destaca el sistema de complemento, las citocinas y quimiocinas, asi
como algunos péptidos que poseen actividad antimicrobiana; y ¢) componentes
celulares (neutrdfilos, basofilos, eosinodfilos, macréfagos, células dendriticas,
células asesinas naturales, entre otras). Una de las principales caracteristicas de
las células que componen el sistema inmune innato es la expresién de diversos
receptores que son capaces de reconocer diversos patrones moleculares
asociados a patégenos conocidos como PAMPs. Entre los receptores mas
importantes a través de los cuales el sistema inmune innato realiza sus funciones
podemos encontrar: TLRs (Toll like receptors), NLRs (NOD-like receptors), RLRs
(RIG-I-like receptors) [2]. A pesar de gue estos receptores no sufren modificaciones
en su afinidad para incrementar su capacidad de reconocimiento, recientemente se
ha demostrado que se unen de manera especifica a moléculas con estructuras
conservadas y que esto se da con una alta eficiencia por lo que el sistema inmune

innato es capaz de montar una respuesta de intensidad y eficacia constante [3].

Algunas de las células del sistema inmune innato (células dendriticas,
macrofagos, entre otras) tienen capacidad de presentar antigenos procesados, por
lo que se les conoce como células presentadoras de antigeno (APCs). Estas células

11



expresan algunos receptores, de los antes mencionados, los cuales son

fundamentales para el reconocimiento y activacion de estas.

SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO

El sistema inmune adaptativo o inmunidad adaptativa es aquella que de
manera general toma lugar después de la respuesta inmune innata. Comparada
con la respuesta inmune innata, la inmunidad adaptativa es considerada de mayor
eficiencia, ya que su capacidad de respuesta depende del reconocimiento de un
antigeno con alta especificidad. A partir de este reconocimiento, el sistema inmune
adaptativo genera una gran diversidad de moléculas de reconocimiento
(anticuerpos), asi como la proliferacion de células efectores (expansion clonal) y
generacion de células de memoria las cuales son capaces de persistir en el
organismo aun cuando el reto antigénico haya sido removido por completo. Esta
caracteristica “dnica” del sistema inmune adaptativo es conocida como memoria
inmunologica y es de gran relevancia cuando existe un segundo encuentro con el
mismo antigeno, ya que la respuesta secundaria es de mayor intensidad y
velocidad. Finalmente, la complejidad del proceso de seleccién y desarrollo de las
células del sistema inmune adaptativo, permite eliminar células que reconocen
antigenos propios, sin embargo, aquellas células que no son eliminadas son
incapaces de responder debido a un mecanismo conocido como anergia. De
manera global este proceso es conocido como tolerancia inmunolégica y su
existencia es fundamental para la homeostasis de los organismos. Finalmente, la
generacion de anticuerpos a partir de células plasmaticas complementa al sistema
inmune adaptativo, ya que estas proteinas son de alta especificidad, permitiendo

una rapida y eficaz respuesta contra agentes extrafios al organismo [3].

A diferencia del sistema inmune innato, el sistema inmune adaptativo posee
un repertorio celular restringido; las principales células que que componen este
sistema son los linfocitos. De acuerdo a su origen y funcion, los linfocitos se
componen en 2 grandes categorias: linfocitos B y linfocitos T. De manera general,
los linfocitos B son un subtipo celular que se desarrolla en médula ésea. Es en esta

region anatébmica en donde expresa un receptor especifico para cada célula

12



conocido como receptor de células B (BCR). Una vez alcanzada la tltima etapa de
desarrollo dentro de médula 6sea, estas células continian su maduracion en
periferia, en donde dependiendo de diferentes condiciones (activacion celular)
pueden diferenciarse a células plasmaticas, productoras de anticuerpos, o células
de memoria. Los anticuerpos o inmunoglobulinas, son un componente importante
de la respuesta humoral del sistema inmune adaptativo. En la mayoria de los
mamiferos existen 5 tipos de inmunoglobulinas, las cuales son: IgA, IgD, IgE, 1gG
e IgM. La ubicacion, expresion y funciones de cada inmunoglobulina es diversa, lo
cual permite que se generen efectos diversos como son: neutralizacion de
patbgenos, opsonizacion, activacion de complemento, etc [4]. Finalmente, los
linfocitos T, requieren de un 6rgano adicional para su correcto desarrollo. Este
organo se conoce como timo y su funcion se discutird a fondo en la siguiente

seccion.

LINFOCITOS T

DESARROLLO DE LOS LINFOCITOS T

El timo es un 6rgano linfoide primario, presente en la mayoria de los
vertebrados (con excepcidén de los peces no mandibulados, ej: lampreas). Su
funcién es crucial para el adecuado funcionamiento del sistema inmune, ya que en
él se dan los procesos de maduracion y seleccion de los linfocitos T, asi como la
induccion de la tolerancia central [5]. La formacion del timo se da durante la
embriogénesis temprana a partir del endodermo. Estudios en ratén han demostrado
que a partir del dia 11.5 del desarrollo embrionario se empieza a expresar el gen
Foxnl, el cual es fundamental para la correcta formacion del timo [6]. Este gen
codifica para un factor transcripcional que es esencial para la formacion del estroma
timico, ya que la ausencia de este resulta en una ausencia absoluta de linfocitos T.
Posterior a su formacion, el timo se divide en dos regiones anatdbmicas muy bien
definidas, las cuales se denominan corteza y médula [7]. Es muy importante sefialar
gue las células que componen ambas regiones del timo son tanto fenotipica como
funcionalmente distintas entre si. Entre las células estromales, se encuentran las

células epiteliales timicas, tanto en la region cortical (cTecs) como en la medular
13



(mTecs) [8]. Estudios de transferencia de precursores epiteliales timicos (E12) [7]
han demostrado que existe al menos un progenitor comun entre ambas células,
aunque se requieren mMAas experimentos para caracterizar por completo este

progenitor.

El proceso de maduracion y seleccion de los timocitos puede dividirse en 5
grandes pasos: 1) Entrada de progenitores linfoides no comprometidos al linaje T
hacia el timo; 2) Generacion de linfocitos DP en corteza exterior del timo; 3)
Seleccion positiva de los timocitos en la corteza; 4) Seleccion negativa de los
timocitos en region cortico-medular/médula por la interaccion con mTECs y APCs;
asi como la generacion de nTregs; 5) Exporte de linfocitos T maduros del timo hacia

la periferia.

La primera parte del desarrollo timico comprende la llegada de los
progenitores linfoides (CLP) provenientes de la médula 6sea que entran al timo a
través de vénulas ubicadas cerca de la region cortico-medular gracias a la
participacion de quimiocinas y moléculas de adhesion [9]. Estudios realizados en
timo prenatal (fetal), han demostrado un papel relevante de las quimiocinas CCL19
(CCR7) y CCL25 (CCRY9) en la llegada de los progenitores linfoides a timo [10]. La
importancia de estas quimiocinas se ha demostrado en ratones deficientes de
CCR7 (receptor de CCL21 y CCL19) en los cuales se ha observado una
disminucién parcial de timocitos [11]. Adicionalmente se ha demostrado que la
deficiencia de CCR9 genera una reduccion de hasta 3 veces el numero total de
timocitos comparado con ratones silvestres[12]. Debido a que la ausencia de CCR7
y CCR9 genera una reduccion parcial en el niumero de timocitos en el estadio
prenatal, se ha propuesto que existen otros factores quimiotacticos relevantes en
este proceso; sin embargo, al dia de hoy no existe una evidencia contundente de
la participacién de otros receptores en el desarrollo timico durante la fase prenatal
[13].

Estudios realizados en la fase postnatal han demostrado un papel relevante
de la molécula de adhesién PSGL-1 (Platelet-selectin glycoprotein Ligand 1), asi

como de su receptor (P-Selectina), las cuales se encuentran expresadas en
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timocitos y estroma timico respectivamente [14]. De manera adicional se ha
observado que anticuerpos dirigidos contra CXCR4 y la generacion de ratones
deficientes para CCR5 (en condiciones de irradiacion subletal) afectan la llegada
de progenitores no comprometidos de médula ésea hacia timo (homing) [15]; sin
embargo, estos experimentos no han permitido demostrar de forma concluyente la
relevancia de estos receptores de quimiocinas en la llegada a timo. Finalmente,
experimentos realizados en ratones linfopénicos deficientes para el receptor CCR9
han mostrado una disminucion en el reclutamiento de progenitores hacia timo
postnatal [12]; sin embargo, no fue hasta recientemente que se demostro que la
eliminaciéon simultanea de CCR7 y CCR9 resulta en una disminucién severa de los
progenitores de médula ésea que se reclutan hacia el timo adulto. Es importante
sefalar que, a pesar de estos hallazgos, en la actualidad no se tiene un modelo
gue represente de manera concluyente a todas las moléculas requeridas para la
llegada y posterior desarrollo de los progenitores de médula ésea hacia el timo [16,
17].

Los progenitores provenientes de médula ésea, comienzan su desarrollo en
timo[18]. Las diferentes subpoblaciones se dividen con base en diferentes
moléculas de superficie:

¢ DN: Timocitos doble negativos, ausencia de CD4 y CD8.
o DN1: CD44+ CD25- CD117+
o DN2: CD44+ CD25+ CD117+
o DN3: CD44- CD25+ CD117-
o DN4/pre-DP CD44- CD25- CD117-
e DP: Timocitos doble positivos, expresion simultanea de CD4 y CDS8.
e CD4+ SP: Timocitos CD4+ simple positivos, expresion de CDA4.
e CDB8+ SP: Timocitos CD8+ simple positivos, expresion de CD8.

Después de la llegada de los progenitores de médula 6sea hacia la region

cortico-medular, a través de vénulas, el desarrollo de los timocitos continua con la
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migracion de estas células hacia la corteza timica (corteza peri-medular). En esta
zona, los timocitos DN1 permanecen un aproximado de 10 dias (modelo murino)
[19]; es importante sefalar que en esta parte del desarrollo de los linfocitos T, los
timocitos DN1 se expanden aproximadamente 1000 veces. Las sefales
encargadas de regular la proliferacion y mantenimiento de los timocitos durante
esta fase del desarrollo, no han sido identificadas totalmente; sin embargo, se ha
propuesto que existen 2 sefiales de gran importancia durante esta fase. Estas
sefales son la union del Ligando de Kit a su receptor (CD117) [20] y la union de

Notch a sus ligandos (Delta-like ligands) [21].

Finalmente, es durante esta fase del desarrollo de los linfocitos T que se
inicia un proceso conocido como compromiso de linaje. Este proceso es de vital
importancia ya que restringe el desarrollo de los progenitores de médula ésea hacia
otros subtipos celulares, como son linfocitos B, células mieloides, etc. Las sefiales
descritas, encargadas de regular este proceso estan dadas por la unién de Notch
a su ligando DII1, aunque la participacion de otros ligandos como Dll4 también es

de importancia para este evento [21].

Al terminar su transicion por la corteza peri-medular, los timocitos inician su
migracion hacia la regibn mas interna de la corteza timica. Es en esta zona en
donde los timocitos DN incrementan la expresién de CD44 y CD25 para convertirse
en timocitos DN2. Experimentos realizados en ratones con eliminacién condicional
de CXCL12 en el estroma timico (quimeras de médula ésea), se ha demostrado un
papel fundamental de esta quimiocina en la llegada y retencion de los timocitos
hacia la corteza interna. Adicionalmente, se ha observado que la interaccion de las
integrinas a4B1 con VCAML1 y la interaccion de integrinas como oEB7 con E-
cadherina son también, de gran importancia en la migracion y maduracion de los
timocitos DN2 [18].

Al igual que en la regién peri-medular de la corteza timica, la participaciéon
de Notch y sus ligandos DII1 y DIll4 es fundamental para la especificacion hacia el
lingje T; aunque existe una pequeia cantidad de timocitos DN2 que retienen el

potencial de convertirse en células NKs, DCs, etc., es en este estadio del desarrollo
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de los linfocitos T que la mayoria de los timocitos restringen su desarrollo al linaje
T [21].

Adicional a los eventos antes mencionados, es en la fase DN2 del desarrollo
de los linfocitos T en donde se inicia la expresion de la recombinasa RAG, la cual
se encarga del rearreglo de los genes de TCRy y TCRd, asi como del locus de
TCRp; sin embargo, durante la fase DN2 solo se da el rearreglo de los genes TCRy
y TCRS [22]. Una de las sefales fundamentales para el rearreglo de estos genes
es IL-7, la cual se ha demostrado juega un papel de gran importancia en el

desarrollo de una subpoblacion timica que expresa un TCRys [23].

Una vez concluidos los eventos celulares de la fase DN2, los timocitos,
disminuyen la expresion de CD44+ y CD117+ para convertirse en timocitos DN3.
Esta transicion va acompafiada de la migracion de estas células hacia la parte mas
externa de la corteza timica. Una de las sefiales fundamentales que ha sido
identificada para regular este proceso de relocalizacion es la quimiocina CCL25
(CCR9), la cual se expresa en el estroma timico tanto cortical como medular.
Adicionalmente, la quimiocina CXCL12 (CXCR4) se ha observado como un factor
quimiotactico al cual los linfocitos DN3 son capaces de responder y por lo tanto
podria jugar un papel importante en la relocalizacion de estas células en la corteza

timica méas externa [24-26].

Durante la fase DN3 del desarrollo de los linfocitos T se dan diversos
procesos de seleccion timica que deciden el linaje que seguiran los linfocitos T
durante las fases subsecuentes de su desarrollo y funcién. Primero, la recombinasa
RAG continla el proceso de rearreglo de los genes TCRy y TCRJ; adicionalmente,
es durante esta fase que esta misma recombinasa inicia el rearreglo del locus TCR.
Una vez rearreglados, estos genes producen la expresion de un TCRyd o un pre-
TCRp; sin embargo, los mecanismos a través de los cuales los timocitos se

comprometen a un linaje yd o af no han sido completamente elucidados [27].

Existen 2 modelos que intentan explicar cdmo los timocitos se comprometen

hacia un linaje yd o af. El primer modelo, conocido como modelo instructivo, sugiere
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que primero se da la expresion de un pre-TCRp o un TCRyd y es a través de la
transduccion de sefiales dada por alguno de estos receptores que los timocitos
deciden un linaje. Por otro lado, el modelo estocastico o de pre-compromiso,
propone que la eleccién del linaje of 0 yd se da previamente a la expresion de un
pre-TCRB o v3; en su lugar, solo aquellas células que “coinciden” con su pre-
compromiso sobreviven, ej: una célula pre-comprometida a yd que expresa un pre-
TCRp no es capaz de proseguir su desarrollo. Recientemente, se ha identificado
que la deficiencia del factor transcripcional SOX13 reduce significativamente el
desarrollo de los linfocitos T yd; ademas, se ha reportado que la expresion de este
factor transcripcional coincide con un patron de expresion del receptor de IL-7 en
timocitos DN2, lo que permite distinguir las células que se comprometeran al linaje
ap o yd. Finalmente, existe evidencia experimental adicional que muestra que la
intensidad de sefales transducidas por un uUnico TCR (o 0 yd) es capaz de
promover el desarrollo a ambos linajes. En conjunto, todas estas evidencias
sugieren que la eleccion de linaje o3 0 ¥ es un proceso muy complejo que puede

requerir mas de un modelo para ser explicado completamente [23].

Adicional a la eleccion del linaje aff vs yd, un proceso fundamental en el
desarrollo de los linfocitos T, es la seleccidon beta, el cual es el primer punto de
control de la seleccion timica. Este proceso requiere de la expresion de un pre-TCR
funcional, el cual se compone por una cadena beta rearreglada (B) y una cadena
alfa invariante (pTa) [28]. Inicialmente, se sugirié que este pre-TCR no requiere de
la unién de un ligando presentado a través de MHC para llevar a cabo su funcion;
sin embargo, evidencia reciente sugiere que se requiere de la presencia de un
ligando presentado a través del complejo pMHC (u otro ligando), para poder
proseguir con el proceso de desarrollo de los timocitos [29]. Es importante sefalar
que los timocitos DN3 que expresan un pre-TCR funcional son capaces de seguir
adelante con el desarrollo; sin embargo, aquellos que son incapaces de sefalizar
a través de este receptor debido a que expresan un pre-TCR no funcional, mueren
por apoptosis. Esto se debe a que el locus TCRp en los timocitos sufre un estricto

proceso de exclusion alélica que permite la expresion de un solo alelo de TCR§,

18



por lo que la ausencia de un pre-TCRp concluye con la eliminacion de esa célula
[30]. Finalmente, las células que reciben sefales a través del pre-TCR sufren un

proceso de expansion de hasta 4 veces [31, 32].

Una vez concluidos los procesos de seleccion beta y compromiso de linaje
durante la fase DN3, los timocitos migran rapidamente a la region interna de la
corteza en donde expresan niveles bajos de CD4+ y CD8+, razon por la cual son
llamados DN4/pre-DP. Adicionalmente a la expresion del mMRNA de CD4+ y CD8+,
asi como bajos niveles de ambas proteinas en superficie, es después de la
seleccién beta cuando se incrementa la expresion del receptor glicoproteico CD5.
La expresion de este receptor esta regulada por las sefiales enviadas a través del
TCR, por lo cual su expresién se induce o incrementa tras un evento de sefalizacién
a través del TCR. Este receptor es de gran relevancia para los linfocitos T, ya que

regula las sefiales del TCR y la supervivencia de estas células [33].

Al iniciar la expresion simultdnea de CD4 y CD8, los linfocitos T en desarrollo
son conocidos como DP. Ademas de la expresion de ambos correceptores, una
caracteristica de los linfocitos DP es que continlan expresando la recombinasa
RAG, por medio de la cual rearreglan el locus TCRa, el cual una vez rearreglado
es expresado en conjunto con la cadena TCRf previamente seleccionada y de esta

forma se expresa por primera vez un TCR completamente funcional [30].

La expresion de un TCR completamente rearreglado y funcional da paso al
siguiente punto de control de la seleccion timica. Durante este punto de control, los
timocitos DP interactian con complejos pMHC, presentados por las células
epiteliales corticales (cTECs). De manera general, aquellos linfocitos T que son
capaces de enviar sefiales con una “intensidad adecuada” son seleccionados para
proseguir su desarrollo, mientras que aquellos timocitos que son incapaces de
enviar sefiales a través del TCR mueren por “negligencia” [34]. Alternativamente,
aguellos timocitos que no han sido capaces de sefalizar a través del TCR pueden
rearreglar el segundo alelo de la cadena TCRa, con la finalidad de volver a entrar
al proceso de interaccion y seleccion por las cTECs. Interesantemente, evidencia

reciente ha demostrado que algunos linfocitos T que rearreglan la cadena o del
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TCR por segunda ocasion son capaces de expresar 2 TCRs funcionales y que una
vez en periferia estas células con TCR duales tienen el potencial de interactuar con
2 péptidos distintos y con diferentes afinidades, con un potencial para algunas
enfermedades autoinmunes. De manera interesante, esto sugiere que, contrario a
lo postulado inicialmente, durante la fase DP del desarrollo de timocitos la muerte
por seleccién negativa de aquellas células auto reactivas también juega un papel
importante [30, 35]. Las vias de sefializacion y mecanismos de seleccion se

discutiran a fondo mas adelante.

Es durante la fase DP del desarrollo de los linfocitos T que inicia un proceso
fundamental para los linfocitos T. Esta fase es conocida como eleccion de linaje y
consiste en la seleccion de un correceptor que permanecera por el resto de la vida
atil de los linfocitos T (CD4 o CD8). Al igual que la eleccién de linaje af3 vs 8, existen
varios modelos gque intentan explicar la seleccion de linaje CD4 vs CD8. De manera
global, los modelos que abarcan este proceso se pueden dividir en tres grandes
grupos: estocastico, instructivo y cinético [36]. El modelo estocéstico de eleccion de
linaje sugiere que durante la interaccion pMHC-TCR ocurre una disminucién en la
expresion de alguno de los correceptores de manera aleatoria. Esto significa que
en caso de que la interaccion pMHC-TCR sea con un MHC clase Il se requiere que
el correceptor CD4+ mantenga su expresion; asimismo sucede con los péptidos
MHC clase | y CD8+ [37, 38]. Sin embargo, resultados de eficiencia de seleccion,

asi como las proporciones de CD4+ vs CD8+ contradicen este modelo.

El modelo instructivo se puede dividir en 2 grandes vertientes. La primera,
conocida como modelo de la intensidad de sefial, sugiere que durante el proceso
de interaccion pMHC-TCR las sefales “débiles” del TCR promueven una
disminucion del correceptor CD4+, favoreciendo asi la seleccion de linfocitos T
CD8+ SP. De la misma forma, se sugiere que sefiales de alta intensidad del TCR
promueven una disminucién en la expresiéon del correceptor CD8+, generando asi
la subpoblacion de linfocitos T CD4+SP [39, 40]. Alternativamente, se ha propuesto
un segundo modelo instructivo mas incluyente el cual postula que adicional a las
sefales débiles del TCR, una duracion corta de las sefiales del TCR, puede

promover la seleccion de linfocitos T CD8+, mientras que una sefal de larga
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duracion promueve el desarrollo de linfocitos T CD4+ [41]. Al igual que el modelo
estocéstico, existe evidencia experimental que contradice la validez de este modelo
por lo que mas recientemente se ha propuesto un tercer modelo que incluye

algunos conceptos basicos del modelo instructivo.

El tercer modelo propuesto para explicar la eleccion de linaje CD4+ vs CD8+
es llamado modelo cinético de sefalizacion. Este modelo postula, al igual que el
modelo instructivo, que la eleccion de linaje depende de la duracién de las sefiales
del TCR; sin embargo, a diferencia del modelo instructivo, propone que la duracion
de esta sefial esta regulada por receptores de citocinas como el rIL-7. En particular,
propone que durante el estadio DP (CD4+ CD8bajo) los timocitos que envian de
manera persistente sefales a través del TCR, aun en ausencia de CD8, son
seleccionados hacia timocitos CD4+ y adicionalmente bloguean las vias de
sefalizacion a través de IL-7 y posiblemente otros miembros de la familia yc.
Mientras que, aquellos timocitos que no son capaces de seguir enviando sefales
del TCR en ausencia de CD8, sufren una inversion de correceptores, es decir,
incrementan CD8+ y disminuyen CD4+, por medio de las sefiales del receptor de
IL-7 y otros miembros de la familia yc [36]. Al dia de hoy, no se ha podido determinar
si los 3 modelos juegan un papel en la seleccién de linaje o si alguno de los 3 es el
modelo predominante; sin embargo, parece que la intensidad de las sefiales del

TCR y la duracion de estas juegan un papel fundamental en la seleccion del linaje.

Una vez seleccionados, los timocitos DP, en transicion hacia SP,
incrementan de nuevo la expresion del receptor CD5, asi como del receptor CD69
[33]. Ademas, incrementan la expresién del receptor de quimiocinas CCR7, lo cual
les permite migrar hacia la region medular del timo, tiempo durante el cual
concluyen su maduracion hacia linfocitos SP. Con la llegada a médula de los
linfocitos CD4+SP o CD8+SP concluye la fase cortical del desarrollo timico y dan

inicios los siguientes puntos de control del proceso de seleccion [42].

En la parte mas externa de la médula (regién cercana a la region cortico-
medular), los linfocitos SP se caracterizan por la expresion de CD69+ y la ausencia
de expresion de CD62L. Al igual que en el proceso de seleccion positiva en corteza,
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el proceso de seleccidon negativa en médula timica requiere la interaccion del TCR
con un complejo pMHC. Al igual que en corteza, las células de médula que
interactian con los timocitos son las células epiteliales (MTECSs); sin embargo, a
diferencia de la corteza, en médula timica existen células presentadoras

profesionales (APCs/DCs) que presentan pMHC a los timocitos [43].

A diferencia de las cTECs, las mTECs presentan caracteristicas que las
hacen unicas en fenotipo y funcién. Primero, a diferencia de las cTECs, las mTECs
expresan moléculas coestimuladoras (CD80/CD86) lo que las caracteriza como
células presentadoras profesionales. Adicionalmente, las células mTECs expresan
un regulador transcripcional llamado “Regulador Autoinmune” (AIRE) el cual induce
la expresion ectopica de proteinas de diversos tejidos, lo cual es fundamental para
el proceso de tolerancia central. Adicionalmente, se ha observado que las DCs son
capaces de capturar estos antigenos y presentarlos a los timocitos, para de esta
forma contribuir a la tolerancia central. Ademas de los receptores CD80 y CD86
expresados tanto en las mMTECs como en las DCs, el papel de CD28 en el timocito
es de relevancia para proveer sefiales co-estimuladoras del TCR gue permitan una

adecuada seleccion negativa [8].

Finalmente, ademas del proceso de seleccién negativa que permite la
adecuada generacion de tolerancia central, rs en la médula timica que se genera
una subpoblacion de linfocitos T CD4+ caracterizada por la expresion del factor
transcripcional FOXP3, asi como altos niveles de la cadena a del receptor de IL-2
(CD25), esta subpoblacion se caracteriza por haber sido seleccionada a partir de
linfocitos T con alta afinidad/avidez, los cuales no fueron eliminados y en su lugar
adquirieron propiedades supresoras [44]. El papel de citocinas que comparte la
cadena y comun (yc) como IL-2 e IL-7 ha sido demostrado en la generacion de estas
células; asi como el del factor soluble conocido como Linfopoyetina timica estromal
(TSLP) [45]. Una vez concluido el proceso de seleccion negativa, los timocitos
CD4+SP que continuaron con su desarrollo incrementan los niveles en superficie
de CD62L y disminuyen los niveles de CD69. La reduccion en los niveles de esta
proteina es fundamental para llevar a cabo la migracion hacia 6rganos linfoides
secundarios [46].
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Como se puede observar, con base en todos los procesos de seleccion antes
mencionados, el desarrollo de los linfocitos T es un sistema complejo que requiere
de mas de un punto de control para asegurar el correcto funcionamiento. Ademas,
la regulacion de estos procesos esta intimamente relacionado con las vias de

sefalizacion involucradas durante los procesos de maduracion y seleccion.

SENALIZACION DEL TCR DURANTE EL DESARROLLO DE LOS LINFOCITOS
T.

Durante el desarrollo de los linfocitos T, una de las principales vias de sefializacion
es la del TCR. De manera general, esta via depende de la unién de un pMHC hacia
el TCR/pre-TCR, asi como la union de uno de los dos correceptores CD4/CD8 al
pMHC. Adicionalmente, la union de la proteina CD28, expresada en la superficie
de los linfocitos T, con las proteinas de la familia B7, (CD80 y CD86) expresadas
en las células presentadoras, induce la activacion de vias que potencian las sefales
del TCR. Es importante sefialar que durante el desarrollo de los linfocitos T, las
sefales del TCR varian en cantidad y calidad lo que permite tener los procesos de
seleccién beta, seleccion positiva y seleccion negativa; asi como, los procesos de
eleccion de linaje ap/yd y CD4/CD8. Finalmente, existen receptores adicionales que
participan en la modulacién de las sefales, entre ellos destaca el receptor CD5, del

cual se hablara mas adelante.

De manera breve, la seleccién positiva de los linfocitos T da inicio cuando un
péptido de baja afinidad unido al complejo MHC interacciona con el TCR expresado
en los linfocitos T. La relevancia de las moléculas accesorias del TCR se demostro
con la generacion de ratones deficientes de las diversas cadenas del complejo CD3.
De manera interesante se observo que los ITAMs presentes en la cadena zeta del
TCR son fundamentales para la seleccion positiva, este proceso podia ocurrir aiin
en la ausencia de esta cadena. Sin embargo, también se demostré que el repertorio
y funcionalidad de estos linfocitos T esta gravemente afectado [47]. Una vez que
los linfocitos T en desarrollo interactian con el complejo péptido-MHC se da la
activacion de diversas proteinas. La primera de ellas, Lck, es una cinasa de

tirosinas miembro de la familia Src. Al activarse esta cinasa, se inicia la fosforilacion
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Figura 1. Esquema representativo del desarrollo timico de los Linfocitos T. (A) Entrada de
progenitores hematopoyéticos a la regién corticomedular. (B) Generacion de células DN (CD4-CD8)
en la regidn cortical del timo (C) Seleccion g de Linfocitos T DN3, muerte por ausencia de sefales.
(D) Generacion de Linfocitos yoa partir de linfocitos DN3. (E) Generacion de Linfocitos DP
(CD4+CD8+) en la corteza timica. (F) Muerte por ausencia de sefales en linfocitos DP. (G)
Generacion de Linfocitos SP (CD4+ 6 CD8+) a partir de linfocitos DP seleccionados positivamente.
(H) Seleccion Negativa de Linfocitos SP por exceso de sefial a través del TCR. (I) Linfocitos SP

maduros, previo a la migracion hacia organos linfoides secundarios. Ver texto para detalles.

de diversas proteinas; entre estas proteinas, es importante sefialar a dos
fundamentales para las sefales del TCR y la seleccion positiva de los linfocitos T
[48]. Primero, la cinasa Lck fosforila las tirosinas contenidas en los ITAMs de la
cadena zeta, asociada al TCR. Una vez que se encuentran fosforiladas las tirosinas
de estos ITAMs, se recluta una proteina conocida como ZAP70. Esta proteina, a su
vez es fosforilada por la cinasa Lck, y algunos otros miembros de la familia Src y
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Syk, lo que genera la activacion de esta cinasa [49]. Una vez activa, ZAP70 fosforila
a la proteina LAT (parcialmente); esta proteina, es el sitio de union de otras
proteinas, las cuales juegan un papel fundamental en los procesos tanto de
seleccién positiva, como negativa de los linfocitos T [50]. Entre las proteinas mas
relevantes para llevar a cabo el proceso de seleccion positiva se encuentra
PLCgama 1 [51]. Esta fosfolipasa, como su hombre lo indica, resulta en la hidrolisis
de fosfolipidos de membrana, generando dos mediadores fundamentales para la
seleccién de los linfocitos T: DAG (Diacilglicerol) e IP3 (Inositol trifosfato). EI IP3 es
un mediador capaz de inducir la movilizacion de calcio almacenado en el reticulo
endoplasmico incrementando asi los niveles de Ca?* intracelular; esto resulta en la
activacion de Calcineurina. Entre los principales factores implicados en la seleccion
positiva se encuentra NFAT, cuya eliminacion en linfocitos T DP afecta
dramaticamente la seleccidn positiva [52]; este factor, es activado por medio de la
Calcineurina dependiente de Ca?*. Adicionalmente, para generar los niveles de
Ca?* adecuados para la activacion de NFAT se requiere de la activacion de
miembros de la familia Tec como lo es la proteina ITK, la cual también es
fundamental en la seleccion positiva [53]. Finalmente, por otro lado, DAG activa a
PKC lo que puede activar la via Ras, la cual conduce a la activaciéon de MEK vy
subsecuentemente de ERK 1/2 [34]. Esta proteina es fundamental para la seleccién
positiva, ya que la ausencia de activacion de esta proteina bloguea el proceso de
seleccién positiva. Mas aun, se ha determinado que los niveles constantes de
fosforilacion y activacion de ERK son fundamentales para la seleccion positiva.
Entre los factores de transcripcion afectados por ERK se encuentra Egrl, cuya
delecién afecta profundamente la seleccién positiva de los linfocitos T [54, 55]; sin
embargo, el rol de otros factores de transcripcion como AP-1 podria ser relevante
también. En resumen, podemos decir que la activacion de vias de sefializacion del
TCR que incrementan los niveles de Ca2+ intracelular y que adicionalmente se
encuentran acompafiados de una activacién constante y sostenida de la proteina

ERK 1/2 [56], generan la seleccién positiva de los linfocitos T.

El proceso de seleccion negativa también requiere de las sefales

transducidas a tavés del TCR; sin embargo, a diferencia de la seleccién positiva
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este proceso se encuentra mediado por péptidos con alta afinidad/avidez
presentados por medio del complejo MHC. Entre las diferencias principales se
encuentra que la unién de estos péptidos de alta afinidad al TCR induce una
fosforilacion total de la proteina LAT, lo cual induce la unién de Grb2/Sos a esta,
iniciando una cascada de activacion de MAPK, la cual concluye en la activacion de
la proteina ERK 1/2 [34]. Sin embargo, a diferencia de lo observado en la seleccion
positiva, la fosforilacion de esta proteina es mayor, pero es solo transitoria.
Adicionalmente, se ha observado que la activacion de otras partes de la via de las
MAPK, como son JNK y P38 son fundamentales para los procesos de seleccion
negativa [57-59]. La activacion de estas proteinas se puede dar de manera directa
a través de la via Grb2/Sos; sin embargo, existe evidencia de que otros receptores
como CD28 son importantes para aumentar la intensidad de las sefales del TCR e
inducir seleccidn negativa. Entre las vias activadas por el receptor CD28 se
encuentran aquellas que involucran a la proteina VAV y que concluyen en la
activacion de MAPK como JNK y P38. Estos hallazgos, demuestran de manera
adicional, que la presencia de moléculas coestimuladoras en las células epiteliales

medulares es fundamental para inducir seleccion negativa en los linfocitos T [7, 8].

Mas recientemente, se ha demostrado el papel de una proteina denominada
Themis (Thymocyte-expressed molecule involved in selection) la cual, como su
nombre lo dice, parece ser un regulador importante de los procesos de seleccion
positiva vs negativa en timo. De manera general, Themis es fosforilado tras la
activacion del TCR. Adicionalmente, themis se une de manera constitutiva a Grb2
a través de una region poliprolina (que se une al dominio SH3 de Grb2). De manera
interesante se ha observado que los ratones deficientes de Themis tienen una
profunda afectacion en el desarrollo timico, especificamente en la seleccién positiva
de los timocitos [60]. A pesar de que inicialmente no se encontraron mecanismos
gue pudieran explicar como es que Themis regula la seleccion positiva vs negativa
de los linfocitos T, estudios posteriores, utilizando ligandos con diferentes
afinidades al TCR demostraron que en ligandos con alta afinidad, con los cuales se
inducen niveles elevados de seleccion negativa no existen diferencias en ausencia

de Themis; sin embargo, la utilizacién de ligandos de menor afinidad, capaces de
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inducir seleccién positiva en los ratones deficientes de Themis, era suficiente para
inducir un proceso de seleccibn negativa en lugar de seleccion positiva.
Adicionalmente, se demostrd que la ausencia de Themis en presencia de ligandos
de baja afinidad genero6 un incremento en la fosforilacion de moléculas relacionadas
con las sefales proximales del TCR (pLAT, pPLCy1, pLCK). Asimismo, se demostré
que Themis es capaz de interaccionar no solo con Grb2, sino también con SHP1
para de esta forma regular negativamente las sefiales del TCR [61].
Adicionalmente, existe evidencia que Themis es capaz de regular la supervivencia
de los timocitos en desarrollo (pre-Seleccion) a través de esta misma interaccion
con SHP1 [62]. En conjunto, estos resultados muestran que Themis es una
molécula recientemente descrita, la cual es de gran relevancia para modular los
procesos de seleccibn y supervivencia de los timocitos. Finalmente, existe
evidencia de la participacion de otras moléculas que son capaces de modular los
flujos de calcio en los timocitos y de esta forma afectar los procesos de seleccidn
como son Tespal y VGSC, asi como algunos miRNAs; sin embargo, los
mecanismos por los cuales se ejercen algunos de estos efectos alin no han sido
dilucidados [63].

Como se menciond anteriormente, otro de los procesos que se llevan a cabo
durante el desarrollo de los linfocitos T y que requiere de las sefales del TCR es la
eleccion de linaje CD4 vs CD8. En la actualidad muchos autores apoyan el modelo
cinético de sefalizacion en el cual, al igual que los modelos previamente
propuestos, la eleccion del linaje CD4+, requiere de una sefial persistente posterior
a la seleccion positiva (ERK sostenido) [56], mientras que en el caso de que esta
sefal cese se promueve la seleccidon del linaje CD8+ [36]. Es importante sefialar
gue en este modelo la citocina IL-7 (0 algin otro miembro de la familia gc de
citocinas), juega un papel fundamental en la eleccién de co-receptor. Sin embargo,
es importante mencionar que en la actualidad no existe un consenso sobre qué
modelo es el mas importante para la eleccion de linaje o si la participacion del
modelo estocastico o el modelo instructivo en conjunto son los que dictan el linaje

de los linfocitos T. A pesar de estas discrepancias, es evidente que las sefiales del
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Figura 2. Activacion de diversas proteinas y vias de sefializacion en los procesos de
seleccién (A) Participacién de Themis en la transduccién de sefiales a través del TCR. Modificado
de Fu et al., Trends in Immunology 2014 (B) Activacion diferencial de vias de sefializacuén a través

del TCR durante Seleccion Positiva vs Negativa. Tomado de Starr et al., Ann. Rev. Immunol 2003.
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TCR son fundamentales para la eleccion de linaje de los linfocitos T en desarrollo
y como se ha propuesto parece también evidente que las sefiales de alta intensidad
son relevantes para la eleccion del linaje CD4 sobre el CD8, aunque las moléculas

gue regulan este efecto aun no se han identificado.

Es importante mencionar que en la actualidad no se conocen todos los
mecanismos moleculares por los cuales se regulan las vias de sefalizacion
involucrados en los procesos de seleccion positiva y negativa, ni los receptores
adicionales por los cuales se llevan a cabo estas funciones. Sin embargo, uno de
los receptores que se ha propuesto puede jugar un papel importante en estos
procesos es CD5. En este contexto, se ha observado que los timocitos que son
seleccionados positivamente con péptidos de baja afinidad expresan bajos niveles
de CD5 mientras que aquellos que son seleccionados con péptidos de mayor
afinidad expresan mayores niveles de CD5 en superficie. Adicionalmente, se ha
postulad que las células T en periferia que presentan menores niveles de CD5
responden de manera sostenida, con menos muerte celular inducida por activacion
y Su respuesta es retardada, comparada con las células que expresan altos niveles
de CD5 [64]. Finalmente, se ha postulado que los linfocitos con baja expresion de
CD5 tienen un potencial para reconocer antigenos propios en periferia y por lo tanto
menor potencial autorreactivo [65]; sin embargo, los mecanismos por los cuales
CD5 es capaz de realizar estos efectos y como es que CD5 afecta la seleccion de
estas células durante el desarrollo timico no se ha estudiado por completo, por lo
que es importante conocer el rol de CD5 en este efecto. En la siguiente seccion se
discutiran las evidencias que se tienen del papel de CD5 en la funcion y desarrollo

de los linfocitos T.
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Figura 3. Modelos propuestos para la eleccién de linaje CD4+ vs CD8+. (A) Comparativa de los

modelos Instructivo vs Estocéastico de eleccion de Linaje. Modificado de Germain R., Nat. Rev.

Immunol, 2002 (B) Modelo cinético de eleccion de linaje, con la participacion de IL-7 Modificado de

Singer et al., Nat. Rev. Immunol, 2008.
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Figura 4. Representacién de CD5 y sus dominios extracelulares e intracelulares. En la figura
se muestran los 3 dominios extracelulares de CD5 (SRCR domains). Asi como el dominio Pseudo
ITAM/ITIM (Y429-Y441) y el dominio de union a CK2 (S458-461).

CD5 es un receptor de 67 KDa, expresado en células T (maduras y en
desarrollo), células B1l-a y en algunas células By T leucémicas, por ejemplo: en la
Leucemia Linfocitica Crénica de Linfocitos B (B-CLL). Se describié hace mas de
treinta afios y desde su descubrimiento ha sido utilizado como un marcador de

linfocitos T, tanto humanos como murinos [66-68].

La expresion de esta proteina se ha observado en diversas especies y de

manera muy interesante, a diferencia de los humanos y ratones, la mayoria de las
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células B de los conejos y gallinas expresan ese receptor. Adicionalmente, la

expresion de este receptor se demostrd en ganglios linfaticos fetales humanos.

A pesar de que fue identificado hace mas de 30 afios, una de las preguntas
mas importantes que falta por resolver en la biologia de CD5 es la identidad de sus
ligandos. Inicialmente, se pens6 que CD72, una molécula expresada en linfocitos
B, era el ligando principal de CD5; sin embargo, al dia de hoy ha sido dificil
encontrar esta interaccion in vivo, y mucho menos detallar los efectos de esta unién
en la biologia de los linfocitos T y B [69]. Posteriormente por medio de ensayos de
inmunoprecipitacion y Western Blots se realizd la identificacion de diversas
glicoproteinas que aparentemente interaccionan con CD5 (gp 35-40, gp 150, gp
200). Adicionalmente se demostrd que la region estructural de la cadena pesada
de las inmunoglobulinas (IgVH framework) puede interactuar in vitro con CD5 [68].
Finalmente, de manera mas reciente se demostro que CD5 es capaz de interactuar
in vitro consigo mismo, sugiriendo que el ligando de este receptor podria ser el
mismo [70]. Sin embargo, a pesar de todos los esfuerzos realizados al dia de hoy

poco sabemos sobre los receptores de CD5.

El analisis de la expresion de CD5 en los diversos tipos celulares murinos,
demostré que CD5 se expresa en la superficie de estas células con diferente
intensidad [71, 72]:

CD4+ Timicas>>CD8+ Timicas>CD4+ Esplénicas>CD8+ Esplénicas>DP

Timicas>>Células B1-a.

Una de las incognitas sobre la biologia de CD5 es la modulacion de su
expresion en las diversas células en las cuales este receptor se expresa. En este
contexto, se ha observado que el gen de CD5 contiene sitios de union a la proteina
ETS-1 la cual parece ser el principal regulador [72]. Experimentos realizados en
linfocitos T con mutaciones en los ITAMS de la cadena zeta, demostraron que los
niveles de CD5 en los linfocitos T correlacionan directamente con el nivel de
activacion del TCR (fosforilacion de los ITAMS) y que esto era modulado durante el
desarrollo de los linfocitos T después de la fase DN3 y DP (seleccion beta y

seleccion positiva). Adicionalmente, se observé que no solo la expresion de CD5
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es regulada por las sefales del TCR, sino que CD5 modula por si mismo, las

sefiales del TCR, lo cual se discutira en la siguiente seccion [33, 71].

PAPEL DE CD5 EN LA MODULACION DE LAS SENALES DEL TCR EN LINFOCITOS
T

CD5 es una proteina relevante en la biologia de los Linfocitos T. Su
expresion esta intimamente relacionada con la transduccudn de sefiales a traves
del TCR, y su expresion es fundamental para la regulacion negativa de las sefales
del TCR. Sin embargo, diversos estudios han sugerido que el papel de CD5 en los

linfocitos T no es tan simple como solo regular las sefales del TCR.

Los primeros experimentos realizados con la finalidad de entender el papel
de CD5 en la biologia de los linfocitos T mostraron que la utilizacion simultanea de
anticuerpos o-CD5 junto con a-CD3 en sangre humana, inducian un incremento en
la proliferacion de los linfocitos T, sugiriendo que esta molécula es capaz de
coestimular las vias de sefializacion activadas por el TCR. Adicionalmente, la
utilizacion simultdnea de a-CD3 con a-CD5 demostro que CD5 es capaz de inducir
un incremento en las respuestas de IL-2 al incrementar la expresion de su receptor
en los linfocitos T. En conjunto, aparentemente, todas las primeras evidencias

apuntaban a un rol de CD5 como coestimulador de las sefiales del TCR [73].

Experimentos adicionales, utilizando o-CD5 soluble en presencia del
anticuerpo OKT3 pegado a placa mostraron que CD5 promovia un incremento en
la expresién del receptor de IL-2 y la secrecion de IL-2 en los linfocitos T humanos.
Adicionalmente, la utilizacion de la clona Cris-1 del anticuerpo a-CD5 demostré que
este anticuerpo, en presencia de monocitos es suficiente para inducir la
proliferacion de linfoblastos de T; sin embargo, la utilizacon de este anticuerpo no
activaba el metabolismo de los fosfatidilinositoles ni generaba cambios en la
movilizacion de Ca2+ en estas células, lo que sugeria un mecanismo no canonico,
a diferencia del observado en la sefalizacion por el TCR. Adicionalmente, la
utilizacién de este anticuerpo, demostré que CD5 es capaz de inducir la actividad
de la Proteina Cinasa C (PKC) a través de la produccion de Diacilglicerol. En

conjunto estos resultados demostraron que CD5 podia activar vias de
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sefalizaciones tanto dependientes como independientes del TCR y que estos
mecanismos funcionaban principalmente como activadores de los linfocitos T [74,
75].

Para determinar los mecanismos por los cuales CD5 es capaz de coestimular
o inducir sefales positivas para el TCR se realizaron experimentos en células
Jurkat, en los cuales se activdo CD5 en conjunto con el TCR o de manera
independiente a este. Interesantemente, se observo que la coestimulacion del TCR
a través de CD5 induce el reclutamiento y activacion de una fosfolipasa C
dependiente de fosfatidil colina (PC-PLC), mientras que la activacion de vias de
sefializacion de CD5 independientes del TCR induce la sintesis de novo de DAG a
través de un mecanismo independiente de PC-PLC [76-78]. Finalmente, uno de los
hallazgos méas importantes de esos trabajos fue la identificacion de un dominio
cercano a la parte carboxi-terminal de CD5 que incluia las serinas 458, 459, 461 y
que permiti6 establecer que esta region es capaz de unir a la proteina CK2 (Caseina
Cinasa Il). Adicionalmente se demostré que esta union se da de manera constitutiva
a través de la subunidad B de esta proteina y que la unién se puede incrementar

una vez se da la activacion de los linfocitos T [78-80].

Debido a que muchos de los efectos previamente observados en la biologia
de CD5 (movilizaciéon de Ca2+, generacion de DAG e IP3, etc) dependen de la
activacion de vias moduladas por cinasas de tirosina, se realizé el mapeo e
identificacion de los residuos de tirosina méas relevantes dentro de la cola
citoplasmatica de CD5. Fue asi, como se identificé que los residuos Y429, Y441y
Y463 de region citoplasmatica de CD5 pueden ser fosforilados por Lck o Fyn (sélo
Y429 y Y463), los cuales son miembros de la familia src de tirosina cinasas, tras la
activacion del TCR. Ademas, la utilizacion de variantes de la linea Jurkat,
deficientes de Ick, mostro deficiencias en la fosforilacion de CD5 en estos residuos
[81, 82]. Por ultimo, un estudio independiente demostré que las Treoninas 410 y
412 (T410 y 412) de CD5 parecen ser importantes para la activacion de la
fosfolipasa C dependiente de fosfatidil colina (PC-PLC) y la subsecuente liberacion
de IP3 y DAG, asi como para la fosforilacion de CD5 dependiente de PKC [83].
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Figura 5. Vias de sefializacion moduladas por el receptor CD5. Esquema que muestra las
diversas vias activadas por CD5 tras la activacion por sus ligandos. Modificado de Soldevila et al.,

Crit. Rev. Immunol, 2011. Ver texto para mas detalles.

Como se puede observar, muchos de los estudios iniciales de CD5
apuntaban a un papel de esta proteina como coestimulador de las sefiales del TCR,
ya sea dependientemente de éste o independientemente de éste; sin embargo, la
generacion de un raton deficiente de CD5 permitié estudiar por primera vez el papel

real de esta proteina in vivo.

Tarakhovsky et al., en 1995 demostré que los timocitos obtenidos de ratones
deficientes del receptor CD5 son hipersensibles a las sefiales dadas por a-CD3.
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Ademas, demostro que la estimulacion con a-CD3 o PMA (ester de forbol activador
de PKC) tanto en linfocitos CD4+ o CD8+ en desarrollo, induce una
hiperproliferacion de estas células. Experimentos adicionales, demostraron que la
utilizacion de a-CD3 solo o en conjunto con a-CD4 genera un incremento en la
movilizacion de Ca2+ e induce hiperfosforilacion de diversas proteinas como son
PLCyl1, la cadena ¢ y Vav. Estos resultados demostraron por primera vez que el
verdadero rol de CD5 in vivo es el de regular negativamente las sefiales del TCR
[84, 85].

CD3 KO CD3 KO
Thymocytes Thymocytes
‘ Hyper-
a—CD3 ) a-CD3 phosphorylation of
TCR-related
proteins like PLC-y,
- CD4+ > 0 CD4~ CD3C, VAV.
or v or Hyper
CD8+ * CDg&+ prolipheration.
cells . cells

Figura 6. Papel de CD5 en la regulacion de las sefiales del TCR en timocitos. Timocitos CD4+
0 CD8+ obtenidos de ratones deficientes de CD5, estimulados con anticuerpos «-CD3 presentan
hiperfosforilacion de proteinas relacionas al TCR, como PLCy, VAV, asi como hiperproliferacion,

comparados con ratones silvestres (WT).

Azzam et al, confirmo el rol de esta proteina como regulador negativo de las
sefales del TCR. Utilizando ratones con diferentes TCR transgénicos, demostré
gue CD5 es un regulador fino de las sefales del TCR, y que su ausencia provocaba
un incremento en éstas, afectando la seleccién de algunos TCR de alta afinidad
(delecion clonal), asi como su sobreexpresién ayudaba a la seleccién de algunos
TCR que debian ser seleccionados negativamente. En este contexto, se demostro
que la Y378 es un sitio posible de union a la fosfatasa SHP-1, la cual regula
negativamente las sefiales del TCR y que la tirosina Y429 es un sitio fundamental
para la regulacion negativa de las sefiales del BCR [86], aunque el papel de estos

residuos en la modulacion de las sefiales del TCR no ha sido estudiado [33, 71].
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Finalmente, para entender mejor las posibles vias de sefializacion que
conducen a la regulacion de las sefiales del TCR se han realizado ensayos de
inmunoprecipitacion con péptidos obtenidos de las tirosinas Y429-441y de la Y463.
En estos experimentos, se ha demostrado que proteinas como c-Cbl, RasGAP,
PI3K, son capaces de unirse a los 3 distintos residuos (Y429, Y441 y Y463).
Adicionalmente, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la region carboxi-
terminal de CD5 es importante para la union y por ende actividad de c-Cbl, la cual
es una ubiquitin ligasa importante en la regulacién negativa de las sefales del TCR
[87, 88]. Estos datos se suman a datos previos donde se propuso a este dominio
en la regulacién negativa de las sefiales del TCR a través de un mecanismo

dependiente de Fyn [89].

En conjunto, los experimentos in vivo, asi como las diversas vias de
sefalizacion que CD5 afecta y las interacciones que presenta, han demostrado que
el verdadero rol de CD5 en los linfocitos T, es el de regular negativamente las
sefales del TCR; sin embargo, estudios recientes han demostrado un papel
fundamental de este receptor en regular la supervivencia de los linfocitos T.
Adicionalmente, a pesar de que sabemos que CD5 es un modulador de las sefnales
del TCR, los diferentes mecanismos por los cuales lleva a cabo esta funcion, asi
como los residuos/dominios encargados de esto y el impacto que estos tienen en

el desarrollo y funcion de los linfocitos T no ha sido estudiado.

PAPEL DE CD5 EN LA SUPERVIVENCIA DE LOS LINFOCITOS

Desde su identificacibn como un marcador en la superficie de algunas
leucemias como B-CLL, se ha propuesto que CD5 puede actuar como un
modulador de la supervivencia celular; sin embargo, fue hasta hace poco tiempo
gue el verdadero papel de este receptor como modulador de la supervivencia se

comenzo a estudiar [67].

Uno de los primeros experimentos que sugiri6 que CD5 tiene un papel
relevante en la supervivencia de los linfocitos T fue realizado en timocitos. Ahi se
demostré que la activacion de los timocitos con a-CD3 + a-CD5 resulta en la
induccion de pERK, la cual es una molécula que se postula como una proteina
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anti-apoptética en este contexto. Adicionalmente, se demostr6 que el
entrecruzamiento de estos receptores por medio de anticuerpos monoclonales
induce la expresion de Bcl-2, el cual es uno de las moléculas anti-apoptéticas mas
relevantes y que la expresion de esta proteina se encuentra afectada por
inhibidores de la via de ERK 1/2 (Inhibidor de MEK1/2 PD0325901). Es importante
sefalar que, aunque en este contexto ERK tiene un aparente papel anti-apoptotico,
el rol de ERK modulado por CD5, y su efecto global en la biologia de los linfocitos

T mediada por CD5 no se ha entendido por completo [90].

A pesar de los experimentos antes mencionados, no fue hasta después que
se demostrd conclusivamente que CD5 regula la supervivencia de los linfocitos T.
Para demostrar esto, se realizaron experimentos de inducciéon de Encefalitis
Autoinmune Experimental (EAE) en ratones deficientes de CD5. Los resultados
obtenidos fueron sorprendentes ya que contrario a lo esperado (en ausencia de
CDS5 los linfocitos T deberian activarse mas y generar una enfermedad mas
intensa), los ratones deficientes de CD5 presentaron una enfermedad mucho
menos severa. Al analizar las causas de esta observacion se pudo determinar que
los linfocitos T deficientes de CD5 presentaban niveles de muerte celular inducida
por activaciéon (AICD) muchos més elevados [91]. En conjunto, estos datos
demostraron un rol del receptor CD5 en la proteccion a apoptosis. Los mecanismos
y evidencias directas que condujeron a la realizacién de esta tesis se discutiran en

la siguiente seccion.
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ANTECEDENTES
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Una de las proteinas relacionada con la biologia de CD5 y mas importantes
en la modulacién de la supervivencia de diversos tipos celulares, entre ellos los
linfocitos, es la Cinasa de Caseina Il (CK2). Por esta razén [92-94], se realiz6 el
mismo ensayo que en el ratbn CD5KO (Induccion de EAE), solo que ahora en
ratones carentes del dominio de unién a CK2 de CD5 (CD5 expresado bajo el
promotor de CDZ2). Interesantemente, las observaciones hechas en estos ratones
son muy similares a las encontradas en el ratén deficiente de CD5. En conjunto
estos experimentos demostraron por primera vez que CD5 es un receptor que
modula de manera muy importante la muerte de los linfocitos T en periferia y que
ademas uno de los dominios de CD5 importantes para llevar a cabo esta funcion,
es el dominio de union a CK2 (CD5-CK2BD) [95, 96]. Adicionalmente, trabajos mas
recientes han demostrado que la ausencia del dominio de uniéon a CK2 de CD5 en
linfocitos CD4+ en periferia afecta significativamente la fosforilaciéon de AKT (cinasa
que modula la supervivencia celular) lo que sugiere que esta via podria ser a través
de la cual el CK2BD de CD5 regula la supervivencia en CD4+ de periferia [97]. Es
importante sefalar, que estos efectos fueron observados en linfocitos T maduro,
mas no en linfocitos T en desarrollo, por lo que el papel de este dominio en la

biologia de los timocitos no ha sido estudiado.

Ademas del modelo de EAE, otros trabajos han mostrado la importancia de
CD5 en regular la supervivencia de los linfocitos T. Utilizando clonas de linfocitos T
citotdéxicos con bajos niveles de CD5 se mostré que estas son mas susceptibles a
la muerte celular inducida por activacion, que aquellas que expresan altos niveles
de CD5. Adicionalmente, el bloqueo de CD5 con anticuerpos promueve la apoptosis
en estas clonas. Ademas, se ha oservado que la expresion ectépica de CD5 en una
linea celular Jurkat carente de CD5, protege a estas células de AICD tras la
activacion con PMA y que el bloqueo de CD5 induce la expresion de FasL. Estos
hallazgos soportan la idea de CD5 como un regulador de la supervivencia de los
Linfocitos T [98].

Como se menciono anteriormente, diversas proteinas se unen a los residuos
de tirosina Y429/441 y Y463 de CD5; sin embargo, entre las proteinas que se unen
a estos residuos y que se encuentran relacionadas con la supervivencia celular se
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encuentra la subunidad p85 de PI3K, la cual a través de su domino SH2 se une a
las tirosinas Y429/441 con alta afinidad y al residuo Y463 con menor afinidad [87].
Esto es de gran relevancia ya que esta proteina inicia la cascada de activacion de
la via PIBK/AKT la cual, de manera general, genera la activacion final de AKT lo
que promueve la supervivencia celular a través de diversos mecanismos

(inactivacion caspasas, inactivaciéon BAD, etc) [99].

En este contexto, datos publicados en nuestro laboratorio, han demostrado
la relevancia de CD5 en la modulacion de AKT y de la supervivencia de los linfocitos
T en desarrollo. Utilizando ratones deficientes de CD5 en fondo Balb/C se demostré
que los timos de estos ratones son de menor tamafio y contienen un menor nimero
de células que los timos de los ratones silvestres (WT), a las 12 semanas de edad.
Se demostro que la razén de esto es un incremento en la apoptosis de estas células
medidas por el ensayo de anexina V. M&s aun, el incremento en apoptosis medida
por anexina V correlaciona con un incremento en el porcentaje de células con
caspasa 3 activa. Una caracterizacion mas a fondo de estas células demostro que
la apoptosis de estos linfocitos T correlaciona con una disminucion en la
fosforilacion de AKT después de un estimulo con aCD3 + aCD28, sugiriendo un rol

de la cinasa AKT en la supervivencia mediada por CD5 [100] (Figura 7)

Finalmente, como se mencion6 anteriormente, a pesar de la evidencia
indirecta de la participacion de algunos otros residuos (residuos de tirosina) dentro
de la region citoplasmética de CD5, adicionales a CK2, poco se conoce del papel
real de estos residuos en la modulacion de la supervivencia y/o sefiales del TCR.
La Unica evidencia indirecta del papel de alguno de estos residuos (Y429) se
observé en linfocitos B [86]. Por medio de la expresién en linfocitos B de quimeras
de la region citoplasmatica de CD5 y la region extracelular del receptor FcyRIIB se
identifico al residuo Y429 de CD5 como un regulador negativo de las sefales del
BCR, debido a que la activacion de ERK y la movilizacion de calcio intracelular se
encuentran incrementadas en mutantes de este residuo. Sin embargo, el papel de
este residuo en la sefializacién de linfocitos T, asi como en su supervivencia en

desarrollo no habia sido estudiado con anterioridad hasta este trabajo.
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Andlisis de las diferentes subpoblaciones timicas (CD4+, CD8+, DP, DN) demuestra un incremento

en las células Anexina V+ en ratones deficientes de CD5 vs ratones silvestres (B) Disminucién en

porcentajes celulares y nimeros totales de las diversas poblaciones timicas en ratones deficientes

de CD5 vs ratones silvestres.
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JUSTIFICACION

En conjunto, existen evidencias que apuntan a que uno de los efectos importantes
de CD5 sobre los linfocitos T es la proteccion a apoptosis; sin embargo, todavia
guedan muchas preguntas por responder. Entre ellas, ¢cual es el rol de las
diferentes tirosinas y del dominio de unién a CK2 en la supervivencia de los
linfocitos T durante el desarrollo timico? ¢ Participan estos residuos de CD5 en los

procesos de seleccion de los timocitos?

Para responder estas preguntas en la actualidad existen tanto modelos in vitro
como in vivo que permitiran entender el rol de cada uno de los residuos de CD5 en
la biologia de CD5 tanto en periferia como en desarrollo y ademas, nos permitiran
entender las vias de sefalizacion involucradas en estos procesos y como afectan

la maduracion y supervivencia de los linfocitos T.

HIPOTESIS

Existen residuos de tirosina y serina en la region citoplasmatica de CD5 que son
cruciales para promover la supervivencia de linfocitos T y que regulan el desarrolllo

de los timocitos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de los residuos de tirosina asi como de serina presentes
en la cola citoplasmatica de CD5 (Y429, Y441, Y463, S458-461), en la
proteccion a apoptosis mediada por CD5 durante el desarrollo de los
timocitos. Asi como determinar los mecanismos a traviies de los cuales estos

residuos ejercen sus efectos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de la ausencia de las tirosinas Y429, Y441, Y463 en la

supervivencia de los timocitos in vitro.

Identificar las vias intracelulares relacionadas con la supervivencia/apoptosis
de los timocitos que se encuentran afectadas en las diversas mutaciones
(Caspasa 3, Bcl-2)

Analizar el desarrollo timico en ratones que carecen del dominio de unién de
CK2 (CD5-CK2BD) (S458-S461)

Analizar la apoptosis de timocitos de ratones CD5-CK2BD durante las

distintas etapas de maduracion en el timo

Analizar las vias de sefalizacién relacionadas con supervivencia y

sefalizacion del TCR en el raton deficiente del dominio de unién de CK2.
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MATERIALES Y METODOS

RATONES

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 de 8-12 semanas de edad como
controles; asi como, ratones de la cepa C57BL/6 OTIl de 8 a 12 semanas, los cuales
expresan un TCR especifico para el péptido de Ovoalbumina (OVA) 323-339 [101].
Adicionalmente, se utilizaron ratones deficientes de la proteina CD5 (CD5KO) [85]
y ratones transgénicos “Knock-In" generados en colaboracion con el laboratorio del
Dr. Chander Raman en“The University of Alabama at Birmingham”, en los cuales
se expresa una variante de la proteina CD5, en la cual se elimind la regién de unién
a la Cinasa de Caseina Il (CKII/2), denominados CD5-CK2ABD [96]. Finalmente,
estos ultimos ratones se cruzaron con los ratones C57BL/6 OTII para obtener una
nueva linea, CD5-CK2ABD OTIl. Todos los procedimientos fueron realizados
siguiendo los lineamientos éticos institucionales del [IB-UNAM y de “The University
of Alabama at Birmingham”. Adicionalmente, se utilizaron ratones neonatos (0-24
horas de edad) silvestres WT vs CD5-CK2ABD.

Para genotipificar los ratones CD5-CK2ABD utilizados en los experimentos

se utilizaron los siguientes primers:
e Forward: 5-ATGGACTCCCACGAAGTGCTG-3’
e Reverse: 5-CTTGTAGAGGATGGTGCCA-3’

LINEAS CELULARES
La linea celular EL4, timoma murino generado por la inyeccion de 9,10-
dimetil-1,2 benzantraceno en ratones C57BL/6, se utlizO para generar
transfectantes estables que expresan diversas variantes de CD5 humano. La linea
celular E6 (Jurkat) se utilizé en algunos experimentos como control de expresion
de CD5 humano. La linea celular EL4 se mantuvo en cultivo en medio DMEM
(GIBCO) suplementado con 10% SFB, 100 U/mL de Penicilina y 0.1 mg/mL de
Antimicotico/Antibacteriano. La linea celular E6 (Jurkat) se cultivo en medio RPMI
1640 (GIBCO) suplementado con 10% SFB, 100 u/mL de Penicilina 'y 0.1 mg/mL
de Antimicotico/Antibacteriano.
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ANTICUERPOS Y REACTIVOS

Para la realizacion de esta tesis se utilizaron los siguientes reactivos: o-
mouse CD3¢ PE-Cy5 (a-mCD3) (145-2C11), a-mouse CD5 AF647 (a-mCD5) (53-
7.3), biotin-labeled a-mouse CD3e (a-CD3), biotin-labeled a-mouse CD28 (a-CD28)
(37.51) and 7-AAD obtenidos de Biolegend (San Diego, CA). a-Akt PE (pS473)
(M89-61) (a-pAkt), a-ERK1/2 (pT202/pY204) (a-pERK), a-Active Caspase-3 PE
(C92-605) fueron obtenidos de BD Biosciences (San Jose, CA). Annexin V-FITC se
compré de Beckman Coulter (Brea, CA). Los siguientes reactivos secundarios se
utilizaron: goat a-mouse IgG-FITC (ZyMax™ Grade, Invitrogen, Carlsbad, CA);
mouse a-human CD5 (a-hCD5) mAb (Cris-1), a-human biotin CD5 (a-hCD5), se
describio previamente [22]. Immunopure Affinity Purified Streptavidin fue obtenida
de la empresa Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA). Los anticuerpos, CD4
Pacific Blue, CD8 BV 650, CD62Lbn + Streptavidin 605, CD8 AF 647, CD69 PE,
CD44 FITC, CD25 PerCP-Cy5.5, CD5 PE Cy-7, Va2, TCRb fueron obtenidos de la
empresa Biolegend. Los reactivos Fluo-4 y FuraRed utlizados para la
determinacién de Ca2+ intracelular se compraron a la empresa Molecular Probes.
Finalmente, los anticuerpos, o-ERK 1/2 (pT202/pY204), a-pAKT, a-Bcl-2, a-
Caspase 3, a-Zap70, a-pINK, a-pCDC37 y a-pP38 se compraron de la empresa
Cell Signaling Technologies. El anticuerpo a-FoxP3 se comprd de la empresa

eBioscience.

TRANSFECCION Y GENERACION DE CLONAS ESTABLES QUE EXPRESAN
VARIANTES DE CD5H

El DNA de las diversas mutantes de CD5h se cloné en el vector pHBAPrl-neo por
el Dr. Francisco Lozano del Hospital Clinic de Barcelona que amablemente doné a
nuestro laboratorio. Las mutantes generadas codifican para las siguientes mutantes
de la regidn citoplasmatica de CD5, en diferentes residuos de Tirosina: WT (sin
mutacion), YYY (Mutacion en Y429, Y441 y Y463), 429 (Mutacion en Y429), 441
(Mutacién en Y441), 463 (Mutacion en Y463), 429-441 (Mutacién en Y429, Y441),

429-463 (Mutacion en Y429, Y463) y 441-463 (Mutacion en 441-463).
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Adicionalmente, se nos proporciond el DNA de un SNP (Polimorfismo de Nucleotido
Unico) el cual posee una Alanina en sustitucion de una Valina en la posicion 471

de la region citoplasmatica de CD5h.

Transmembranal

Regién Extracelular Region Citoplasmatica
[ 594 aa 99aa
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Figura 8. Representacién de los dominios intracelulares de CD5h. Se muestran las proteinas
que se ha demostrado pueden interactuar con algunos dominios o residuos de la regién
citoplasmatica de CD5.

Con el DNA proporcionado por el Dr. Lozano se transformaron bacterias
DH10B, 2 pL DH10B + 5 pL DNA + 37 pL H20 inyectable, utilizando un
electroporador ECM 630 de la marca BTX bajo las siguientes condiciones: 2500V,
125 Q, 25 pF. Las bacterias obtenidas se sembraron en placas con medio LB +
Agar 1% + 100 pg/mL de Ampicilina. A las 18 h de haberse sembrado se obtuvieron
colonias, las cuales se resembraron en 5 mL de medio LB + 100 pg/mL de
Ampicilina y se cultivaron por 18 h adicionales. Transcurrido este tiempo, se
tomaron 4 mL de los cultivos y se centrifugaron por 5 minutos a 13000 rpm (16060
X g) a una temperatura de 4 °C. A partir del pellet obtenido y utilizando el Kit de
extraccibn de DNA plasmidico de la marca QIAGEN se purific6 el DNA

correspondiente a cada mutante y se resuspendié en 50 pL

Para corroborar la identidad del DNA obtenido, se realizaron 3

procedimientos diferentes:

e Electroforesis: Se tomaron 2 pL de DNA y se mezclaron con 7 pL de H20 +
1 uL de Buffer de Carga. Las muestras se colocaron en un gel de Agarosa
1% en TAE 1X + 0.1 pg/mL de Bromuro de Etidio. La deteccion de las bandas

correspondientes se realiz6 utilizando un Revelador de luz UV.
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e Digestién con Enzima EcoRI: Para determinar la presencia del vector y del
inserto de DNA se realiz6 una digestion con la enzima de Restriccion EcoRI.
Para esto, se tomaron 3 pL de DNA + 3 uL de Buffer 10X (Buffer EcoRlI) +
1.2 pL EcoRI + 22.8 L de H20 Inyectable. La determinacion de las bandas
se realiz6 por electroforesis y se obtuvieron 2 bandas de aprox 10 Kbp y 2

Kbp, las cuales corresponden a los tamafos esperados

e Secuenciacion: A partir del DNA obtenido se realiz6 una secuenciacion, por
medio de la cual se pudo corroborar con exactitud la identidad de cada una

de las mutantes.

Una vez identificado el DNA de cada mutante, el 1mL restante de los cultivos
bacterianos antes mencionados, se resembro en 500 mL de medio LB por 18 horas.
Transcurridas las 18 horas se realiz6 la purificacion del DNA plasmidico
correspondiente a cada mutante por medio del kit MAXIPrep de QIAGEN. El DNA
correspondiente a cada mutante se cuantificd por medio de espectrometria de UV

y se conservé a -20 °C.

A partir del DNA obtenido para cada mutante (WT, YYY, 429, 441, 463) se
realizaron transfecciones estables en la linea celular EL4 con la finalidad de obtener
9 lineas con expresion de las diferentes mutantes de CD5 humano. Para realizar
esto, se cultivo la linea EL4 hasta obtener numeros suficientes para realizar las
transfecciones (8 millones de células por cada mutante). Adicionalmente, una
fraccion del DNA obtenido de cada mutante se tratd con la enzima de restriccion
Ndel con la finalidad de linearizarlo y de esta forma facilitar su integracion en el
DNA de las células (7 pg DNA + 2 pL Ndel + 5 pyL Buffer Ndel + 39.4 pL H20). Las
digestiones con Ndel de cada mutante se cargaron en un gel de Agarosa 1% +
Bromuro de Etidio. Después de su deteccién por UV, cada banda se corté y el DNA
correspondiente se purificé utilizando el kit de extraccion rapida a partir de geles de
la empresa MARLIGEN. ElI DNA obtenido se resuspendio en 30 pL de H20 y
congelado a -20 °C para su conservacion

Una vez alcanzado el numero de células requerido para las transfecciones se

prepararon en cubetas de electroporacion de 1 mL de la siguiente forma:
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e 400 pL de células EL4 (correspondiente a 8 millones de EL4) + 30 puL H20
(Control Negativo)

e 400 pL de células EL4 + 30 pL de DNA WT digerido con Ndel y purificado
(7 nug). (Linea hCD5WT)

e 400 pL de células EL4 + 30 pL de DNA YYY digerido con Ndel y purificado
(7 ng). (Linea YYY/AAA)

e 400 pL de células EL4 + 30 pL de DNA 429 digerido con Ndel y purificado
(7 o). (Linea Y429A)

e 400 pL de células EL4 + 30 pL de DNA 441 digerido con Ndel y purificado
(7 pg). (Linea Y441A)

e 400 pL de células EL4 + 30 pL de DNA 463 digerido con Ndel y purificado
(7 ng). (Linea Y463A)

Una vez preparadas todas las cubetas de electroporacion se realizé la
transfeccion utilizando las siguientes condiciones: 250 V, 800 Q, 950 pF;
inmediatamente después, se afiadi6 1 mL de DMEM al 10% y las células se

colocaron en una caja Petri durante 24 horas.

Después de 24 horas de cultivo, las células se colocaron en DMEM al 10%
suplementado con el farmaco G418, el cual permitié seleccionar las células que
fueron capaces de incorporar el DNA exdgeno. De esta forma, las distintas lineas
generadas se mantuvieron por aproximadamente 3 semanas hasta obtener

aproximadamente 30 x10° células.

El 66% de las distintas lineas generadas se congelaron y se han mantenido en
Nitrogeno liquido y a -70 °C, mientras que el resto de las células (33%) se marcaron
con anticuerpos dirigidos hacia las proteinas CD5murino, CD5humano (proteina
transfectada) y CD3murino. Por medio de citometria de flujo se determind el
porcentaje de células positivas para los distintos marcadores antes mencionados,

y todas las células que presentaron una alta expresion de CD5h y CD3m y una
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expresion similar de CD5m fueron separadas por medio de citometria de flujo
(“Sorting Celular).

Una vez obtenidas las células correspondientes a cada mutante, se realizd un
sembrado en placas de 96 pozos (por mutante) utilizando la técnica de “dilucidon
limite”, la cual consiste en diluir las células hasta alcanzar una concentracion 0.5-1
célula por pozo por cada 200 pL de medio (suplementado con G418). Una vez
sembradas las células en las placas de 96, éstas se cultivaron por 3-4 semanas.
Durante este periodo de tiempo, las células se transfirieron a placas de 48, 24y 12

pozos para mantener una densidad y viabilidad adecuada.

Entre 2-3 semanas después de realizar el sembrado por “dilucién limite” de cada
clona, se obtuvieron aproximadamente 60 clonas por cada mutante (540 clonas),
en las cuales se present6 crecimiento constante en presencia de G418 y en las
cuales se alcanzé una densidad de aproximadamente 5x10° células. Con la
finalidad de determinar el nUmero de clonas funcionales del total de 540 se realiz
una tincion con anticuerpos dirigidos contra CD3m, CD5m y CD5h. Los criterios
utilizados para determinar el nimero de clonas funcionales correspondientes a
cada mutantes fueron los siguientes: Expresion relativa alta de CD5h (~100 veces
con respecto al control de anticuerpo secundario), expresiéon de CD5m similar a la
linea celular parental (EL4) y expresiéon de CD3m similar a la linea celular parental
(EL4). Utilizando estos criterios, se obtuvieron aproximadamente 10 clonas por
cada mutante (60 clonas totales), las cuales se mantuvieron en cultivo en presencia
de G418 con la finalidad de expandirlas y congelarlas a -70 C y en N2 liquido (~200
°C). Finalmente, a partir de las clonas obtenidas se seleccionaron las clonas de
mas alta expresion para cada mutante, con las cuales se realizaron los

experimentos funcionales.

INDUCCION Y DETERMINACION DE APOPTOSIS EN LAS CLONAS CON
MUTACIONES PUNTUALES DE CD5H.

Para determinar cudles residuos de la regién citoplasmatica de CD5h son los

encargados de proteger de la apoptosis a los timocitos, se realizaron experimentos
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en los cuales se indujo apoptosis a través del TCR (a-CD3 0 a-CD3 + a-CD28) en

las clonas previamente obtenidas.

Primero, se realizd una curva Dosis-Respuesta utilizando distintas
cantidades de a-CD3m, asi como streptavidina para realizar un entrecruzamiento
de este anticuerpo. Las concentraciones utilizadas fueron las siguientes: 1 ug/mL
o-CD3, 3 ug/mL a-CD3, 5 ug/mL a-CD3 y 10 ug/mL aCD3. Como control, se utilizé
PMA (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1 pg/mL. A partir de esta curva, la
concentracion en la cual se presentd la mejor deteccién de apoptosis fue de 10
ug/mL de aCD3 y el mejor coestimulo se present6 al utilizar 10 ug/mL de aCD3 +
10 ug/mL de aCD28. Esta concentracion se utilizo para realizar los experimentos

posteriores.

De manera general, en placas de 96 pozos con fondo plano, se colocaron
100 x 103 celulas (de cada clona) en un volumen final de 200 uL con los estimulos
correspondientes (Sin Estimulo, a-CD3, a-CD3 + a-CD28 y PMA). Una vez
colocados los estimulos correspondientes a cada clona, se afadieron 10 pg/mL de
Streptavidina a los pozos con a-CD3 y a-CD3 + a-CD28, mientras que un volumen
equivalente de medio se afiadi6 a los pozos Sin Estimulo o PMA. Se cultivaron por
24h a 37 °C en 5% de CO2.

Transcurridas las 24h de estimulacion en cultivo, las células se retiraron
cuidadosamente de los pozos y se colocaron en una placa de 96 pozos fondo U

para realizar la tincion de Annexina V + 7-AAD o la tincion de Caspasa 3 Activa.

Para realizar la tinciébn de Annexina V + 7-AAD se utiliz6 un buffer comercial
denominado “Annexin Binding Buffer”, el cual es un buffer isoténico que cuenta con
2.5 mM de Cloruro de Calcio (el Calcio es requerido para el pegado adecuado de
la Annexina V a los lipidos como Fosfatidil Serina, los cuales se exponen en la
membrana durante el proceso Apoptatico). Para detectar el grado de apoptosis en
las células se utilizé el analogo de nucledtidos 7-Actinomicina D (7-AAD), el cual

solo es capaz de entrar en las células cuya membrana celular y nuclear ha sido
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comprometida. La tincion se realizé de manera directa sobre el pellet celular por un

tiempo de 30 minutos a temperatura ambiente.

De manera adicional, para determinar la activacion de Caspasa 3 en las
células EL4 (diferentes clonas) tras la estimulacion, se utiliz6 una fijacion con
paraformaldehido al 0.5% por 20 minutos seguida de una tinciébn/permeabilizacion
con el anticuerpo dirigido contra la forma activa de Caspasa 3 (Active Caspase 3)

diluido en Saponina al 0.01% por 30 minutos.

DETERMINACION DE FOSFOPROTEINAS (AKT, ERK) POR MEDIO DE
CITOMETRIA DE FLUJO (PHOSPHOFLOW).

Para determinar si los niveles de apoptosis en las lineas celulares presentan
alguna correlacion con la activacion de vias de sefalizacion relevantes para el
receptor de células T o de supervivencia, decidimos medir los niveles intracelulares
de fosfoproteinas como pERK (Thr 202/Tyr 204) y pAKT (Ser 473). Adicionalmente,
debido a que los niveles de estas proteinas son muy elevados después de 24h de
cultivo, lo cual no permitié identificar diferencias en los niveles entre las distintas
clonas y tras los estimulos, se realizé la activacion aguda del TCR, por medio de la
estimulacion por 5 minutos con aCD3 (10 pg/mL) +/- aCD28 (10 ug/mL) +
Streptavidina (10 ug/mL).

De manera general, tras el estimulo de 5 minutos, de cada clona y su
estimulo correspondiente, se realiz6 una interrupcién de la estimulacion con el
Buffer Lyse Fix de BD (Paraformaldehido 4%), y se incubé a 37 °C por 10 min.
Concluido este tiempo se realizaron lavados con buffer de fosfatos (PBS)
suplementado con 2% de suero fetal bovino. Después de esto, se realizo la
permeabilizacién de las células con Metanol al 70% Buffer Perm/Buffer Il de BD,
por 20 minutos a 4 °C. Transcurridos los 20 minutos se realizaron lavados con
PBS+SFB y se realizo la tincion correspondiente con los anticuerpos especificos
contra las formas fosforiladas de ERK y AKT. Debido a que estos anticuerpos no

estan conjugados a ningun fluorocromo fue necesario realizar el bloqueo de los
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receptores Fc (CD16/32) en las distintas clonas. Para esto se utilizdé un anticuerpo
comercial, conocido como Fc Block. Adicionalmente, posterior a la tincion contra
pErk o pAKT se utilizé un anticuerpo secundario dirigido contra la fraccion Fc del
anticuerpo primario (a-rabbit), acoplado al fluorocromo Alexa Fluor 488. Al finalizar
la tincion se realizo la deteccidn de los niveles de estas proteinas por medio de

citometria de flujo.

CARACTERIZACION SUBCELULAR DE LOS TIMOCITOS DE LOS RATONES
CD5-CK2ABD

Para determinar si la ausencia del dominio de unién a CK2, localizado dentro
de la region intracelular de CD5, afecta el desarrollo de los linfocitos T, se realizo la
extraccion de los timocitos de estos ratones y se compararon con los timocitos de
los ratones WT. Para este fin se utilizaron ratones con TCR policlonales o ratones
gue expresan un TCR que reconoce exclusivamente al péptido OVA en un contexto
de MHC Clase Il (Ratones OTII).

Primero, se realiz0 una extraccion quirargica del timo, en ratones
recientemente sacrificados con dislocacion cervical. El timo es un érgano que se
encuentra ubicado en la parte antero-superior del corazén por lo que la extraccion
de este 6rgano se realiz6 a través de una incision en la cavidad toracica. Una vez
obtenidos los o6rganos fueron colocados en Medio IMDM con 10% de SFB y
macerados para permitir la separacion del estroma timico y del componente celular

no estromal.

Los extractos celulares obtenidos de los timos de cada raton (WT vs CD5-
CK2ABD o WT OTIl vs CD5-CK2ABD OTII) se lavaron 2 veces con medio IMDM
con 10% SFB. Una vez realizado el conteo celular de cada timo por medio de
exclusion con azul de tripano, se colocaron 3 x 10° células en placas de 96 pozos
con fondo en U. Estas células se tifieron con los siguientes marcadores con la
finalidad de realizar una caracterizacion de las diversas subpoblaciones timicas: 1)
CD4 Pacific Blue, 2) CD8 BV 650; 3) CD44 FITC; 4) CD25 PerCP Cy5.5; 5) CD62L
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BV 605; 6) CD69 PE; 7) CD5 PE-Cy7; 8) Cadena V alpha 2 del TCR AF647; 9)
Cadena beta del TCR. AF 647; 10) Exclusion de vivas muertas (Live/Dead Infrared
Staining) Near InfraRed

La tincion se realizd en buffer PBS + SFB 2% durante 20 minutos, tras lo cual
las células se fijaron con 200 uL de Paraformaldehido al 4% y capturaron en un

citometro LSR Il que permite detectar hasta 18 fluorocromos de manera simultanea.

CUANTIFICACION DE CELULAS T REGULADORAS NATURALES EN LOS
RATONES WT vs CD5-CK2ABD

La cuantificacion de células T reguladoras se realiz6 a partir de los timocitos
extraidos de los ratones WT y CD5-CK2ABD, utilizando el procedimiento antes
mencionado. Para esto, se utilizd el protocolo publicado por eBioscience
previamente, el cual involucra la permeabilizacion celular y nuclear de los timocitos
con la finalidad de determinar los niveles de FoxP3 intranuclear. A partir de los
nameros totales de las células obtenidas de timo y la determinacion de los
porcentajes de células positivas para FoxP3+ dentro de las regiones CD4+ o
CD4+CD25+ se obtuvieron los numeros totales de células T reguladores naturales

en los ratones antes mencionados.

DETERMINACION DE MUERTE BASAL Y MUERTE CELULAR INDUCIDA POR

ACTIVACION (AICD) EN TIMOCITOS DE RATONES WT VS CD5-CK2ABD
Para determinar los niveles de apoptosis en los timocitos de los ratones WT

vs CD5-CK2ABD, se realizd, como se describid previamente, la extraccion de los

timocitos de ambos ratones (Ratones con TCR policlonal Unicamente).

Una vez extraidos, los timocitos se colocaron en placas de 96 pozos fondo
plano, y se cultivaron por 24 h sin estimulo, o en presencia de a-CD3 (0.1, 1y 5
ng/mL) +/- o-CD5 (5 ug/mL) en una concentracion de 100 x10°2 celdlas en 200 pL

de IMDM Complementado con el estimulo.

Transcurridas las 24 horas, se realizé una tincion con Anexina V y 7-AAD
para detectar la cantidad de apoptosis en los cultivos. La tincion se realizd en
Annexin Binding Buffer (con Ca2+), durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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De manera adicional, y simultanea al marcaje con Annexin V'y 7-AAD, se realiz6 el
marcaje de los timocitos con anticuerpos dirigidos contra CD4 y CD8, para poder
realizar la determinacion de los niveles de muerte basal y muerte inducida por

activacion (AICD) en las diversas subpoblaciones timicas.

Una vez concluida la tincién, se realizé la captura de las muestras por medio

de citometria de flujo, en un periodo no mayor a 2 horas.

ESTIMULACION IN VIVO CON pOVA: DETERMINACION DE MUERTE
CELULAR INDUCIDA POR ACTIVACION (AICD) in vivo Y DE DIVERSAS
PROTEINAS INTRACELULARES. ANALISIS POR SUBPOBLACIONES
TIMICAS.

Con la finalidad de realizar la comparacion de los niveles de muerte y de la
activacion de las diferentes proteinas intracelulares, entre los ratones silvestres
(WT) vy los deficientes del dominio de unién a CK2, se realiz6 una inyeccion con el

péptido OVA de manera intraperitoneal.

De manera general, se realizd la inyeccion de 300 pug de péptido OVA
disuelto en PBS por via intraperitoneal (ip) en un volumen de 100 ulL; como control
se realiz6 la inyeccion de 150 uL de PBS. Después de 24 horas, los ratones WT
OTIll y CD5-CK2ABD OTII se sacrificaron y el timo fue extraido y procesado como

se menciond anteriormente.

Para determinar los niveles de muerte celular inducida por activacion (AICD),
se utilizé un anticuerpo dirigido contra Caspasa 3. Para evitar fluctuaciones en los
resultados debidas al procesamiento de muestra, los timocitos se colocaron
inmediatamente en placas de 96 pozos fondo en U (3 x 108 celulas) y se fijaron con
100 uL de paraformaldehido 0.4% por 7 minutos a temperatura ambiente.
Concluidos los 7 minutos, las células se lavaron 2 veces con PBS + 2% SFB y se
tiferon con Live/Dead Near InfraRed Zombie Dye, diluido en PBS por 20 minutos.

Al finalizar los 20 minutos de tincién, se realizaron 2 lavados con PBS + 2% SFB y
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se realiz6 una segunda incubacion con paraformaldehido (4%) por 7 min a TA.
Después de la incubacidn se realizaron 2 lavados y se procedié a permeabilizar las
células con 100 uL de metanol al 70% diluido en PBS por 15 minutos a 4 C. AL
concluir los 15 minutos, se realizaron 2 lavados y se procedid a realizar la tincion
con los anticuerpos a-CD4 (Pacific Blue), a-CD8 (AF647) y a-Caspasa 3 por 1 hr a
4 C, Finalizados los 60 minutos, se realizaron 2 lavados y se procedio a incubar a
las células con un anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo Alexa 488 por 30
minutos. Transcurrido el tiempo se realizaron 2 lavados finales y las células se

adquirieron en el citometro LSR II.

Para la determinacion de pERK, pAKT y pCDC37 se realizé el mismo
protocolo; el unico cambio en cada tincion fue la utilizaciébn de los diferentes

anticuerpos primarios antes mencionados.

INYECCION DE o-CD3 EN RATONES ADULTOS Y NEONATOS:
DETERMINACION DE PROTEINAS INTRACELULARES Y MARCADORES DE
MUERTE.

Para determinar el efecto de la activacion del TCR en un ambiente policlonal,
se inyectaron 20 ug de a-CD3 en 25 uL de PBS (neonatos de 0 a 24h de
nacimiento) y 150 uL (adultos). Con la finalidad de determinar si el efecto de la
activacion de los timocitos se presenta antes de las 24h, se realiz6 el sacrificio de
los ratones adultos a las 12h y 3h. Los ratones neonatos se sacrficiaron después
de 24h.

El protocolo para realizar la tincién de las diversas proteinas fue el mismo
gue en el inciso anterior. Las fosfoproteinas determinadas fueron pZAP70, pERK,
pJNK, Bcl-2 'y pP38.

Adicionalmente, para determinar si la muerte observada correlaciona con

algun incremento en receptores de muerte, especificamente FasL/Fas, se realiz6
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una tincion para estos marcadores en conjunto con los marcadores antes

mencionados para la caracterizacion timica por subpoblaciones.

MOBILIZACION DE CALCIO INTRACELULAR EN SUBPOBLACIONES
TIMICAS

Se realizaron ensayos de estimulacion con a-CD3 (1 0 5 ug/mL) en timocitos
de ratones silvestres WT y CD5-CK2ABD, previamente “cargados/teiidos” con el
fluorocromo Fluo-4. Este fluorocromo incrementa de manera proporcional su
intensidad media de fluorescencia al unirse a Ca?*, al ser excitado por un laser de
488nm. Interesantemente, este fluorocromo disminuye su intensidad media de
fluorescencia al unirse a Ca?' al ser excitado por un laser Violeta 405 nm.
Aprovechando esta propiedad conocida como “ratiometric measurment” pudimos
determinar los niveles relativos de calcio en subpoblaciones timicas al tefiir con
CD4 Pacific Blue, y CD8 Alexa 647.

De manera breve, las células se tifieron por media hora a 4 C con los
anicuerpos dirigidos contra CD4 y CD8 y se lavaron con HBSS + Ca?/Mg?*. Al
finalizar la tincion, se procedié a cargar las células por 1hr con Fluo-4 a 4C
perfectamente cubiertos de la entrada de luz. Una vez concluido el proceso, los
timocitos se lavaron 2 veces y se resuspendieron en 1 mL de HBSS con Ca?* y
Mg?*.

Para realizar la estimulacion, el tubo con los timocitos se coloc6 en un
recirculador de agua para mantener a 37 °C el tubo. Los estimulos fueron afiadidos
directamente al tubo a la concentracion adecuada y las muestras fueron adquiridas
por hasta 600 segundos. Transcurridos 480 segundos se afiadi6 10 nM de
lonomicina a cada tubo, como control positivo para determinar la capacidad de
respuesta de estas células, asi como la capacidad de deteccién de los reactivos.
Para evitar contaminacion con lonomicina, se lavo el citométro por 10 minutos con

agua entre cada muestra.
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DETERMINACION DE LA COLOCALIZACION NUCLEAR DE PERK POR
MEDIO DE CITOMETRIA DE FLUJO ACOPLADA A IMAGENES

Con la finalidad de determinar la sub-localizacion celular de la fosfoproteina
PERK, se realizaron ensayos de citometria de flujo acoplada a imagenes utilizando
el equipo AMNIS IMAGESTREAM MARK 1.

De manera general, se siguié el mismo protocolo que para la determinacion
intracelular de proteinas tanto en ratones WT vs CD5-CK2ABD como en ratones
WT OTII vs CD5-CK2ABD OTII. La tnica modificacion, fue la adicion del compuesto
Hoechst 33342 durante la tincion con la mezcla de anticuerpos primarios, con la

finalidad de determinar la localizacion nuclear.

Debido a la capacidad de obtener fotografias de cada célula durante la
adquisicidon de las muestras, el analisis permite identificar con facilidad diferencias
sutiles entre los niveles de pERK tanto nuclear como citoplasmatico. Para realizar
el andlisis de estos datos se utilizé el software IDEAS de AMNIS, en el cual se
crearon regiones o0 “mascaras/masks” personalizadas para obtener la relacion de

PERK citoplasmico vs Nuclear dentro de las subpoblaciones timicas.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se analizaron con una prueba paramétrica, t de student. Los
resultados se representan como promedio + SEM. Los resultados se consideraron

estadisticamente significativos con p<0.05*, p<0.01**, p<0.001*** p<0.0001****,
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RESULTADOS

EXPERIMENTOS IN VITRO

PAPEL DE LAS TIROSINAS 429, 441 Y 463 DE CD5 EN LA SUPERVIVENCIA'Y
DESARROLLO DE LINFOCITOS T

Generacion y mantenimiento de las clonas mutantes de CD5h

Para poder evaluar el rol de los residuos de tirosina de la region
citoplasmatica de CD5 se utilizaron diferentes construcciones generadas por el Dr.
Francisco Lozano en el Hospital Clinic en Barcelona. EI DNA que codifica para estas
mutantes fue transfectado utilizando el procedimiento mencionado en la seccion de
Materiales y Métodos (Figura 9). La expresiéon de CD5h, CD3m, y CD5m en las
diferentes lineas celulares fue determinada por medio de tincion por citometria de
flujo con anticuerpos especificos contra estas proteinas. Debido a que CD5m se
encuentra constitutivamente expresado en esta linea celular, es necesario que la
expresion en las clonas finales sea la misma entre todas las mutantes para de esta
forma evitar que la variante murina de CD5 afecte los resultados obtenidos.
Adicionalmente, estudios previos por nuestro laboratorio han demostrado que la
utilizacion de anticuerpos especificos contra CD5m o CD5h permite activar de
manera diferencial las vias de sefalizacién involucradas en la biologia de estos

receptores.
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429 441 463
YKKLVKKFRQKKQRQWIGPTGMNQNMSFHRNHTATVRSHAENPTASHVDNE Y SQPPRNSRLSAY PALEGVLHRSSMQPDNSSDSDYDLHGAQRL  hCD5 WT

Pseudo-ITAM

YKKLVKKFRQKKQRQWIGPTGMNQNMSFHRNHTATVRSHAENPTASHVDNEA SQPPRNSRLSAAPALEGVLHRSSMQPDNSSDSDADLHGAQRL | YYY/AAA

YKKLVKKFRQKKQRQWIGPTGMNQNMSFHRNHTATVRSHAENPTASHVDNEA SQPPRNSRLSAY PALEGVLHRSSMQPDNSSDSD Y DLHGAQRL ‘ Y429A

YKKLVKKFRQKKQRQWIGPTGMNQNMSFHRNHTATVRSHAENPTASHVDNE Y SQPPRNSRLSAAPALEGVLHRSSMQPDNSSDSDYDLHGAQRL | Y441A
YKKLVKKFRQKKQRQWIGPTGMNQNMSFHRNHTATVRSHAENPTASHVDNE Y SQPPRNSRLSAY PALEGVLHRSSMQPDNSSDSDADLHGAQRL ‘ Y463A
YKKLVKKFRQKKQRQWIGPTGMNQNMSFHRNHTATVRSHAENPTASHVDNEA SQPPRNSRLSAAPALEGVLHRSSMQPDNSSDSDYDLHGAQRL = Y429A/441A

YKKLVKKFRQKKQRQWIGPTGMNQNMSFHRNHTATVRSHAENPTASHVDNEA SQPPRNSRLSAYPALEGVLHRSSMQPDNSSDSDADLHGAQRL | Y429A/463A

YKKLVKKFRQKKQRQWIGPTGMNQNMSFHRNHTATVRSHAENPTASHVDNE Y SQPPRNSRLSAAPAL EGVL HRSSMQPDNSSDSDADLHGAQRL ~ Y441A/463A

Figura 9. Mutaciones en la regidn citoplasmatica de CD5h utilizadas en la generacién de las
diversas clonas. Se muestran las diferentes mutaciones Y 2A utilizadas para transfectar la linea

celular EL4 y realizar ensayos funcionales.

Debido a que la insercion del plasmido utilizado para la construccion de las
mutantes es un proceso al azar y en el cultivo distintas células sufren el proceso de
transfeccion de manera simultanea, a expresion de las distintas variantes deCD5h
en la linea EL4, 2 semanas después de la transfeccidn es heterogénea, por lo que
es necesario un proceso de clonacion, es decir, un proceso por el cual se separen
las células transfectadas una por una y después de un periodo de expansion todas
tengan un origen comun y por ende expresen los mismos niveles de CD5h y CD3m.
Para realizar el proceso de clonacion, las diversas variantes de CD5h se contaron
y sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 1 célula por pozo. Después
de realizar el cultivo y expansion de cada una de las mutantes de CD5h se
obtuvieron aproximadamente entre 60-90 clonas de cada variante de CD5h.
Adicionalmente, debido a que CD5h es una proteina que se ha descrito puede
ejercer funciones duales, como lo son la inhibicion y coestimulacion de las vias de
sefalizacion del TCR y es probable que la dualidad de estas funciones este
contenida en diferentes residuos; se decidid utilizar solamente las mutantes

individuales Y429A, Y441A, Y463A, asi como la mutante YYY/AAA como un simil
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a la deficiencia total de CD5. La expresion de CD5h en las diferentes mutantes se
presenta a continuacion (Figura 10). Como se puede observar en la figura, los
niveles de CD5 humano son muy similares entre las distintas células obtenidas, por

lo que estas clonas se utilizaron para realizar los experimentos posteriores.

EL4 Parental hCD5 WT
Line Control _ YYYIAAA

»
"

50| 89 it &0 o

Sin TeRir
—Control Secundario
Y463 A «—CD5h + Secundario

Figura 10. Expresion final de CD5h en las clonas utilizadas para experimentacién. Se muestra
la expresion en superficie de las diferentes mutantes de CD5h en la linea celular EL4. Asi como el
control de anticuerpo secundario utilizado para detectar CD5h en estas células.

Adicionalmente, se determiné en las clonas finales la expresion de CD5m y CD3m,
la cual se muestra a continuacién Figura 11. La expresion es similar en todas las
lineas y muy similar a la linea EL4 parental lo cual es importante para poder realizar

los diferentes experimentos de estimulacion con a-CD3
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Figura 11. Expresion de CD3m y CD5h en la linea parental EL4. (A) Expresion de CD3murino en

la linea celular EL4 utilizada para transfectar las diferentes mutantes. (B) Expresion de CD5murino.
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A lo largo del desarrollo de esta tesis, se realizaron determinaciones constantes de
los niveles de CD5h, CD3m y CD5m en las diferentes clonas con la finalidad de
monitorear los niveles de expresion de estas proteinas para poder realizar los
experimentos de manera adecuada. Es importante sefialar que debido a que las
Unicas diferencias entre las diversas mutantes son a nivel de DNA (cambio de un
nucleotido) y que aun de esta forma es imposible distinguirlas una de otra debido a
la presencia en el DNA de la variante murina de CD5, el cuidado de estas clonas
fue muy riguroso para evitar contaminacion entre ellas. Para esto se evitd siempre
el tratamiento simultaneo de las diversas clonas y todo el material (medios, pipetas,
etc) se mantuvo perfectamente sellado durante la manipulacion de estas lineas
celulares.

Determinacion de Apoptosis en las clonas con expresion de mutantes de
CD5h

Una vez obtenidas las diferentes clonas que expresan las diferentes
variantes de CD5h se procedié a realizar los ensayos de determinacion de
apoptosis. Para realizar esto se realizaron estimulaciones con o—CD3 y a-CD28,

como se menciona en la seccion de materiales y métodos
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Figura 12. Muerte Basal (Sin estimulo) en las diferentes clonas (A) La linea EL4 fue cultivada
24h en medio con 10% SFB sin estimulo. Al término, se realizé una tincion con Anexina V'y 7-AAD
para determinar los niveles de muerte. (B) Tincién en la clona hCD5WT (C) Tincién en la clona
YYY/AAA (D) Tincién en la clona Y429A (E) Tincién en la clona Y441A (F) Tincién en la clona Y463A.
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Figura 13. Muerte tras activacion (a-CD3) en las mutantes (A) La linea EL4 fue cultivada 24h en
medio con 10% SFB con o-CD3 (10 uxg/mL). Al término, se realiz6é una tincién con Anexina Vy 7-
AAD para determinar los niveles de muerte (B) Tincion en la clona hCD5WT (C) Tincién en la clona
YYY/AAA (D) Tincién en la clona Y429A (E) Tincién en la clona Y441A (F) Tincién en la clona Y463A.
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Figura 14. Muerte tras activacién con a-CD3+a-CD28 en las clonas mutantes. (A) La linea EL4
fue cultivada 24h en medio con 10% SFB con a-CD3 + o-CD28 (10 ug/mL + 10 gg/mL). Al término,
se realizo una tincién con Anexina V' y 7-AAD para determinar los niveles de muerte (B) Tincidn en
la clona hCD5WT (C) Tincion en la clona YYY/AAA (D) Tincion en la clona Y429A (E) Tincién en la
clona Y429A (F) Tincion en la clona Y463A.
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Figura 15. Los residuos Y429, Y441y Y463 promueven la supervivencia de los timocitos. (A)
Niveles de apoptosis medidos por Annexin V en las diferentes lineas sin estimulo (B) Células
Anexina V+ tras estimulacion con «-CD3 (10 pg/mL) por 24h. (C) Células Anexinca V+ tras
estimulacién con a-CD3+a-CD28 (10 wpg/mL + 10 wg/mL) por 24h. (n=4) *p<0.05, **p<0.01,
#*n<0.001
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Como se puede observar en las figuras 12-15, la ausencia de cualquiera de
los residuos de tirosina afecta la supervivencia de los linfocitos T. Sin embargo,
debido a que aun basalmente se presentan grandes niveles de apoptosis en las
diferentes mutantes de CD5h, se decidié hacer una representacion grafica en la
cual se ponen lado a lado los niveles de muerte basal y AICD con a-CD3/a-CD3 +
a-CD28 para de esta forma determinar si las células estan activandose de manera

distinta y esto afecta sus niveles de apoptosis.
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Figura 16. Resumen de los Niveles de Muerte en las diferentes clonas de CD5h. Comparativa
de los niveles basales de muerte vs estimulacion con o-CD3 vs a-CD3 + «-CD28. Resumen de la
figura 15. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001

Como se puede observar en las figuras 15 y 16, los niveles de muerte en la
linea EL4 y CD5hWT se incrementan tras la activacion AICD. Asi mismo, al
comparar los niveles de AICD tras la activacion con a—CD3 y a-CD28 se puede
observar que, de las mutantes, solo la Y429A presenta mayores niveles de muerte
comparado contra el basal (Incremento de casi del 10%), y ademas el estimular
esta clona solo con a-CD3 le permite alcanzar el nivel de AICD observado con a-
CD3 + a-CD28. Adicionalmente, se puede observar que la mutante 441 presenta

los mayores niveles de muerte tras la activacion con a-CD3 + a-CD28.
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Estudios previos publicados por nuestro laboratorio han mostrado que los
niveles de muerte detectados por Annexin V/7-AAD correlacionan con los niveles
de activacion de Caspasa 3 [100]. Para determinar si este efecto se observa en las
mutantes puntuales de CD5h, se realizé el mismo protocolo de estimulacion que
para la determinacion por Annexin V/7-AAD; sin embargo, la diferencia fue que se
utilizo el protocolo de tincion con el anticuerpo especifico contra la forma activa de

Caspasa 3. Los resultados se presentan a continuacion.

Como se puede observar en la figura 17, no existen grandes diferencias
entre los niveles de activacion de caspasa 3 en las diferentes clonas. Unicamente
se observa un incremento en los niveles de Caspasa 3 Activa de forma basal en las
clonas YYY y Y463A (Figura 172). Adicionalmente, se observa un incremento en la
AICD con a-CD3 en la clona solo en la clona YYY (Figura 17B), lo que sugiere que
la eliminacion de las 3 tirosinas es requerida para inducir la activacién de caspasa
3. Esta observacion coincide con lo observado previamente en los ratones
deficientes de CD5, en los cuales la ausencia de CD5 si muestra una correlacion

entre anexina V y caspasa.
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Figura 17. Eliminacién simultanea de Y429, Y441 y Y463 resulta en un incremento en la
activacion de Caspasa 3. (A) Porcentaje de células con Caspasa 3 Activa en las clonas sin

estimular (B) Porcentaje de células con Caspasa 3 Activa tras 24h de estimulo con 10 pg/mL de o-
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CD3 (C) Porcentaje de células con Caspasa 3 Activa tras 24h de estimulo con 10 pg/mL + 10 zg/mL
de o-CD3 + o-CD28. (n=3) *p<0.05

En conjunto, nuestros datos muestran que la muerte determinada por anexina V,
no correlaciona con la activacion de caspasa 3, o que podria sugerir mecanismos
alternativos de muerte, como podrian ser la activacion de otras caspasas ejecutoras

como caspasa 6o 7.

Determinacién de la fosforilacion de AKT y ERK en las distintas clonas

Debido a que se observd una mayor muerte celular inducida por activaciéon
en la clona Y429A y que previamente se ha descrito que este residuo esta
encargado de la regulacién negativa de las vias de sefalizacién del BCR [86]. Se
decidio determinar si las sefales transducidas a través del TCR se encuentran
incrementadas en alguna clona (en particular la 429) y si esto podria explicar los
niveles de muerte encontrados. Adicionalmente debido a que existen evidencias de
que existen residuos (Y463) que podrian regular la supervivencia de los Linfocitos
T a través de un mecanismo independiente de las sefales del TCR y dependiente
de AKT, se decidio determinar en las clonas cuales son los niveles intracelulares
de la forma fosforilada de ERK y AKT. Para realizar esto se estimularon las clonas
de manera aguda con a-CD3 +/- a-CD28 como se describe en Materiales y

Métodos.

Como se puede observar en la figura 18, los niveles de pERK son idénticos
de manera basal y con a-CD3 + o-CD28 (Figura 18B y 18D); sin embargo, los
niveles de pERK son significativamente mas elevados en la clona Y429A
(incremento del 50%) tras la activacion con a-CD3 (Figura 18C). Estos resultados
son consistentes con los elevados niveles de apoptosis de esta clona con la
activacion del TCR. Para determinar si la activacion del TCR medida por pERK es
tan elevada como con a-CD3 + a-CD28 (similar al patron de muerte por AICD), se
realiz6 una comparativa en la cual se coloco lado a lado el basal vs a-CD3 vs a-

CD3 + a-CD28.
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Figura 18. La ausencia de la tirosina 429 resulta en un incremento en la fosforilacion de
ERK 1/2 mediada por el TCR (A) Histogramas representativos que muestran los niveles de pERK
1/2 en las diferentes mutantes de CD5h. (B) Niveles relativos de pERK en las diferentes clonas sin
estimulo. (C) Niveles relativos de pERK 1/2 en las diferentes clonas después de 5 minutos de
estimulacién con 10 pg/mL de «-CD3. (D) Niveles relativos de pERK en las diferentes clonas
después de 5 minutos de estimulacion con 10 ug/mL de o-CD3 + o-CD28. (n=4) *p<0.05, **p<0.01
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Figura 19. Resumen de los Niveles de pERK 1/2 en las diferentes clonas de CD5h. Comparativa
de los niveles basales de pERK vs estimulacion con a-CD3 vs a-CD3 + o-CD28. Resumen de la
figura 18. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

En la figura 19 se muestra que la fosforilacion de ERK tiene un patrén muy

similar a la muerte celular inducida por activacion. Mostrando que el residuo 429 es
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importante para regular la supervivencia de los linfocitos T a través de un
mecanismo dependiente del TCR. De manera interesante Y441A no presenta
diferencias significativas en la activacién de ERK, lo que sugiere un mecanismo

independiente de AICD a las sefiales del TCR.

Para determinar si existe algun mecanismo dependiente de pAKT que este
regulando la supervivencia de los timocitos, se realizo el analisis de la fosforilacion

del residuo S473 de AKT [99]. Los resultados se presentan a continuacion.
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Figura 20. La ausencia de las tirosinas Y429, YY41 6 Y463 no afecta los niveles de
fosforilacion de AKT. (A) Niveles basales de pAKT (S473) en las diferentes mutantes de CD5h (B)
Comparativa de los niveles basales de pAKT vs «-CD3 vs «-CD3 + o-CD28 en las diferentes
mutantes de CD5h. *p<0.05

Como se puede observar en la figura 20, no existen diferencias en la
fosforilacion de pAKT entre ninguna de las clonas, sugiriendo que los residuos de
tirosina de la regién citoplasmética de CD5 no son los mas relevantes para la
activacion directa de pAKT en la linea celular EL4, aunque es importante mencionar
que existen otros residuos dentro de AKT importantes para su actividad como
pueden ser la T308 y la S129, fosforilados por mTOR y CK2 respectivamente.

En conjunto, los resultados in vitro sugieren que el residuo Y429 es
importante para la supervivencia de los linfocitos T y que la supervivencia de los
linfocitos T en respuesta al TCR parece depender de la intensidad de las sefiales a
través de este receptor, por lo que al menos la supervivencia de los linfocitos T

mediada por el residuo Y429 de CD5 es dependiente de las sefiales del TCR.
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EXPERIMENTOS IN VIVO

PAPEL DE LAS SERINAS S458-461 (CK2 BINDING DOMAIN) EN EL DESARROLLO Y
SUPERVIVENCIA DE LOS LINFOCITOS T

Generacion y genotipificacion de ratones CD5-CK2ABD.

Para determinar cuél es el papel del dominio de unién a CK2 en el desarrollo
y supervivencia de los linfocitos T, se utilizé6 un modelo murino generado en The
University of Alabama at Birmingham por el Dr. Chander Raman, en el cual CD5 se
expresa y regula de manera fisioldgica; sin embargo, las Serinas 458-461 no se
encuentran presentes en la region carboxi terminal de este receptor, por lo que la
unién de la proteina CK2 a CD5 no ocurre. Este modelo ya ha sido publicado
previamente por nuestro grupo de trabajo [96, 97].
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Figura 21. Estrategia experimental utilizada para la generacién de los ratones deficientes del
dominio de unién a CK2. La identificacion de los ratones se realizé por PCR convencional. Como
se observa, los ratones WT muestran una banda de menor tamafio que la de los ratones
trasngénicos ya que los ratones transgénicos contienen un sitio LoxP adicional en el sitio de
amplificacion. Tomada de Sestero et al., Journal of Immunology 2012

Como se puede observar en la figura 21, por medio de esta técnica se
obtienen ratones que expresan CD5 con la eliminacion del dominio de union a CK2.
Adicionalmente, por medio de la presencia del sitio de recombinacion LoxP se
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disefiaron primers que permiten identificar los ratones CD5 WT de los ratones
deficientes del dominio de union a CK2. Para asegurarnos que CD5 se exprese de
la misma forma que el CD5 enddgeno realizamos una tincién de citometria de flujo
en las diversas subpoblaciones de Linfocitos T. Adicionalmente, debido a que los
ratones CD5 WT y CD5-CK2ABD se cruzaron con ratones OTIl (TCR especifico
para péptido de OVA presentado por MHC II), se realizé la determinacion de la
cadena Va2 del TCR la cual es especifica para el TCR OTII [101].

Anédlisis de las subpoblaciones timicas en los ratones CD5 WT vs CD5-
CK2ABD
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Figura 22. La eliminacién del dominio de unién a CK2 de CD5 no afecta la expresiéon en
superficie de CD5, asi como los niveles de Va2 en los ratones OTIl. (A) Expresion de CD5m
en la superficie de los timocitos obtenidos de ratones Silvestres (WT) vs Transgénicos (CD5-
ACK2BD) (B) Expresion de CD5m en la superficie de los timocitos obtenidos de ratones OTII WT vs
OTIl CD5-4CK2BD. (C) Expresion de la cadena Va2 del TCR en las subpoblaciones timicas de
ratones OTII WT (D) OTIl CD5-4CK2BD
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En la figura 22 se muestra quelos niveles de CD5m son muy similares en
ambos ratones, lo cual demuestra que CD5 se regula de la misma forma en un
ratbn WT y un raton CD5-CK2ABD. Adicionalmente, se puede observar que la
mayoria de las células CD4+ expresan el TCR transgénico en los ratones OTII. Es
importante sefialar que los ratones CD8+ no expresan el 100% de este TCR ya que
el proceso de seleccion a través del MHC Il promueve la seleccién mayoritaria de
linfocitos CD4+ y aquellos linfocitos CD8+ que sobreviven rearreglan su cadena o

del TCR para expresar una distinta, la cual sea funcional.

Una vez que se determiné que CD5 se regula de la misma forma en los
ratones WT y CD5-CK2ABD tanto con TCR policlonales como TCR transgénicos.
Se realizé la determinacion de las diferentes subpoblaciones timicas y la relacion
de células CD4 vs CD8 en los timos de los ratones TCR policlonales y TCR

transgénicos. Los resultados se muestran a continuacion.
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Figura 23. Disminucion de timocitos DP e incremento en la generacion de células CD4+ en
ausencia del dominio de unién a CK2. (A) Caracterizacion de las subpoblaciones CD4+, CD8+,
DP y DN en los ratones OTII CD5WT vs OTIl CD5-ACK2BD. Determinacion de niumeros totales. (B)
Caracterizacion de las subpoblaciones timicas en los ratones CD5SWT vs CD5-4CK2BD. (C)
Relacion CD4+ vs CD8+ en ratones OTIl CD5WT vs CD5-4ACK2BD (D) Ratones CD5WT vs CD5-
ACK2BD (n= 7) Ratones de 8-12 semanas. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001
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Como se puede observar en la figura 23, la ausencia del dominio de union a
CK2 genera una disminucion de un 12-15% en la poblacién de células DP y CD8+
(% y Numeros totales en OTIl y % en TCR policlonal). Adicionalmente, la ausencia
de este dominio genera un incremento del 12-14% en los porcentajes de CD4+
(OTIll y Policlonal) sin afectar los numeros totales (Figura 23A y 23B). Finalmente,
la ausencia del dominio de unién a CK2 genera un incremento en la relacion CD4
vs CD8, la cual pasa de una relacion 20:1 en ratones OTII CD5WT a una relacion
50:1 en ratones OTIl CD5-ACK2BD (Figura 23C), lo que sugiere que este dominio

pudiera participar de manera importante en la eleccion de linaje de los linfocitos T.

Debido a que CD5 es una molécula cuya expresion se da desde la fase DN3
del desarrollo linfocitario, decidimos analizar si las diferentes subpoblaciones DN

se encuentran afectadas en la ausencia del dominio de unién a CK2 de CD5.
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Figura 24. La ausencia del dominio de unién a CK2 no afecta el desarrollo temprano de los
linfocitos T (A) Analisis de las subpoblaciones DN 1-4 en los ratones OTII CD5WT vs OTIlI CD5-
ACK2BD (B) ratones CD5WT vs CD5- CD5-ACK2BD. (n=7) Ratones de 8-12 semanas

En la figura 24 se muestra que ninguna de las subpoblaciones DN de los
linfocitos CD5 WT vs CD5-CK2ABD no presentan diferencias significativa que se

puedan explicar por la ausencia del dominio de unién a CK2.

Debido a que se encontro un incremento en CD4+ y disminucion de DP en

los ratones con la deficiencia del dominio de unién a CK2 se decidié analizar la
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seleccion positiva de las células DP para determinar si esto se debia a un
incremento en este proceso, lo que se reflejaria como una disminucion global de
las DP e incremento de las células CD4+. Adicionalmente, se realizo el andlisis de
las células CD4+ por subpoblaciones de células maduras e inmaduras, ya que a
pesar de encontrar incrementados los porcentajes de CD4+ no se encontraron

diferencias en nimeros totales lo que sugiere una mayor muerte de estas células.
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Figura 25. El dominio de unién a CK2 regula la seleccién positiva de los timocitos, asi como
la maduracion de los timocitos post-seleccion. (A-B) Numeros Totales y Porcentaje de Células
DP seleccionadas positivamente en ratones OTIl CD5WT vs OTIl CD54CK2BD (C-D) Numeros
totales y porcentajes de Linfocitos T CD4+CD62LhiCD69lo en ratones OTII CD5WT vs OTII
CD54CK2BD. (n=4) Ratones de 8-12 semanas. **p<0.01
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En la figura 25 se observa (Panel A y B), por medio de la utilizacion
simultanea de CD5 vs CD69, que los linfocitos DP de los ratones CD5-CK2ABD
progresan mas facilmente hacia células simples positivas (mayor seleccion positiva,
incremento de 50% a 62%), lo que explica las diferencias en porcentajes entre
ambos ratones. Adicionalmente, al analizar la poblacion mas madura de los
linfocitos T CD4+ (Figura 25C y 25D) se observa una reduccién en esta (50% a
48% y de 26 x 10° células a 20 x10° células), lo que explica por qué a pesar de que
en ausencia del dominio de unién a CK2 existen mayores porcentajes de CD4+, los

numeros totales no se ven afectados.

Los resultados de los analisis de las subpoblaciones timicas, en conjunto con
los hallazgos previos en ratones deficientes de CD5, sugieren que la region de
unién a CK2 regula negativamente las sefiales del TCR. Una forma de determinar
qué tan altas son las sefiales del TCR es por medio de la generacién de células T
reguladoras. Hallazgos previos por nuestro grupo de trabajo demostraron que en
ratones deficientes de CD5, en los cuales las sefales del TCR recibidas durante el

desarrollo timico son mas altas, las células T reguladoras se encuentran

incrementadas.
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Figura 26. La ausencia del dominio de unién a CK2 no afecta la generacion de células T
reguladoras naturales. (A) Porcentajes y nimeros totales de células CD4+CD25+FoxP3+ en

timocitos de ratones CD5WT vs CD54CK2BD (n=7) Ratones de 8-12 semanas
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De manera muy interesante, y contrario a lo esperado, nuestros hallazgos
muestran que las T reguladoras naturales no se encuentran afectadas en la
ausencia del dominio de union a CK2 (Figura 26). Esto muestra que la forma en la
que este dominio regula la seleccion timica no es por incremento de todas las
sefales del TCR, como se ha observado previamente en el raton deficiente de CD5,
sino posiblemente por la regulacion especifica de algunos mediadores relacionados
con las sefales del TCR y que no se encuentren proximales al inicio de la via de

sefalizacion del TCR.

Anaélisis de la supervivencia de los timocitos en los ratones CD5 WT vs CD5-
CK2ABD

Una de las formas en las que CK2 puede regular la seleccién timica es a
través de la modulacion de la supervivencia de los linfocitos T en desarrollo. Esto
es apoyado por nuestros datos que muestran que se encuentran afectadas algunas
poblaciones a nivel de porcentajes mas no en nimeros totales. Adicionalmente,
hemos publicado previamente que el dominio de union a CK2 afecta la
supervivencia de los linfocitos T CD4+ en periferia [96]. Para comprobar esto,
realizamos la determinacion in vitro e in vivo de la muerte celular de los linfocitos T

en desarrollo, como se menciond previamente en Materiales y Métodos.

Como se puede observar en la figura 27 , la ausencia del dominio de union
a CK2 afecta profundamente la supervivencia de los timocitos (incremento entre el
40% y 80% en la muerte en los ratones carentes del dominio de unién a CK2) tras
la activacion aguda del TCR con a-CD3 (Figura 27A) o tras la inyeccion con péptido
OVA (Figura 27B); sin embargo, de manera interesante ain en ausencia de
estimulacion a través del TCR (basal), la deficiencia en el dominio de unién a CK2
afecta la supervivencia de los linfocitos T CD8+ (Figura 272, panel inferior), lo que
podria explicar las diferencias entre la relacién de linfocitos CD4+ vs CD8+ durante

el desarrollo timico (Mayor relacion CD4:CD8, Figura 23C y 23D).
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Figura 27 Los timocitos obtenidos de los ratones CD54CK2BD presentan mayor muerte in
vitro e in vivo (A) Andlisis de la muerte basal e inducida por activacion en timocitos DP, CD4+,
CD8+ cultivados por 24h en presencia de a-CD3 + o-CD5 en IMDM con 10% SFB. (B) Andlisis de
la activacion de caspasa 3 en los timocitos de ratones OTIl CD5WT vs OTIl CD54CK2BD 24h
después de la inyeccién con PBS (control) o 300 mg de péptido OVA. (n=5) Ratones 8-12 semanas
*p<0.05

Determinacién de los niveles intracelulares de fosfoproteinas relevantes en
las vias de senalizacion mediadas por el dominio de unién a CK2

CK2 es una proteina que posee mas de 300 sustratos [92, 94]; sin embargo,
estudios previos han demostrado que la proteina CDC37 y AKT son dos de los

principales mediadores de las vias de sefalizacion que involucran CK2 y modulan

77



la supervivencia celular. Por esta razon decidimos determinar los niveles de
pCDC37 y pAKT de manera basal y tras la activacion del TCR (OVA).

A
_ 207 Ns NS 20, o NS
E el b Ta g ey T
2% U g O 2 E Sye CiF
>
:;ELO -5 a %5_1 0] -we ohe o
¢ 05 g o0s °
00 BP cel 0.0 18P Galls o OTll GDSAGKIBD 1 PBS
cells CD4+SP Cell o A +
B SP Cells & OTIICD5WT + OVA
Ng O OTIICD5-ACK2BD + OVA
2.5 NS 2.0 e
=x 201 ns o L 45 NS .
28 1.54 j) - % 28 % ﬂj
k= !_E 501.0] e U-gﬁ o
%g_ 1.0 -ee- % am = %%05
X 0.5 z O
0.0

0.0

DPCells CD4+SP Cells

Figura 28. La ausencia del CK2BD de CD5 no afecta la fosforilacion de AKT y CDC37 tras la
estimulacion a través del TCR. (A) Determinacion de los niveles de pAKT (S473) en las células
DP y CD4+ después de 24h de inyeccion de 300 ug de péptido OVA en ratones OTIl CD5WT vs
OTIlI CD54CK2BD (B) Niveles de pCDC37. (n=5) Ratones 8-12 semanas

De manera sorpresiva (Figura 28A y 28B), la activacion de ambas proteinas
se encuentran al mismo nivel en ambos ratones, lo que demuestra que no es a
través de estas vias de sefializacion que el dominio de union a CK2 de CD5 afecta
la seleccién y supervivencia timica, o que la actividad dependiente de CD5 de estas
proteinas depende de otros mediadores distintos a CK2.

Debido a que estudios previos han demostrado que CK2 interactua con
fosfatas que afectan la via de las MAPK como son PP2A [102] y que uno de los
principales mediadores de las sefiales del TCR es ERK 1/2, decidimos analizar si
la fosforilacién de esta proteina se encuentra afectada en ausencia del dominio de
union a CK2 de CD5.
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Figura 29. Los timocitos obtenidos de ratones CD54ACK2BD presentan un incremento en la
fosforilacion de ERK comparado con los ratones CD5WT, basalmente y tras la activacion del
TCR. (A) Niveles de pERK en los timocitos CD4+y DP de ratones OTIl CD5WT vs OTIll CD54CK2BD
después de transcurridas 24h de la inyeccion de 200 g de péptido OVA o PBS (Control). (n=5)
Ratones de 8-12 semanas. *p<0.05, **p<0.01

Como se puede observar en la figura 28, la fosforilacion de ERK 1/2 se
encuentra incrementada en la ausencia del dominio de union a CK2 de manera
basal y tras la activaciéon del TCR tanto en DP como en CD4+ SP (Figura 29,
Paneles de la derecha). Este es un hallazgo similar al observado en los ratones
deficientes de CD5 y en las mutantes Y429A; sin embargo, de manera interesante
el andlisis de las sefiales proximales del TCR (Figura 30) muestran que la
regulacién de ERK no depende de estas sefiales proximales, lo que difiere de las
observaciones hechas en el ratbn CD5KO y que no se han estudiado en la mutante
Y429A.

Determinacion de flujos de Ca2+ en timocitos de ratones CD5 WT vs CD5-
CK2ABD

Una forma de determinar si algunas moléculas rio arriba de ERK (sefiales
proximales del TCR) se encuentran afectadas es por medio de la movilizacion de
Ca?* intracelular. Estudios en los ratones deficiente de CD5 muestran un
incremento en la movilizacibn de Ca2+ en la ausencia de este receptor. Para
determinar si el efecto observado sobre ERK 1/2 en ausencia del dominio de union

a CK2 de CDS5 es idéntico al observado en el ratbn CD5KO [84] realizamos
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experimentos de determinacion de flujos de calcio por subpoblaciones timicas. La

metodologia se explica en materiales y Métodos
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Figura 30. La ausencia del dominio de unién a CK2 de CD5 no afecta las sefiales proximales
del TCR. Se realizaron ensayos de movilizacién de Calcio en las diferentes subpoblaciones CD4+,
CD8+ y DP de ratones CD5WT vs CD54CK2BD tras la estimulacién con 1 xg de o-CD3. Se
muestran los tiempos de estimulacién con a-CD3 y de lonomicina como control positivo. (n=3)

Ratones de 8-12 semanas

Como se muestra en la figura 30, los niveles de pERK intracelular no
correlacionan con incrementos en los flujos de Ca?*. Estos datos muestran por
primera vez que existen regiones dentro de la region citoplasmatica de CD5 que
son capaces de regular los procesos de seleccion timica y supervivencia sin afectar
en su totalidad las sefiales del TCR, sino mas bien modulando moléculas

involucradas en las vias del TCR por medio de mecanismos alternativos.

Determinacion subcelular de pERK en los timocitos de ratones CD5 WT vs
CD5-CK2ABD

Trabajos publicados previamente, han mostrado la capacidad de CK2 para
regular la entrada de ERK al nucleo, por medio de la fosforilacion de algunos

residuos de esta proteina [103]. Debido a que ERK requiere de la entrada a nucleo
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para ejercer la mayoria de sus funciones sobre otros factores de transcripcion como
AP-1 o EGR1, decidimos analizar por medio de citometria de flujo acoplada a
imagenes si ERK se encuentra dentro del ndcleo o no en los ratones deficientes del

dominio de unidn a CK2.
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Figura 31. Los timocitos de los ratones CD54ACK2BD presentan una elevaciéon de pERK en el
nucleo. (A-B) Niveles de pERK en el Nicleo de los timocitos de los ratones OTII CD5WT vs OTII
CD54CK2BD. Relacién de los niveles de pERK Nuclear:Célula total. Tras 24h de inyeccion de PBS
(Control) o péptido OVA (300 wg) (C-D) Niveles de pERK basales en timocitos de los ratones CD5WT
vs CD54CK2BD. Relacion de los niveles de pERK Nuclear:Célula Total. (n=3) Ratones de 8-12
semanas. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001

Para realizar el andlisis se determind la region nuclear de los linfocitos T, y
se denomind al resto como regién citoplasmatica. Los resultados muestran que

PERK se encuentra incrementado a nivel total (Figura 31A), y en nucleo (Figura
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31B y 31D), lo que demuestra que el dominio de union a CK2 de CD5 no afecta la
entrada de pERK al nucleo. Estos resultados sugieren, que a pesar de la ausencia
de CK2 unido a CD5, el resto del CK2 que aun se encuentra en la célula parece ser
el mas relevante para ejercer este efecto sobre las células.

Determinacion de la fosforilacion de Zap70, INK, P38, ERK v niveles de Bcl-
2 en ratones neonatos CD5 WT vs CD5-CK2ABD

Finalmente, se ha descrito previamente que la activacion e induccion de
muerte en los linfocitos T de ratones adultos se puede encontrar afectada por los
niveles de activacion elevada en periferia. Para determinar que los efectos
previamente observados en ausencia del dominio de uniéon a CK2 se deban a un
efecto intrinseco de los timocitos y no a través de la activacion indirecta por la
activacion y muerte de células periféricas, se decidio realizar la activacion de los
timocitos en ratones recién nacidos (24h maximo). Debido al volumen méximo para
inyectar neonatos (25 pL), y a que previamente se han publicado modelos utilizando
esta técnica, se decidio utilizar a-CD3 (20 ng) como un método de activacion de

estas células. Los resultados se muestran a continuacion [104, 105].

Como se puede observar, los ratones neonatos presentan menores niveles
de pERK basalmente (Figura 33B), lo que correlaciona directamente con los bajos
niveles de la proteina anti-apoptética Bcl-2 (Figura 33F), sugiriendo que durante
esta fase del desarrollo de los linfocitos T (neonatal) pERK basalmente ayuda para
la supervivencia de los linfocitos T. Sin embargo, tal como se observé en adultos,
la estimulacién aguda del TCR induce un incremento mayor de la foforilacion de
ERK 1/2 en los ratones deficientes del dominio de unién a CK2 comparado con los
ratones WT. Adicionalmente, se puede observar que los ratones CD5-CK2ABD
presentan un incremento en la fosforilacion de la proteina JNK (Figura 33C), mas
no de la proteina p38 (Figura 33D) lo que afecta diferencialmente los procesos de
seleccién antes visto (en especifico la seleccion negativa). Finalmente, no se
observan diferencias signficativas en la fosforilaciéon de Zap70 (Figura 33E), lo que
sugiere que las sefales proximales del TCR no se encuentran afectadas, como se

observé anteriormente por los flujos de Ca?*.
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Con respecto a la supervivencia de los linfocitos T, se puede observar que
los linfocitos T DP de los ratones deficientes del dominio de union a CK2 presentan
mayor muerte (Figura 33A, Panel Medio), y que este efecto es intrinseco a los
timocitos y no debido a una excesiva cantidad de activacion y/o muerte en periferia
(los ratones neonatos tienen 0.5% de Linfocitos T en periferia). Interesantemente
los linfocitos T CD4+ positivo presentan mayor muerte en los ratones silvestre
(Figura 33A, panel de la derecha), algo similar a lo observado en adultos donde hay
mayores porcentajes de CD4+, pero no afectaciones en nameros totales (Figura
23Ay 23B).

En conjunto, los datos observados en el raton deficiente del dominio de unién
a CK2 sugieren que este dominio es importante para modular directamente la
activacion de ERK 1/2, sin afectar las sefiales proximales del TCR. Adicionalmente,
este dominio es importante para modular la selecciéon de linfocitos CD4+ sobre
CD8+, lo cual es consistente con los elevados niveles de pERK 1/2 en ausencia de
este dominio. Finalmente, el dominio de unién a CK2 de CD5 es importante para
regular la supervivencia de los linfocitos T en desarrollo, aunque por el momento

no es posible decir si esto depende totalmente de la actividad de ERK 1/2 o no.
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DISCUSION

Papel de los residuos de Tirosina 429, 441, 463 en la supervivencia de los

linfocitos T: Mecanismos moleculares.

CD5 es un receptor expresado en linfocitos T (maduros y en desarrollo), Bla
y aberrantemente en linfocitos T y B presentes en algunas patologias como
leucemias. Como se mencion6 anteriormente en la introduccion, la principal funcién
descrita para este receptor es la regulacion negativa de las sefales del TCR. Sin
embargo, evidencias recientes [91, 95, 100] han demostrado que uno de los efectos
relevantes que tiene CD5 sobre los linfocitos T, maduros y en desarrollo, es la
regulacion de la supervivencia celular. Sin embargo, solo existe evidencia del rol
del dominio de union a CK2 en la supervivencia de los linfocitos T en periferia, mas
no el efecto que tiene este dominio en el desarrollo timico. Adicionalmente, el rol de
los residuos de tirosina ubicados en la region citoplasmatica de CD5 sobre la

supervivencia de los linfocitos T, no ha sido estudiado.

El timo es un 6rgano fundamental para el adecuado funcionamiento y
seleccién de los linfocitos T durante toda su vida en periferia. La correcta
eliminacién de células autorreactivas y la seleccién de la mayoria de las clonas no
autorreactivas, garantiza, en la mayoria de las ocasiones, un adecuado
funcionamiento del sistema inmune adaptativo en la fase extra timica de los
linfocitos T. Sin embargo, para que esto suceda, existen diversas moléculas
encargadas de asegurar estos procesos de seleccion. CD5 juega un papel
fundamental en la modulacién de las sefiales del TCR y por ende en la eliminacién
de células autorreactivas. Ademas, se postula que CD5 de manera intrinseca e
independiente del TCR podria modular la supervivencia de estas células
autorreactivas, proveyendo de un mecanismo aun mas eficiente de seleccion. Los
mecanismos por los cuales CD5 regula estos efectos no habian sido dilucidados

previamente, hasta la realizacion de esta tesis.
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Para determinar como es que los diversos residuos de tirosina ubicados en
la region citoplasmatica de CD5 son capaces de modular la supervivencia de los
linfocitos T, se utilizaron diferentes mutantes puntuales de CD5h. A pesar de que
CD5 es una de las moléculas mas antiguas descritas en la biologia de los linfocitos
T, poco se sabe sobre las moléculas que interactian con estos residuos. En este
contexto, se ha postulado que el residuo Y429 podria interaccionar con el regulador
negativo de las sefiales del TCR Ras-GAP, asi como con la subunidad p85 de PI3K
[81, 87, 88]. Debido a la presencia de una secuencia muy similar a la presente en
algunos ITAMs, como la cadena ¢ del TCR, y a que muchas de las proteinas que
se asocian a la region Y429 de CD5 son importantes para la activacion de diversas
vias de sefalizacion, la region Y429-441 de CD5 se postulé como un pseudo-ITAM
inicialmente. En el contexto del dominio Pseudo-ITAM de CD5 (Y429-441) se ha
postulado que el residuo Y441 no es relevante para la unidn de alguna proteina, ya
que la fosforilacion de CD5 y reclutamiento de otras proteinas hacia la region
Pseudo-ITAM no se ve afectado en ausencia de este residuo. Finalmente la Y463
se demostré como un sitio de reclutamiento de c-Cbl, una ubiquitin ligasa que regula
negativamente las sefiales del TCR, asi como un posible sitio de reclutamiento de

PI3K, lo que podria afectar la supervivencia.

Nuestros resultados muestran que aun sin ningun estimulo externo, la
ausencia tanto de Y429, Y441 o Y463 afecta la supervivencia de los timocitos. Mas
aun, la estimulacion del TCR con a-CD3 0 a-CD3 + o-CD28 muestra el mismo
efecto. Estos datos demuestran que los tres residuos de tirosina ubicados dentro
de la region citoplasmatica de CD5 son muy relevantes para la supervivencia de los
linfocitos T. Al comparar la estimulacion del TCR contra los niveles basales de
muerte en cada una de las clonas podemos observar que sobresale la clona Y429
como la mas relevante en regular la supervivencia de los timocitos. Esto se puede
observar ya que tanto en la clona Y441, como en la clona Y463 se observé un
incremento en la muerte celular inducida por activacion tras el estimulo con a-CD3,
sugiriendo que la mayor parte de la muerte se debe a un efecto basal y no por AICD,
mientras que la tirosina Y429 si presenta una mayor activacion del TCR, hasta

alcanzar los mismos niveles que tras la activacion con a-CD3 + a-CD28. Este dato
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sugiere fuertemente que la ausencia de este residuo impide regular negativamente
las sefales del TCR, por lo que aun con una estimulaciéon Unica con o-CD3 se
pueden alcanzar los efectos observados con a-CD3 + a-CD28. En este contexto,
previamente se ha descrito que el residuo Y429 es importante para la regulacion
negativa de las sefiales del BCR mediada por el receptor CD5 [86]. Adicionalmente,
podemos observar que el otro residuo que se encuentra en el llamado “Pseudo-
ITAM”, la tirosina 441, presenta un incremento significativo de AICD comparado con
el resto de las clonas al estimular con a-CD3 + a-CD28 apoyando aun mas la idea
de que en esta region se encuentra alguna forma de regulacion negativa de las

sefales del TCR.

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la ausencia de
CD5 genera una disminucion en la fosforilacién de la proteina AKT en el residuo
S473 [100]; ademas, esta disminucidn se encuentra relacionada con la disminucion
en la supervivencia de los linfocitos T en desarrollo. Andlisis de las diversas
regiones de CD5 que pudieran involucrar mecanismos de supervivencia de los
linfocitos T han mostrado que la Y429 y la Y463 son sitios posibles de reclutamiento
de la via PI3K/AKT [87]. De forma adicional, evidencias indirectas por nuestro grupo
de trabajo sugieren que la regién carboxi-terminal de CD5 (que contiene las Y463
y el sitio de union a CK2) es relevante para la unidon de una proteina de 85 kDa,
presumiblemente la subunidad p85 de PI3K [106], lo que convierte a esta region
como un sitio importante de regulacion de la supervivencia de los timocitos, ya sea
de forma dependiente o independiente de las sefiales del TCR. La via PI3K/AKT es
una de las vias mas importantes en la regulacion de supervivencia de diversos tipos
celulares. De manera general, se inicia con la activacion de PI3K y concluye con la
activacion de AKT y la subsecuente fosforilacion de diversos sustratos por medio
de esta ultima. Adicionalmente, se han descrito mecanismos alternos de activacion
de AKT dependientes de la MAPK p38 [107]. Sin embargo, como se discutird mas
adelante, nuestros datos sugieren que en la linea EL4 los residuos Y429 y Y463 no
son los encargados de modular la actividad de AKT, por lo cual la supervivencia

mediada por los diversos residuos dependera de otras moléculas.
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En los ratones deficientes de CD5, al igual que en las diversas mutantes
generadas, se ha observado una disminucion en la supervivencia de los timocitos,
medida por la unién de anexina V'y 7-AAD. Interesantemente, se ha observado que
este incremento en apoptosis se encuentra relacionado con los niveles de
activacion de la Caspasa 3 [108, 109]. La Caspasa 3 es un miembro de la familia
de las proteasas de cisteina y acido aspértico. De manera general esta familia de
proteasas participa en la degradacion de diversas proteinas relevantes, la caspasa
3 al igual que la caspasa 6 y 7 son denominadas caspasa ejecutoras pues son las
encargadas de degradar a la mayoria de las proteinas durante el proceso
apoptoético. Debido a los antecedentes observados en el raton deficiente de CD5
decidimos analizar la activacion de la Caspasa 3 activa en cada una de las mutantes
de CD5h. De manera interesante, solo la ausencia de todas las tirosinas de la region
citoplasmatica de CD5 (YYY/AAA) resultd en un incremento de la activacion de
caspasa 3. Adicionalmente, la ausencia de la tirosina 463 (Y463A) resulta en un
incremento de la activacion basal de caspasa 3. Estos datos son interesantes ya
gue muestran que al mutar cada una de las tirosinas individualmente y por
separado, contrario a cuando uno elimina CD5 por completo, no se observa un
incremento en la activacion de caspasa 3, con la excepcion de la activacion basal
en la Y463A. Adicionalmente se puede observar que al estimular con a-CD3 solo
la mutante de las tres tirosinas (YYY/AAA) tiene un incremento en la activacion de
caspasa 3 comparado con la activacion basal. En conjunto estos datos sugieren
que, tal vez, la ausencia individual de cada tirosina no es suficiente para ejecutar la
apoptosis via activacion de caspasa 3 y que por lo tanto la muerte mediada por
caspasa 3 es dependiente de la ausencia de las 3 tirosinas, y en las mutantes
individuales no es tan prominente como la muerte inducida por otras vias. En este
contexto, no podemos descartar la activacion mediada por CD5 de otras caspasas
efectoras como son la caspasa 6 o 7. También, existen reportes en linfocitos T en
los cuales se observa muerte celular, medida por la exposicion de fosfatidil serina
(union de Annexina V), en las cuales no existe activacion ni de Caspasa 3 y
Caspasa 8 [110], lo que sugiere mecanismos de muerte independientes de las vias
de caspasa 3y 8, mas no de otras caspasas ejecutoras como 6 o 7. Adicionalmente,

la regulacion de supervivencia de B-CLL mediada por CD5 parece no depender en
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la activacion de Caspasas [111]. De esta forma, nuestros datos sugieren que la
forma de CD5 para regular la supervivencia de los timocitos, por medio de sus
residuos de tirosina, involucra mecanismos que pueden ser mas complejos que la

activacion de algunas caspasas (Piroptosis, paraptosis, autofagia, entre otros).

Como se menciond anteriormente, CD5 es capaz de regular la intensidad de
las sefales transducidas a través del TCR y como se mostré anteriormente, por
medio de sus residuos de tirosina también es capaz de regular la supervivencia de
los linfocitos T. Sin embargo, hasta el momento no existen evidencias que permitan
decir si estos dos procesos se encuentran relacionados entre si. Para determinar si
existe alguna forma de relacionar o diferenciar estos eventos se realiz6 la
estimulacion con a-CD3 para mimetizar las sefiales del TCR y se decidié6 medir los
niveles de fosforilacién/activacion de dos proteinas relevantes para la supervivencia
de los linfocitos T; una ampliamente relacionada con el TCR como ERK y otra que

podria sugerir un mecanismo independiente como AKT.

Al analizar los datos obtenidos en las diferentes mutantes de CD5h, se pudo
observar que, tras ningun estimulo, y tampoco de manera basal, existe una
afectacion en la fosforilacion de AKT y por ende en su activacion. Este hallazgo es
soprendente, ya que los datos previamente observados sugieren fuertemente que
la ausencia de CD5 resulta en una disminucion de la fosforilacion de AKT y por
ende en un incremento en la muerte de los linfocitos T. Sin embargo, con los
hallazgos obtenidos podemos decir que los residuos de tirosina de la region
intracelular de CD5 no son la region principal encargada de modular la activacion
de la cinasa AKT en la linea celular EL4. En este contexto, se ha descrito
previamente que la region de unién a CK2 dentro de la region carboxi-terminal de
CD5 modula la actividad de AKT, ya que la ausencia de este dominio de union
resulta en una disminucion en la activacion de AKT [93, 96, 97]. Sin embargo, como
se discutirh mas adelante al eliminar el dominio de union a CK2 en los linfocitos T
en desarrollo no se observa un efecto en la fosforilacion de AKT. Dentro de la
biologia de CD5 existen algunos residuos adicionales que podrian participar en la
activacion de vias de sefalizacion de pueden modular la actividad de PI3K y por

ende AKT, como son la Treonina 410y 412 [83]; sin embargo, no existen evidencias
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de una posible participacion de estos residuos en la supervivencia mediada por
CD5. Finalmente, existe un residuo adicional, denominado V471, el cual es una
variante natural de CD5h (CD5 SNP), el cual se ha asociado con un peor prondéstico
en algunas enfermedades autoinmunes (V471A); sin embargo, al igual que los
residuos de treonina 410 y 412 se requieren estudios adicionales para determinar
el efecto que tienen estos en la activacion de AKT y proteccion de muerte de los

timocitos.

Finalmente, para determinar si las sefiales del TCR afectan de alguna forma
la supervivencia de los linfocitos T, se realizo la medicion de la forma fosforilada de
la proteina ERK 1/2, la cual es un sustrato rio abajo del TCR y que ademas es capaz

de modular la supervivencia de los linfocitos T.

Como se muestra en la seccion de resultados la ausencia de la tirosina Y429,
contenida en el llamado “Pseudo-ITAM” (ver discusion pag 84) resulta en un
incremento de la fosforilacion de ERK 1/2, clona Y429A en la cual también se
observa mas muerte. Estos resultados muestran por primera vez, que al igual que
en linfocitos B, el residuo de tirosina Y429 es el encargado de regular
negativamente las sefiales transducidas a través del BCR/TCR [86].
Adicionalmente, los resultados muestran que al menos uno de los mecanismos de
regulacion de la supervivencia de los linfocitos T, mediada por CD5, involucra la
hiperactivacion del TCR, incrementando la AICD (Muerte celular inducida por
activacion). En este contexto se ha demostrado que a pesar de que ERK se ha
postulado como una molecula anti-apoptética [112], dependiendo de la activacion
o falta de activacion de diversas vias de sefializacion, la activacion aguda de ERK
1/2 puede conducir a un proceso pro-apoptético. Con respecto al residuo 441,
también contenido dentro del “Pseudo-ITAM” se ha observado previamente que de
manera natural este residuo no se encuentra fosforilado por Lck, por lo que se ha
postulado que no juega un papel relevante en las vias de sefializacién y/o
supervivencia mediadas por CD5; sin embargo, se ha demostrado que algunos
‘“ITAMs” cuando se encuentran hemi-fosforilados pueden comportarse como

“ITIMs” (cambio de activador de vias de sefalizacion a inhibidor de vias de
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sefalizacion) y de esta forma regular negativamente algunas vias de transduccion

de sefiales [113].

En resumen, la primera parte de la tesis muestra que CD5 juega un papel
muy relevante en la modulacion de la supervivencia de los linfocitos T, y no solo de
la regulacion negativa de las sefiales del TCR. Mas auln, los datos de esta tesis
demuestran que la forma por la cual los residuos de tirosina regulan la
supervivencia de los linfocitos T involucran la regulacion negativa de las sefiales
del TCR a través del residuo 429, por lo que con esto, el dogma que la regidén 429-
441 de CD5 actua como un “Pseudo-ITAM” (pag. 84) es incorrecto ya que se
demostro que esta region funciona como un “Pseudo-ITIM/Regulador Negativo de
las Sefales del TCR”, ya que su ausencia genera un incremento en la muerte
mediada por la activacion de ERK 1/2. Adicionalmente también se muestra que CD5
no solo regula la supervivencia de los timocitos a través de sus residuos de tirosina
por medio de la regulacién negativa de las sefiales del TCR, sino que deben existir

otros mecanismos por los cuales ejerza esta funcion [114].

Papel del dominio de union a CK2 del receptor CD5 (CD5-CK2BD) en el
desarrollo y supervivencia de los linfocitos T.

Para determinar el papel del dominio de unién a CK2 en los timocitos, se
utilizé un disefio experimental in vivo. En este, se generd un raton en el cual el
receptor CD5 se encuentra expresado de manera fisioldgica, es decir al igual que
en un ratén silvestre, y modulado por las mismas sefiales y factores de
transcripcion. Sin embargo, el receptor CD5 expresado en este raton, carece del
dominio de unién a la proteina CK2 [96, 97].

CK2 es una cinasa de serina/treonina involucrada principalmente en la
regulacion de los procesos y moléculas involucrados en supervivencia y
proliferacion/entrada a ciclo celular de diversos tipos celulares. Al dia de hoy se
conocen mas de 300 sustratos de CK2, por lo cual, a pesar de tener un rol principal
en la regulacion de supervivencia de diversos tipos celulares, esta cinasa puede
tener diversos efectos sobre otros procesos celulares no relacionados con la

supervivencia celular [92, 94]. Trabajos previos han mostrado que la cinasa CK2 se
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encuentra constitutivamente asociada al receptor CD5 a través de un dominio
(S458-461) de la regidn carboxi-terminal de CD5, a través de su cadena 3. Ademas,
se ha demostrado que tras la activacién del TCR aumenta la asociacién de esta
cinasa con CD5 [79, 115]. Los efectos que tiene esta cinasa en la biologia de CD5
se han estudiado recientemente. Entre estos efectos destacan la capacidad de
regular la supervivencia de los linfocitos T en periferia, en un modelo de EAE, asi
como regular la polarizacién de los linfocitos T activados en periferia por medio de
la modulacién de los niveles de pAKT. Sin embargo, el rol de esta cinasay su union
a CD5 en el desarrollo, funcion y supervivencia de los timocitos no se ha estudiado

hasta el momento [95, 96].

Como se puede observar en los resultados, los niveles de CD5 encontrados
en los ratones silvestres y en los ratones deficientes del dominio de unién a CK2
son similares y se regulan de la misma forma (distintos niveles en las distintas
subpoblaciones de timocitos), lo que permite que este ratdn sea un buen modelo
para el estudio del desarrollo de los linfocitos T. Adicionalmente, como se utilizaron
tanto ratones TCR policlonales, como TCR transgénicos (OTII, especificos para
OVA), se puede observar que el porcentaje de expresion del TCR transgénico es
muy similar en los ratones TCR transgénicos Silvestres y deficientes del dominio
de unién a CK2.

Como se puede observar en el analisis de las diversas subpoblaciones de
timocitos, los linfocitos DP se encuentran reducidos en porcentajes mientras que
los linfocitos T CD4+ se encuentran aumentados. Debido a que este efecto puede
deberse a un incremento en los linfocitos T Dobles Positivos que estan siendo
seleccionados positivamente, se realizé el andlisis especifico de la subpoblacién
post-seleccién positiva. Para esto, se utilizaron los marcadores CD5 y CD69 como
detectores de los niveles de linfocitos DP Post-seleccionados, ya que se ha descrito
previamente que tras recibir una sefial del TCR (proceso fundamental para la
seleccién positiva y para evitar la muerte por negligencia), los linfocitos T
incrementan la molécula CD69, y de manera simultanea incrementan la expresion
del mismo receptor CD5 [34]. Como se menciona en la introduccion, la modulacion
de CD5 en los linfocitos T es totalmente dependiente de las sefales del TCR, lo
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que significa que a mas sefales del TCR mas CD5 se exprese en la superficie de

los linfocitos T.

Nuestros resultados muestran claramente un incremento en los linfocitos T
DP post-seleccion positiva, lo que comprueba que una de las causas de la
disminucion de los linfocitos DP en la ausencia del dominio de unién a CK2 es el
rapido progreso hacia linfocitos T CD4+ SP. Es importante sefialar que las
discrepancias entre los numeros totales de CD4+ (sin diferencia) y el procentaje de
estas células (% CD4+ incrementado) sugiere que existe un efecto en la
supervivencia de los linfocitos T CD4+, regulado por el dominio de union a CK2, lo

cual se discutira mas adelante.

Como se indica en la relacion de linfocitos T CD4+:CD8+, se puede observar
un incremento en la proporcion de linfocitos T CD4+ en un ambiente de TCR
policlonal y un ambiente de TCR monoclonal (OTIl). Estos datos proveen un
mecanismo para un resultado previamente observado en el cual el raton deficiente
de CD5 en un ambiente deficiente de MHC Il es aun capaz de generar una
poblacion CD4+ CD8int [116], aun cuando no deberia existir esa poblacion de CD4+
en ausencia de clase Il, ya que CD5 afecta el compromiso al linaje CD4 vs CD8.
Este trabajo, fue el primero en sugerir que CD5 regula la eleccion de linaje CD4+
vs CD8+, pues en ratones deficientes de MHC I, en los cuales los linfociots T CD4+
no son seleccionados, la ausencia de CD5 generaba la induccién de linfocitos
CD4+, por un mecanismo que no se habia estudiado. Mas aun, estos datos
sugieren que el dominio de unién a CK2 podria estar modulando las sefiales del
TCR.

Analisis de las subpoblaciones maduras de linfocitos CD4+, por medio de los
marcadores CD62L y CD69, nos permitié distinguir entre las subpoblaciones de
CD4+ que ya sufrieron el proceso de seleccion negativa y maduraron o aquellas
mas inmaduras. Previamente se ha descrito que el egreso de los linfocitos T es
dependiente del esfingolipido 1 fosfato (S1P), el cual a su vez solo es capaz de
inducir el egreso de los timocitos hacia perifera cuando estos han disminuido sus

niveles de CD69. Tomando en cuenta esto, se analiz6 como la subpoblacién mas
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madura y Post-Seleccion de Linfocitos CD4+ a aquella que expresa altos niveles
de CD62L (L-Selectina requerida para homing a ganglios) y bajos niveles de CD69
[46]. Interesantemente, se puede observar que esta poblacion se encuentra
disminuida en ausencia del dominio de unidbn a CK2 en los ratones con TCR
policlonal. Para explicar esta observacion se penso en dos posibilidades, la primera,
que la mayoria de las células contenidas en esta subpoblacion madura, presentaran
un incremento en la salida de timo, por lo cual se deberia encontrar un mayor
namero de células CD4+ en periferia; sin embargo, analisis previos de las
subpoblaciones de linfocitos T muestran que al igual que en timo, la poblacion
recientemente madura de linfocitos T CD4+ se encuentra disminuida en periferia
[96]. Considerando esto, la segunda posibilidad sugiere que esta subpoblacion
CD62LhiCD69lo se encuentra disminuida por que durante el proceso de seleccion
negativa una gran cantidad de linfocitos T CD4+ son eliminados, probablemente
debido a un incremento en las sefiales del TCR. Ademas, esta hipétesis explica
porque a pesar de tener una mayor proporcion de linfocitos T CD4+ SP no se tiene

una mayor cantidad en nameros totales.

Finalmente, con respecto a la caracterizacion de los timocitos Dobles
Negativos, no se encontraron diferencias significativas entre los ratones silvestres
y entre los ratones con la deficiencia del dominio de unién a CK2. Este resultado es
esperado, ya que a pesar de que CD5 se expresa desde el estadio DN3, los niveles

son considerablemente mayores hasta que se alcanza el estadio DP.

Hasta ahora, los datos analizados sugieren un incremento en las sefiales del
TCR, ya que como se ha descrito en trabajos previamente publicados, el
incremento en seleccion positiva de los linfocitos DP requiere de altas sefales de
pERK 1/2, mientras que la eleccién de linaje hacia CD4+, también requiere altos
niveles de activacion de las sefales del TCR, como se describié en la introduccion.
Sin embargo, una de las mejores lecturas del incremento de todas las sefales del
TCR es el incremento en la expresion de CD5 en la superficie de los linfocitos T, y
como se menciond anteriormente no se encontraron diferencias entre ambos

ratones [34, 36, 56], lo que es indicativo que el dominio de union a CK2 puede
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modular las respuestas del TCR de manera diferente a la previamente observada

en el raton deficiente de CD5.

Adicionalmente, se sabe que una subpoblacion de linfocitos T, conocida
como células T reguladoras naturales, requiere de altas sefiales del TCR para
generarse [117]. Esto esta demostrado en el raton deficiente de CD5, en el cual el
namero de células T reguladoras esta claramente incrementado comparado con un
ratdn silvestre. Interesantemente, el analisis de esta poblacibn no muestra
diferencias en la ausencia del dominio de union a CK2 demostrando que los efectos
descritos previamente no se deben a una regulacion negativa de las sefiales del
TCR como en el raton CD5 KO.

Como se postulo anteriormente, uno de los principales efectos de la cinasa
CK2 es la regulacién de la supervivencia celular. Adicionalmente, al analizar las
discrepancias entre los numeros totales y los porcentajes observados se decidio
analizar los niveles de apoptosis en los timocitos tanto de manera basal como en
desarrollo. Como se puede observar en los resultados, al cultivar por 24 horas los
linfocitos T obtenidos tanto de los ratones WT como de los ratones CD5-CK2BD la
ausencia del dominio de unién a CK2 genera un incremento en la mortalidad de los
timocitos. Sin embargo, en el caso del TCR policlonal se puede observar que el
efecto solo se da tras la activacion del TCR en los linfocitos T CD4+ y DP, mientras
que se da también de manera basal en los linfocitos CD8+. Este hallazgo es
interesante, ya que recientemente se demostré que una de las razones por las
cuales existe una mayor cantidad de células CD4+ que CD8+ en periferia es por
una muerte asimétrica de los timocitos en desarrllo, es decir durante la fase timica
del desarrollo de linfocitos T, las células CD8+ mueren mas; sin embargo, las vias
de sefializacién y procesos involucrados en esto permanece sin resolver [118].
Estos datos sugieren que CD5, a través de su dominio de unién a CK2 podria ser

una proteina importante en la modulacion de esta relacion CD4:CD8.

Entre las vias principales descritas para que CK2 proteja a diversos tipos
celulares de la muerte se encuentra la via de activaciéon de pCDC37 y pAKT [93,

119]. Ademas, hallazgos en periferia han demostrado que la ausencia de CK2
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genera una disminucion de células Thl7, las cuales requieren de Akt para su
generacion [97]. Sorprendentemente, nuestros resultados muestran que en
timocitos tanto CDC37 como AKT no presentan defectos en su fosforilacion en la
ausencia del dominio de unién a CK2. En este contexto, se ha demostrado que
durante el desarrollo de nTregs la actividad de AKT regula negativamente la
generacion de estas células, lo cual se ha demostrado en los ratones CD5KO, sin
embargo, en los ratones CD5-CK2BD no existen diferencias en los niveles de pAKT
y por ende esto podria ser una explicacion de por qué no hay diferencias en los

niveles de nTregs [120].

Otra de las moléculas relevantes en las vias de sefalizacion del TCR, y como
se demostré anteriormente, también en la biologia de CD5 es pERK 1/2. Debido a
esto y a que el incremento en la actividad de esta molécula, promueve la seleccion
positiva de DP, incrementa la seleccion negativa de CD4+ y promueve la eleccion
de linaje a CD4+, se analizaron los niveles de fosforilacién de esta proteina [56,
121]. De manera interesante, nuestros hallazgos muestran que ERK 1/2 se
encuentra hiperfosforilada aun de manera basal en los ratones deficientes del
dominio de union a CK2. Estos hallazgos comprueban la hipotesis de que CK2 esta
modulando los procesos de seleccién timica; sin embargo, sugieren que lo hace de
una forma distinta a la descrita en los ratones deficientes de CD5. En los ratones
deficientes de CD5 se ha descrito la hiperfosforilacién de diversas proteinas, lo cual
se debe a un incremento de las sefiales del TCR desde la parte proximal de la via
de sefalizacion, lo que se determind por un incremento en la fosforilacion de Zap70
y un incremento en los flujos de Ca2+ [84]. Para determinar si el dominio de unién
a CK2, de alguna forma esté regulando las sefiales proximales del TCR, se realiz6
la medicién de los flujos de calcio en las distintas subpoblaciones timicas tanto de
ratones WT como de ratones CK2. Como se puede observar en nuestros
resultados, la movilizacién de Ca?* intracelular se da de manera idéntica en ambos
ratones, demostrando por completo que a pesar de que el dominio de unién de CK2
regula procesos de seleccion altamente relacionados con las sefales del TCR, la
forma en la que este dominio regula estos procesos no es a traves de la modulacion

de todas las sefiales del TCR sino muy probablemente de la via de las MAPK rio
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debajo de la region proximal del TCR y de una forma no canonica a lo previamente

descrito para CD5.

Adicionalmente, debido a que en ratones adultos se ha descrito que la
supervivencia de los timocitos se ve disminuida cuando se da una hiperactivacion
en periferia y muerte celular inducida por activacion en periferia, decidimos analizar
ratones neonatos (menos de 24h de edad) para determinar que los efectos
observados son intrinsecos a los timocitos y no dependen de la muerte celular
inducida en periferia. Como se observa en los resultados, al inyectar o-CD3 y
activar los timocitos de los ratones in vivo, la poblacion de linfocitos DP de los
ratones deficientes del dominio de union a CK2 se ve disminuida, lo que comprueba
que la susceptibilidad a la muerte por parte de estas células si es algo intrinseco y
no solamente un efecto regulador por la activacién en periferia. Mas aun, el analisis
de ERK mostré un mayor incremento tras la activacion con aCD3 en los ratones
CD5-CK2ABD, comparados con los ratones WT, mismo efecto observado en
adultos. Interesantemente, los niveles de ERK basal son menores en los ratones
CD5-CK2BD neonatos, lo cual difiere de los adultos y sugiere que durante las
distintas fases del desarrollo de los ratones (fase neonatal), ERK puede jugar un
papel mas importante en regular las sefiales del TCR vs apoptosis [104, 105]. Para
determinar si los niveles de ERK se relacionan con otras sefales del TCR o
supervivencia se determinaron los niveles de Bcl-2, pJNK y pP38.
Interesantemente, los niveles de ERK basales y tras activacion correlacionaron
perfectamente con los niveles de Bcl-2 basales y tras activacion, sugiriendo un
papel imporante de ERK para modular supervivencia en esta fase del desarrollo.
Adicionalmente, se observé que los niveles de pJNK son muy similares a los niveles
de pERK, ambas proteinas participan de manera similar y fundamental en los
procesos de seleccidn, en este caso los ratones CD5-CK2BD siempre presentaron
mayores niveles de pJNK tras activacién, no asi de pP38 que permanecio sin
afectarse [57, 122], lo que podria explicar, al menos parcialmente, el incremento en
la muerte de los linfocitos CD4+ SP (mayor seleccion negativa). Finalmente, el
analisis de Zap70 como efector de las sefiales proximales del TCR mostré que a

pesar de que en DP existe una tendencia a tener mas pZap70 en ausencia del
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dominio de union a CK2, este dominio de CD5 no parece afectar de manera

relevante las sefiales proximales del TCR.

Finalmente y debido a que se ha descrito que CK2 es capaz de regular la
entrada de ERK al nucleo y ERK requiere estar en el nucleo para ejercer su funcion
sobre algunos factores de transcripcién (AP-1), decidimos analizar si de alguna
forma la ausencia del dominio de unidon a CK2 afectaba la entrada de pERK al
nacleo [103]. Como se puede observar en los datos de citometria de flujo acoplada
a imagenes, al cuantificar la cantidad de pERK presente en el nucleo vs total o
citoplasma vs total, siempre se encontré un incremento en todas las localizaciones
subcelulares (incluyendo citoplasmético y nuclear), por lo que es muy probable que

es el CK2 no unido a CD5 el que modula la entrada de esta proteina al nucleo.

Debido a que no se encontraron diferencias en las sefiales proximales del
TCR, debe existir un mecanismo por el cual CK2 regule de manera mas directa las
vias de sefalizacion que involucran a las MAPK. En este contexto se ha observado
gue CK2alpha interactua con la fosfatasa PP2A y que esto modula los niveles de
ERK, lo que podria explicar por qué solo se ve afectada la via de ERK y JNK; sin
embargo, se requieren mas estudios para poder determinar si este es el mecanismo

principal de accion del dominio de unién a CK2 de CD5.

En conjunto, los datos presentados en esta tesis demuestran un papel
fundamental de CK2 en la regulacion de la seleccion de los linfocitos T, asi como
de su supervivencia por medio del control de los niveles de pERK
independientemente de las sefales proximales del TCR. Estos datos también
sugieren que no todos los procesos de seleccion modulados por CD5 estan
afectados por las sefiales proximales del TCR, lo que sugiere que existen dominios
encargados de modular esas sefales (Pseudo-ITIM), asi como existen dominios

encargados de modular los procesos de seleccion de otra forma.
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CONCLUSIONES

1. CDS5 es capaz de modular la supervivencia de los linfocitos T por medio de

las tirosinas Y429, Y441, Y463 asi como del dominio de unién a CK2.

2. Los residuos de tirosina pueden modular la supervivencia de los linfocitos T

aun sin afectar los niveles de activacion de Caspasa 3.

3. Las tirosinas Y429/441 de CD5 protegen a los linfocitos T de la muerte

celular inducida por activacion (AICD).

4. Eldominio comprendido por las tirosinas Y429/441 regula negativamente los
niveles de las sefiales del TCR, medido por ERK, por lo cual su previa

denominacion como Pseudo-ITAM debe ser subsitituida por Pseudo-ITIM.

5. A pesar de que CD5 regula la fosforilacion de AKT en timocitos, no es a
través de las tirosinas Y429, 441, 463 ni del dominio de uniéon a CK2 que

lleva a cabo estas funciones.

6. El dominio de unién a CK2 modula los procesos de seleccién positiva,
seleccidén negativa, y eleccién de linaje de los linfocitos T por medio de un
mecanismo que modula la fosforilacion de ERK sin afectar las sefiales

proximales del TCR.

7. ElI CD5-CK2BD regula la supervivencia de los linfocitos T por medio de la

modulacién de proteinas como Bcl-2 y de la activacion de la Caspasa 3.

8. La unién de CK2 a CD5, no regula la entrada de pERK 1/2 al nucleo en

respuesta a la activacién del TCR.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo se ha demostrado por primera vez el rol de las tirosinas Y429 y
Y441 en la regulacion de la supervivencia de los timocitos y en la modulacion a
través del dominio “Pseudo-ITIM” de las sefales del TCR. Sin embargo, es
importante sefialar que estos hallazgos solo demuestran un mecanismo que tiene
lugar en lineas celulares de timoma in vitro y no pueden extrapolarse directamente
a como afectara este dominio al desarrollo de los linfocitos T in vivo.
Adicionalmente, se ha mencionado que el ratén deficiente de CD5 presenta un
incremento en diversas proteinas el cual depende de las sefiales proximales del
TCR (incremento en Zap70 y flujos de Calcio); sin embargo, nuestros datos no
muestran un incremento en flujos de calcio en ausencia del dominio de unién a
CK2.

Para resolver estas preguntas, se ha disefiado un raton que posee mutaciones
puntuales Y/A en los residuos 429 y 441 del dominio ITIM, utilizado una estrategia
experimental similar a la de la generacion del raton CD5-CK2BD. En este ratdn se
podra determinar si este dominio es el encargado de regular las sefiales proximales

del TCR, asi como observar su efecto en el desarrollo de los linfocitos T.

Otros aspectos de la biologia de CD5 que quedan adn por resolver, es si el dominio
CD5-CK2BD como el dominio pseudo-ITIM regulan la generacion de células T
reguladoras inducidas en periferia. Para esto, la utilizacién de ambos ratones sera

fundamental.

Finalmente, la Tirosina 463, podria tener una relevancia especial en los
mecanismos de proteccion a apoptosis, dado su potencial de reclutar a PIR3K y c-
Cbl, ya que se ha demostrado, regula la fosforilacién y reclutamiento de esta ultima.
Por ello, la funcién de este residuo debe ser estudiada mas a fondo in vivo. Debido
a que por el momento no se tiene un modelo in vivo que permita estudiar los efectos
de esta tirosina en la supervivencia y desarrollo in vivo de los linfocitos T, se ha
decidido recurrir a la reconstitucion de ratones sub-letalmente irradiados con

progenitors de ratones CD5KO transducidos retroviralmente con la mutante Y463A.
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CD5 has been mainly described as a negative regulator of TCR and BCR signaling and recent evidence has
shown an important role for this receptor in delivering pro-survival signals. However, the molecular
mechanisms underlying these processes remain unresolved. TCR crosslinking leads to phosphorylation of
three tyrosine residues within the cytoplasmic tail of CD5 (Y429, Y441 and Y463) leading to the
recruitment of signaling molecules like PI3K, c-Cbl and RasGAP; nevertheless, the role of these residues

Keywords: in T cell survival has not yet been assessed. In this study, we show that alanine-scanning mutagenesis of
CD5 . . . . . . . . .

TCR such tyrosine residues, either singly or in combination, leads to an increased thymocyte cell death with
Signaling or without «-CD3 stimulation. Remarkably, the T-cell death observed with each individual tyrosine
Tyrosines mutant was Caspase 3-independent. Furthermore, Y429 mutation resulted in a hyper-phosphorylation of
Apoptosis ERK suggesting that this tyrosine residue regulates cell survival through down modulation of TCR
Phosphorylation signaling. Mutation of Y441 or Y463 did not induce hyper-responsiveness to TCR activation, indicating

that they promoted T-cell survival by a TCR signal-independent pathway. Our results show that three
tyrosine-based domains within CD5 cytoplasmic tail promote T-cell survival through non-overlapping
mechanisms. This study also reveals that Y429 domain of CD5, previously described as a “pseudo
ITAM”, is functionally an ITIM domain in T cells.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

CD5 is a 67 kDa receptor, expressed both in developing and
mature T cells and in a subset of B cells known as B1a cells. Addi-
tionally, an aberrant expression of this receptor has been observed
both in T cell and B cell malignancies, such as B cell chronic lym-
phocytic leukemias (BCLL) and some T cell leukemias [1]. Despite it
has been described as a major negative regulator of both BCR and
TCR signaling it does not possess an intrinsic catalytic activity and
thus its signaling properties rely on the binding of other proteins to
its different cytoplasmic residues (reviewed in Ref. [2]).
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Several Serine/Threonine and Tyrosine residues within the CD5
cytoplasmic tail enable signal transduction both dependently and/
or independently of TCR signaling. Three major signal transduction-
related motifs can be found within the cytoplasmic region of CD5.
First, a “pseudo-ITAM” domain, comprising Y429 and Y441 resi-
dues; second, a Casein Kinase 2 (CK2) binding domain (S458—S461)
(CK2-BD) near the carboxy-terminal region of CD5 [3] and finally a
distal Y463 residue [4,5]. Upon TCR engagement, these domains
become phosphorylated allowing the recruitment of several
signaling proteins including p56lck, TCRY chain, PI3K, c-Cbl, RasGAP
[6,7] and CK2 [8]. Deletion of CD5 results in an enhanced phos-
phorylation of different TCR mediators, such as PLCy, TCR¢, ERK as
well as enhanced mobilization of Ca®* in both B cells and T cells
[9,10] demonstrating its role in TCR signaling down modulation
in vivo.

In addition to its role as negative regulator, growing evidence
supports the function of CD5 in protection from apoptosis in Tand B
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cells (reviewed in Ref. [2]). Interestingly, a nonsynonymous SNP
(rs2229177; V471A) was identified in B cell chronic Leukemia (B-
CLL) patients showing poor prognosis after chemotherapy [11],
which appears to be functionally relevant for TCR mediated
signaling and autoimmunity [12,13]. Furthermore, experiments
performed in an EAE model demonstrated that the absence of CD5
resulted in enhanced activation induced cell death (AICD) of
autoreactive T lymphocytes, leading to a less severe disease [14].
Moreover, utilization of a CD5ACK2BD deficient mouse showed
that this domain plays a central role in peripheral T cell survival, as
deletion of this region resulted in enhanced apoptosis in response
to CD3-crosslinking, which correlated with a reduction of Akt and
GSK3p phosphorylation [14—16]. Recently, our group has demon-
strated that deletion of CD5 also decreases survival of developing
thymocytes, which show impaired Akt phosphorylation in
response to CD3 plus CD28 crosslinking [17]. The molecular
mechanisms by which CD5 affects the PI3K/Akt pathway in thy-
mocytes remain unresolved, despite some data argue in favor of the
carboxy-terminal region playing a role in PI3K activation [18,19].
One report showed that MAPK ERK1/2 plays a role in protection
from apoptosis in thymocytes by a mechanism that involves Bcl2
up-regulation [20], although the residues within CD5 cytoplasmic
tail responsible for this effect are currently unknown. Interestingly,
MAPK p38 was also shown to promote thymocyte survival by
inactivation of GSK3f independently of Akt activation [21],
although the involvement of CD5 in this pathway was not assessed.

Despite the increasing evidence of CD5 as a modulator of TCR
signaling and T cell survival it is unknown whether the tyrosine
residues present in the cytoplasmic tail of CD5 play a role in these
functions. In this work, we demonstrate that Y429, Y441 and Y463
are relevant for CD5-mediated thymocyte survival independently
of Akt phosphorylation. Furthermore, we provide the first evidence
that in T cells, Y429 is required for CD5-negative regulation of TCR
signaling, providing a link between CD5-mediated TCR activation
and thymocyte survival. In contrast, Y441 and Y463 appeared to
promote thymocyte survival by an alternative mechanism unre-
lated to ERK phosphorylation downstream the TCR.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

a-mouse CD3e PE-Cy5 (a-mCD3) (145-2C11), a-mouse CD5
AF647 (o-mCD5) (53-7.3), biotin-labeled a-mouse CD3¢ (a-CD3),
biotin-labeled a-mouse CD28 (2-CD28) (37.51) and 7-AAD were
purchased from Biolegend (San Diego, CA). a-Akt PE (pS473) (M89-
61) (a-pAkt), a-ERK1/2 (pT202/pY204) (a-pERK), a-Active Caspase-
3 PE (C92-605) were purchased from BD Biosciences (San Jose, CA).
Annexin V-FITC was purchased from Beckman Coulter (Brea, CA).
The following secondary reagents were used: goat o-mouse IgG-
FITC (ZyMax™ Grade, Invitrogen, Carlsbad, CA); mouse o-human
CD5 (a-hCD5) mAb (Cris-1) and biotin-labeled mouse o-human
CD5 (a-hCD5), as previously described [22]. Immunopure® Strep-
tavidin Affinity Purified was purchased from Thermo Fisher Sci-
entific (Waltham, MA).

2.2. Cell lines and transfection

We used the EL4 cell line for transfection and generation of
different CD5 mutant expressing clones. The transfection process
was previously described in Ref. [19]. Briefly, 107 EL4 cells were
transfected with 10 pg of Nde-I linearized wild-type and mutant
CD5 constructs. The generation and cloning of human CD5 con-
structs (WT, Y429A, Y441A, Y463A and YYY/AAA) was done as
previously reported [4]. Using G418 as a selection marker, clones
were enriched; after this, the different mutants were selected for
similar mCD3" and hcD5M expression using a FACSAria I Cell Sorter
(BD Biosciences).

2.3. Annexin V/7-AAD assay

EL4-transfected hCD5 mutants were maintained either unsti-
mulated (control), or stimulated with 10 pg/mL of a-CD3 + 10 pg/
mL of a-CD28 + 10 pug/mL of Immunopure Streptavidin for 24 h in
DMEM 10%. After the incubation period, apoptosis determination
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Fig. 1. Generation of EL4 cells expressing tyrosine hCD5 mutants. (A) Schematic representation of the CD5 cytoplasmic region, indicating the mutants used in this study. Pseudo-
ITAM region is underlined on the different mutants. (B) Surface hCD5 expression demonstrates similar levels in all mutant clones and absence of expression in the parental

thymoma line EL4.
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Fig. 2. CD5 residues Y429, Y441 and Y463 promote thymocyte survival. (A—E) The parental EL4 line and hCD5 tyrosine mutants were analyzed for apoptosis by using Annexin V and
7-AAD staining. (A) Apoptosis levels in the different mutants in absence of stimulation (B) Annexin V+ cells after anti-CD3 stimulation of the different hCD5 mutants for 24 h. (C)
Co-stimulation of hCD5 mutants and parental line with a-CD3 + «-CD28 antibodies in the different hCD5 mutants for 24 h, Annexin V+ cells are represented. (D) Representation of
the different stimulation conditions of all the hCD5 mutants and EL4 parental line. (E) As positive control for apoptosis EL4 cells were stimulated with PMA (1 pg/mL for 24 h) or
exposed to UV-light (15 min). Data represent mean values + SEM (n = 4). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

was performed using Annexin V and 7-AAD as previously described
in Ref. [23]. Briefly, staining was performed in EL4-hCD5 mutants
with Annexin V FITC and 7-AAD in the presence of a Ca?* enriched
solution, Annexin V Binding Buffer from Beckman Coulter. Imme-
diately after, samples were acquired in an Attune® Acoustic
Focusing Cytometer (Applied Biosystems) and analyzed with
Flow]o Software (Treestar, Inc., Ashland, OR).

2.4. Active Caspase 3 determination

The same protocol used for Apoptosis determination with
Annexin V/7-AAD was utilized to stimulate the EL4-hCD5 mutants
for active Caspase 3 determination. After the incubation period, -
active Caspase-3 staining was performed. PMA stimulation was
used as positive control of Caspase 3 activation. Briefly, cells were
fixed with 0.5% paraformaldehyde and then stained-permeabilized
with a-active Caspase 3 diluted in 0.01% saponin. Immediately after,
samples were acquired in an Attune® Acoustic Focusing Cytometer
(Applied Biosystems) and analyzed with Flow]Jo Software® (Trees-
tar, Inc.).

2.5. ERK and Akt phosphorylation

To assess if there were differences in ERK and Akt phosphoryla-
tion between the different mutants, acute stimulation of the TCR
was performed. To do this, ¢-CD3 + a-CD28 cross-linking (5 min)
with Immunopure Streptavidin was performed; different amounts

of a-CD3 and a-CD28 were used to perform the ERK assays and Akt
assays. For ERK phosphorylation 10 pg/mL of o-CD3 and a-CD28
were used; for Akt phosphorylation 5 pug/mL of each antibody were
used. To perform the intracellular staining we used the phosphoflow
protocol (BD Biosciences), as previously described [19]. Samples
were acquired in an Attune® Acoustic Focusing Cytometer (Applied
Biosystems) and analyzed with FlowJo Software (Treestar, Inc.).

2.6. Statistical analysis

Statistiscal Analysis was performed using the Prism Graph Pad
Software. Unpaired, two-tailed Student t test was used for statis-
tical analysis. P values p < 0.05* were considered as statistically
significant. Asterisks were used to indicate p < 0.05%, p < 0.01 **,
p < 0.001 ***, p < 0.0001 ****,

3. Results and discussion

3.1. Y429, Y441 and Y463 promote CD5-mediated thymocyte
survival

To address the role of the cytoplasmic tyrosines in CD5-
dependent T cell survival, we transfected a thymocyte-derived
cell line (EL4) with human CD5 (hCD5) expression constructs
encoding WT hCD5 or mutant hCD5 in which nucleotides encoding
the three tyrosines of the CD5 cytoplasmic tail were singly or in
combination mutated to encode alanines (Fig. 1A). Stable EL-4
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Fig. 3. Simultaneous deletion of Y429, Y441 and Y463 results in enhanced Caspase 3 activation. (A) Representative histograms showing the intracellular levels of active Caspase 3 in
the EL4 parental line, hCD5 WT, YYY/AAA and Y463A mutants. (B) Active Caspase 3 levels in the different mutants under basal conditions (C) or after 24 h of ¢-CD3 stimulation (D)
or a-CD3 + a-CD28 costimulation. (E). As a positive control for activation of caspase 3 EL4 cell line was stimulated with PMA (1 pg/ml). Data represent mean values + SEM (n = 4

independent experiments). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

clones were selected for equivalent expression of hCD5 (Fig. 1B)
(see materials and methods). In comparison to untransfected or
hCD5 WT expressing EL4 cells, basal and «-CD3 induced apoptosis
was significantly greater in EL4 cells expressing hCD5 with Y429A,
Y441A or Y463A mutations (Fig. 2A and B). Remarkably, Y441A and
Y463A mutant hCD5 expressing EL4 cells displayed higher levels of
apoptosis under basal conditions that was not further increased by
a-CD3, indicating that these tyrosines promoted survival inde-
pendently of TCR signaling (Fig. 2A,B and D). However, cell death in
EL4 cells expressing either wild-type or triple Y-mutated hCD5 was
not significantly altered under both basal and «-CD3 stimulation
conditions. CD28 co-stimulation, which amplifies TCR/CD3 induced
Tcell activation (reviewed in Ref. [24]), resulted in higher apoptosis
only in Y441A transfectants when compared to other EL4 trans-
fected cells (Fig. 2C). Furthermore, comparing the levels of
apoptosis induced by a-CD3 vs a¢-CD3 + CD28 stimulation, Y429A
transfectants were the only ones in which CD28 costimulation did
not enhance apoptosis (Fig. 2D). This observation raises the

possibility that Y429 regulates proximal TCR/CD3 induced activa-
tion independently of CD28-mediated costimulatory signals, even
though suboptimal CD3 stimulation conditions should be used to
confirm this possibility. Altogether, the data suggest that different
CD5 cytoplasmic tyrosines promote survival through independent
mechanisms.

3.2. Simultaneous deletion of Y429, Y441 and Y463 results in
enhanced Caspase 3 activation

Previous work by our group demonstrated that thymocytes
from CD5~/~ mice display enhanced apoptosis, as demonstrated by
Annexin V/7-AAD staining, which correlated with an increased
percentage of thymocytes expressing the active form of Caspase 3
[17]. Therefore, we analyzed activation of Caspase 3 in the EL4
clones expressing the different hCD5 mutants (Fig. 3). In contrast to
that observed with Annexin V staining, the absence of all CD5
cytoplasmic tyrosines (YYY/AAA) resulted in an enhanced
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Fig. 4. The absence of Y429 induces enhanced TCR mediated Erk phosphorylation, without affecting p-Akt levels. (A) Akt S473 phosphorylation baseline in the EL4 parental line and
the different CD5 mutants. (B) Summary of Akt (S473) phosphorylation levels in the EL4 parental line and hCD5 clones without stimulation, after ¢-CD3 stimulation and ¢-CD3 plus
a-CD28 stimulation. (C) ERK 1/2 baseline phosphorylation in EL4 parental line and hCD5 mutants. (D) Left, representative experiment of ERK 1/2 phosphorylation levels after a-CD3
stimulation in the EL4 parental line and the different hCD5 mutants; right, graph representing the summary of the data. (E) ERK 1/2 phosphorylation levels after co-stimulation with
2-CD3 plus a-CD28 in the EL4 parental line and hCD5 mutants. (F) Summary of ERK 1/2 phosphorylation showing baseline, ¢-CD3 stimulation or ¢-CD3 plus a-CD28 co-stimulation.
Values are expressed as relative MFI (Mean Fluorescence Intensity), calculated by dividing the MFI from each clone by that of hCD5 WT clone (baseline). For stimulated clones, MFI
of each stimuli was divided by basal MFI for each clone. Data represent mean values + SEM (n = 4 independent experiments). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

activation of Caspase 3 under basal conditions. On the other hand,
the mutation of Y463 recapitulated the effect observed with
Annexin V staining, showing increased cell death in unstimulated
cells (Fig. 3B). As the Y463 residue is located juxtaposed to the CD5-
CK2 binding domain, to which CK2 is constitutively associated [8],
the alanine substitution of Y463 might either directly or indirectly
affect survival, as it is yet unknown whether the CD5-CK2BD may
affect the biology of the Y463 residue or vice versa.

As an alternative method to detect apoptosis, we also performed
analysis of active Caspase 3 after TCR activation, which has been

previously used as an indicator of thymocyte cell death induced
during negative selection [25]. EL4 cells stimulated with PMA were
used as control (Fig. 3E). Unexpectedly, individual mutations of the
cytoplasmic tyrosines of CD5 did not result in an enhanced activa-
tion of Caspase 3 (Fig. 3C and D), in contrast to the result with
Annexin V staining and to our previous report in CD5~/~ mice [17].
This could be explained by differences in sensitivity of apoptosis
detection between active Caspase 3 and Annexin V staining or might
indicate different detection kinetics. Alternatively, the data may
indicate that CD5 tyrosines regulate both Caspase 3-independent



386 CA. Mier-Aguilar et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 466 (2015) 381—-387

and -dependent cell death, with caspase 3-cell death being less
prominent and therefore requiring absence of more than one tyro-
sine to be detectable. Moreover, it has been reported that surface
phosphatidylserine (PS) expression in T cells does not always
correlate with the activation of effector caspases (Caspases 3 and 8)
and that their effect on PS exposure might depend upon the
apoptotic triggering event or signaling pathways related to it [26].
On the other hand, the apoptosis induced by inhibition of SHP-1
recruitment to CD5 in B-CLLs was shown to be independent of
caspase activation. Therefore, CD5-mediated survival does not al-
ways correlate with the levels of caspase activation [27]. Finally,
though Caspase 3 has been long recognized as an effector caspase in
thymocyte apoptosis, we cannot rule out the possibility of other
effector caspases, such as Caspase 6 or 7 [28] being involved in CD5-
mediated survival in thymocytes.

3.3. Mutation of Y249, Y441 and Y463 residues do not affect Akt
phosphorylation

Our group and others have previously described a possible
relationship between CD5 and the PI3K/Akt pathway [6,17].
Moreover, we have recently reported that deletion of the carboxy-
terminal region of CD5 is required for c-Cbl association and Vav
degradation, which would presumably associate with CD5 through
the recruitment of PI3K to the Y463 [19]. Since PI3K/AKkt is a major
cell survival pathway we sought to determine whether substitution
of any of the hCD5 tyrosines resulted in defects in Akt activation.
Surprisingly, we did not observe any differences in Akt phosphor-
ylation between WT and tyrosine-mutated hCD5 either at basal
conditions or after stimulation (Fig. 4A). These data are contrary to
our previous report that demonstrated that the increased apoptosis
of CD57/~ thymocytes was correlated with impaired Akt phos-
phorylation [17]. Furthermore, as shown in Fig. 4B, CD28 cos-
timulation did not increase Akt phosphorylation compared to o-
CD3 stimulation alone in any of the clones, similarly to the response
observed in murine thymocytes (not shown). Altogether, the data
indicate that CD3-dependent phosphorylation is not influenced by
the status of CD5 tyrosine residues and that phospho-Akt levels
cannot explain the increased apoptosis observed in these hCD5
mutant EL-4 clones. However, it has been recently demonstrated
that p38 MAPK might be an alternative pathway for Akt-related
survival pathways such as GSK3f inactivation [21]. The activation
of p38 through a CD5-dependent pathway remains a possibility
that needs to be further explored. In this context, it has been
postulated that p38 might be activated downstream of CD5
signaling through a Calmodulin-dependent kinase IV (CaMKIV)
[29,30].

3.4. Y429 down regulates ERK phosphorylation in response to TCR
stimulation

As the TCR signaling threshold has a central role in regulating
survival versus cell death during thymocyte development, CD5 may
protect from apoptosis by regulating TCR downstream effectors.
Thus, we analyzed ERK phosphorylation in response to ¢-CD3 or o-
CD3 + (D28 stimulation as a read-out for TCR signaling. Even
though ERK1/2 signaling may act as a pro-survival pathway in
different cell types [31], acute activation of this pathway in T cells
can result in cell death [32]. We found no differences in basal ERK
phosphorylation among transfectants expressing WT or mutated
hCD5 (Fig. 4C). a-CD3 induced ERK1/2 phosphorylation was
significantly greater in Y429A transfectants than in any of the
controls or other hCD5 tyrosine mutants (Fig. 4D). Notably, CD28
costimulation further increased the levels of pERK in Y441A, Y463A
and YYY/AAA mutants and the CD5WT, but not in the Y429A. This

finding reflects the absence of increased apoptosis in hCD5 Y429A
following CD28 co-stimulation (Fig. 2D). Overall the result indicates
that the motif embedding Y429 would behave functionally as an
ITIM rather than as ITAM. Based on data here presented and that of
a previous study showing increased levels of phospho-c-Cbl in the
absence of Y429 [19], we propose renaming this domain to
“pseudo-ITIM” from “pseudo-ITAM”. Indeed, the “pseudo ITAM”
region of hCD5 was postulated to play a crucial role in RasGAP-
mediated TCR downregulation, through a mechanism that in-
volves the inactivation of ERK [21]. This possibility is in agreement
with the demonstration that Y441, unlike Y429 and Y463, is not
phosphorylated by Lck upon TCR activation [4,5]. In this context,
the pseudo-ITAM of CD5 is not encoded by a single exon as classical
ITAMs are [4]. Moreover, when hemi-phosphorylated, some ITAM
regions can behave as ITIM regions [33]. Of note, our results
resemble the previously reported effect of Y429 deficiency in B
cells, where this residue was demonstrated to act as negative
regulator of BCR signaling [34].

In summary, our data suggest that the pro-survival role of CD5
may be mediated both by the down modulation of TCR signaling
effectors (reviewed in Ref. [2]), and by the effects of survival related
proteins, that may associate with CD5 independently of TCR signals
[8]. Our study contributes to a better understanding of the molec-
ular basis of CD5-dependent T cell survival and supports the po-
tential role of CD5 in the development of T and B cell malignancies.
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Abstract

CDS5 is well recognized for its role in thymic selection. Although this property of CDS5 has been
attributed to its ITIM-domain dependent regulation of TCR-signal strength, the mechanism has
not been established. A second major signaling domain within the cytoplasmic tail of CD5 is a
CK2 binding/activation domain (CD5-CK2BD). Using a gene-targeted mouse in which the
CD5-CK2BD is selectively ablated (CD5-ACK2BD), we previously showed that CD5-CK2
signaling in mature T cells is necessary for efficient TCR-induced proliferation, Th2 and Th17
differentiation and survival. In this study we determined that loss of function of CD5-CK2
signaling in a MHC-II selecting TCR transgenic (OT-II) mouse resulted in decrease in double
positive (DP) thymocytes. Remarkably, DP cells expressing high levels of CD5 and CD69 and
single positive (CD4+SP) T cells were expanded in CD5-ACK2BD mice indicating that CD5-
CK2 signaling regulates positive selection to SP cells and/or promotes survival. Consistent with
this possibility, we determined that the activation and nuclear localization of ERK, as well as
apoptosis was greater in thymic populations from OTII CD5-ACK2BD mice than OTII CD5-WT
mice following injection of OV Aj3,3.330-peptide. The mobilization of Ca>", an early event of TCR
activation, was not altered by the loss of CDS5-CK2 signaling. Collectively, these data
demonstrate that the CD5-CK2 signaling axis regulates positive selection of DP thymocytes and
CD4+SP lineage commitment by modulating activation of ERK and promoting survival

independent of proximal TCR signals.



Introduction

T cell differentiation in the thymus is a developmental process tightly regulated by key
selection checkpoints, which ensures the generation of a diverse self-restricted and autotolerant T
cell repertoire. During this process, TCR mediated signaling has a central role in the final
outcome of a functional T cell repertoire, whereby recognition of self-MHC/peptides complexes
with low affinity/avidity rescues developing T cells from apoptosis by positive selection, while
the absence of recognition of self-ligands leads to death by neglect (1). Alternatively, recognition
of self-ligands with high avidity promotes death by apoptosis through the process of negative
selection or rearrangement of the a chain locus to express a different TCR and enter a new
selection process (2). Finally, positively selected thymocytes undergo lineage commitment to
become CD4+SP (Single Positive) or CD8+SP mature thymocytes by a process that depends on
TCR and co-receptor signaling, although the molecular mechanisms underlying this process still
remain controversial (reviewed in (3)). In addition, the thymus also provides the environment
required for the selection of self-reactive cells including nTregs, CD8aa +IEL and NKTs under

conditions of high avidity (reviewed in (4))

The TCR signaling threshold during thymocyte development is mainly regulated by CD5
(5). This 67 KDa glycoprotein is expressed on the surface of thymocytes from the double
negative (DN) stage, and is upregulated upon pre-TCR signaling and positive selection (6).
Indeed, CDS5 expression has been used as a marker for post-selected thymocytes and correlates
with the intensity of TCR-mediated signaling during self-peptide/MHC recognition at the DP
stage (reviewed in (7)). Several signaling domains within the cytoplasmic tail of CD5 have been

proposed to mediate its role as negative regulator of TCR signaling. Among them, an (ITIM)-like



motif (pseudo-ITIM) comprising tyrosines 429-441, as well as the carboxy-terminal region

containing Y463 (8).

CD5, in addition to regulating TCR signaling, also plays a crucial role in protecting
developing thymocytes from apoptosis by a mechanism that involves Akt phosphorylation (9).
Moreover, CK2 a prominent serine/threonine kinase that acts as a major modulator of cell cycle
progression and survival, is constitutively associated to S459-S461 residues within the carboxy-
terminal region of CD5. We previously demonstrated that the selective absence of CD5-CK2
signaling recapitulated the enhanced AICD in autoreactive T cells and lower EAE severity
observed in CD5" mice and thereby establishing the relevance of CD5 engaging CK2 to regulate
apoptosis (10). In addition, we recently showed that CD5-CK2 signaling regulates the threshold
of T cell activation and T cell differentiation, demonstrating a role for the CD5-CK2 axis in TCR

signaling (11).

CK2 constitutively associates with the 458-SSDSD-462 motif within the carboxy-
terminal region of CDS5 and following CD5 + CD3 crosslinking becomes activated and
phosphorylates CD5 cytoplasmic Ser 459 and 461. Very little is known regarding the CK2
downstream effectors involved in CDS5 signaling. In this context, we recently showed that
peripheral T cells require CK2 binding to CD5 for optimal Akt activity (12), however these
studies were not performed in thymocytes. Therefore, here we sought to determine the role of
CD5-CK2 signaling during thymocyte development using a CD5 knock-in mouse in which the

nucleotides corresponding to the CK2 binding domain (S458-S461) were deleted.

Our data demonstrate for the first time that CK2 binding to the CDS5 cytoplasmic tail has
a specific role during thymocyte selection to negatively regulate ERK phosphorylation and

rescue thymocytes from apoptosis. However, signaling pathways downstream the TCR such as



Akt, and calcium mobilization were not affected in the absence of CD5-CK2 signaling. This
shows that CD5 does not merely act as a negative regulator of TCR signaling, but, controls
pERK levels through the association and activation of CK2, modulating the processes of T cell

selection and lineage commitment.



Materials and Methods

Mice

C57BL/6 mice (CD5-WT) were purchased from the National Cancer Institute Frederick Cancer
Research and bred in our colony. C57BL/6 CD5-ACK2BD mice were previously described (11).
The OTII TCR®Y (OTII CD5WT) transgenic mice have been previously described (13). 8-10
week-old mice were used in this study. All animals were housed and treated in accordance with
National Institutes of Health and University of Alabama at Birmingham Institutional Animal

Care and Use Committee guidelines.
Flow Cytometry

Staining was performed on thymic and peripheral lymphoid populations after live/dead staining
with fixable viability dye eFluor 780 (eBioscience, San Diego, CA). To characterize distinct
cellular subpopulations the following Abs were used: anti-CD4 Pacific Blue (RM4-5), anti-CD8
Brilliant Violet 650 (53-6.7, anti-CD69 PE (HI1.2F3), anti-TCRVa2 AF 647 (B20.1) and
Streptavidin Brilliant Violet 605 all from Biolegend (San Diego, CA); and anti-CD5 PE-Cy7
(53-7.3), anti-CD25 PerCP-Cy5.5 (PC61.5), anti-CD44 FITC (IM7), anti-CD62L bn (MEL-14),
from eBioscience. The Foxp3 intranuclear staining was performed as stated in the eBioscience
Foxp3 kit. The following antibodies were utilized to characterize the different thymocyte
populations: anti-CD4 Alexa 647 (GK1.5), anti-CD8 PerCP (53-6.7), anti-CD25 FITC (PC61),
all from Biolegend, and anti-FoxP3 PE (FJK-16s) from eBioscience. Analysis of phospho-
p44/42 MAPK (pERK, Thr202/Tyr204) (D13.14.4E, Cell Signaling), phospho-CDC37 (Ser13;
Cell Signaling), phospho-Akt (Ser473; D9E, Cell Signaling) was performed as described

previously (11). All samples were collected using either an LSRII flow cytometer (BD



Biosciences) or a FACSCalibur cytometer (BD Biosciences) and analyzed using FlowlJo

(Treestar).
In vitro and in vivo apoptosis assay

The cells obtained from the thymus of C57BL/6 CD5-WT and the C57BL/6 CD5-ACK2BD mice
were plated to 96-well plates to a density of 200 x 10° cells in 200 pL. Thymocytes were
stimulated for 24h by antibody crosslinking with anti-CD3 (145-2C11, 0.1 pg/mL or 1 pg/mL)
and anti-CD5 (53-7.3, 5 ug/mL). Apoptosis was assessed with Annexin/7-AAD staining kit
(Biolegend) following the manufacturer’s protocol. /n vivo activation induced cell death (AICD)
assay of T lymphocytes was performed by injecting i.p. OTII CDSWT and OTII CD5SACK2-BD
with 300 ug OVA peptide (323-339 ISQAVHAAHAEINEAGR, OVAp; CPC Scientific). After
24 hours, the mice were sacrificed and thymus and spleen were obtained for detection of active

caspase 3 (eBioscience) in gated populations as previously described (9).

Imaging Flow Cytometry

IMAGESTREAM technology was used to analyze intranuclear localization of pERK. Cells were
stained with pERK and Hoechst as for flow cytometry. 10,000 cells were acquired using a
MARKII Amnis Imagestream (EMD Millipore, MA). For quantitative analysis, between 900 and
1500 pictures were taken of each thymocyte subpopulation. By creating appropriate masks we
differentially quantitated cytoplasmic versus nuclear ERK as well as the ratio of nuclear to total
pERK, as shown in the representative histograms. IDEAS software was used to analyze the

obtained data.



Calcium Mobilization Assay

Calcium mobilization in thymocyte suspensions from CD5-WT and CD5-ACK2BD mice were
performed as described previously (11). Briefly, thymocytes were stained for CD4 and CD8 and
loaded with fluo-4 AM .Ca mobilization in CD4 and/or CDS8 gated cells maintained at 37°C

using a specially designed water-jacket was determined using a BD-LSRII flow cytometer.
Statistical Analysis

Results were analyzed for statistical significance using a Student ¢ test using the Graph Pad

Software (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001)



Results

Ablation of CDS5S-CK2 signaling alters thymocyte development and CD4+ T lineage

commitment.

We examined the contribution of CD5-CK2 signaling in thymic development by breeding
the CD5-ACK2BD mouse with the TCR®V* transgenic (OTII) mouse. As we previously showed,
the inability of CD5 to engage CK2 did not alter the expression of CD5 on any of the thymic T
cell populations in TCR transgenic or non-transgenic mice (Fig. S1A). A previous study showed
that in contrast to CD5-WT mice, thymocytes in CD5” mice had a greater proportion of
transgenic TCRp associating with endogenous TCRa (14). Here we show that the selective loss
of CD5-CK2 signaling did not increase the expression of endogenous Va or the expression of
transgenic Va2 on all CD4+ thymic populations (Fig. S1B). The lack of CD5-CK2 signaling also
had no significant effect on total DN cell numbers or DN subpopulations in OTII TCR-Tg mice
or non-transgenic mice (Fig. S2). However, we did find that both proportion and absolute cell
numbers of DP thymocytes were significantly lower in CD5-ACK2BD compared to CD5-WT
OTII TCR-Tg mice (Fig. 1A). This contribution of CD5-CK2 signaling on DP cells was also
observed in non TCR-Tg mice however, only the differences in proportion were significant (Fig.
IB). In OTII TCR-Tg mice the lack of CD5-CK2 signaling resulted in greater frequency and
numbers of CD4+ SP T cells and significantly fewer CD8+ SP T cells (Fig 1A). This relative
increase in frequency of CD4+ SP T cells was also observed in CD5-ACK2BD non TCR-Tg
mice with no change in CD8+ SP T cells (Fig. 1B). The data suggest that CD5-CK?2 signaling
regulates CD4+ SP versus CD8+ SP lineage commitment. Further analysis of the CD4:CD8 ratio
in the absence of CD5-CK2 signaling showed a 3-fold increase in the proportion of CD4 versus

CDS8 cells in the TCR transgenic background (Fig. 1C) and about 1.5-fold in the polyclonal
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background (Fig.1D).

CDS5-CK?2 signaling regulates positive selection and maturation of post-selected thymocytes
without altering the generation of nTregs.

The strength of TCR signaling at the DP stage sets the threshold for positive/negative
selection and nTreg generation (reviewed in (15)). We therefore investigated whether the
reduction in DP thymocytes in the absence of CD5-CK2 signaling was the result of increased
positive selection. To address this question, we analyzed the expression of CD5 and CD69 on the
surface of the DP subpopulation, which identifies post-selected thymocytes (16). Interestingly,
the analysis of CD5-ACK2BD OTII thymocytes showed a significant increase in the frequency
of the DP post-selected subpopulation (CD69™ CD5™) (Fig. 2A) compared to CD5 WT OTII
although numbers were not affected (Fig. S3). As a final step of maturation, CD4+SP
thymocytes down modulate CD69 to acquire competence for emigration from the thymus and
home to the peripheral lymphoid organs. To characterize this stage of development, also known
as recent thymic emigrants (RTE), we evaluated the expression of CD62L and CD69 on CD4+
SP T cells (17). We observed a trend towards a decrease in the frequency of
CD4+CD62L"CD69" T cells between CD5 WT OTII TCR-Tg and CD5-ACK2BD OTII TCR-
Tg mice (Fig. 2C and D, upper graphs, p=0.1) and a statistically significant decrease in this
mature CD4+SP subpopulation CD5-ACK2BD non transgenic mice compared to CDSWT (Fig
2C and D, bottom graphs), suggesting an increase in CD4+ T cell export or a defect in CD4+
maturation or survival. In this context, increased levels of CD69 were observed in CD4+SP
thymocytes, indicating a defect in final CD69 downregulation, which is a prerequisite for thymic

export (Fig. S3C).
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Within CD4+SP thymocytes, high TCR avidity selects for nTreg cells and this population
is expanded in mice lacking CDS5 (18). In peripheral T cells, CD5-CK2 signaling modulates Akt
activity (12), a signaling pathway down regulated during the generation of nTreg (19, 20). We
observed no difference in frequency or numbers of nTreg cells (CD4+CD25+Foxp3+) between
CD5-CK2ABD and CD5 WT mice (Fig. 3). This result suggests that the CD5-CK2 signaling axis
is not involved nTreg selection in the thymus; however, other domains within the cytoplasmic
tail of CD5 shown to regulate TCR signaling, such as the ITIM (Y429-441) domain or the

carboxy-terminal Y463, may regulate nTreg generation.

Increased in vitro and in vivo apoptosis in the absence of CDS-CK2 signaling

CD5 has been shown to function as a pro-survival receptor in thymocytes (reviewed in
(21)). In peripheral T cells, this function is compromised if CD5-CK2 signaling is ablated (10,
11). Therefore, the lower numbers of DP cells observed in CD5-ACK2BD mice may reflect
enhanced activation induced cell death (AICD) during selection. We tested for this possibility
using in vitro and in vivo approaches. Thymic T cells from CD5-WT mice and CD5-ACK2BD
mice were cultured for 24 hours in the presence or absence of anti-CD3 + anti-CD5 and
apoptosis was quantitated using Annexin V and 7-AAD. We found that under all stimulation
conditions DP and SP (CD4+ and CD8+) thymocytes obtained from the CD5-ACK2BD mice
exhibited higher apoptosis than CD5-WT thymic populations (Fig. 4A). CD5-ACK2BD
thymocytes in media alone had higher apoptotic T cells, but the difference from CD5-WT
thymocytes was significant only for CD8+ SP cells. The enhanced cell death within CD8+ SP
thymocytes probably reflects ‘asymmetric’ apoptosis of CD4+SP vs CD8+SP cells (22). To test

for susceptibility to AICD in vivo, we injected OTII TCR-Tg mice with PBS (control) or OVA
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peptide (300 pg) and measured expression of active caspase 3. We found that DP and CD4+ SP
thymocytes from CD5-ACK2BD OTII TCR-Tg mice had a slight increase in the proportion of
cells expressing elevated levels of active caspase 3 at basal conditions (PBS injected) which was
statistically significant following injection with OVA peptide compared to CD5-WT OTII TCR-
Tg mice (Fig. 4B). These results show a prominent role of the CD5-CK2 signaling axis in

promoting thymocyte survival.

CD5-CK2 mediated thymocyte survival is independent of Akt and CDC37 activation.

Akt, a substrate of CK2 (23) and a downstream effector of TCR signaling, is a key regulator of
cell death in thymocytes (18). In peripheral T cells, CD5-CK2 signaling is necessary for efficient
TCR-induced activation of Akt to promote cell survival (12). We found no difference in the
activation of Akt in DP or SP thymocytes under basal conditions or following OVAp injection
between CD5-WT and CD5-ACK2BD mice (Fig. SA). CDC37, activated by CK2, functions as a
co-chaperone for heat shock protein 90 (HSP90) to promote survival (24). We found that loss of
CD5-CK2 signaling had not effect on OVAp induced pS13-CDC37, the site of CK2
phosphorylation (Fig. 5B). These findings suggest pAkt/pCDC37 signaling axis is not regulated
via CD5-CK2 signaling in developing T lymphocytes unlike previous findings in peripheral T

lymphocytes (12).

Elevated ERK activation in the absence of CD5-CK2 signaling.

Among the CK2 downstream effectors, ERK is a protein relevant for TCR signaling and

survival, (23). Sustained pERK levels are required for positive selection of thymocytes and

13



CD4+SP lineage commitment (25), however acute activation of ERK leads to apoptotic death
(26). In CD5-ACK2BD mice, DP and CD4+SP cells had higher basal levels of pERK compared
to CD5-WT that was significantly increased after OVAp injection (Fig. 5SA). The higher basal
pERK correlates with the enhanced positive selection to CD4+SP thymocytes in CD5-ACK2BD
mice and CD4+SP differentiation, and might also be responsible for the increased cell death

observed in CD5-ACK2BD thymocytes.

To investigate whether increased pERK was the result of enhanced TCR proximal
signaling, we evaluated TCR-induced calcium mobilization in thymocytes from CD5-ACK2BD
mice. The absence of CD5-CK2 signaling did not affect calcium flux (Fig. 6B), thus suggesting
an alternative CD5-dependent mechanism for the regulation of ERK activation. Overall, the data
suggest that CD5-CK2 signaling promotes thymocyte survival by regulating acute activation of

ERK.

Nuclear pERK localization is not regulated through CDS-CK2 binding domain in

developing T lymphocytes.

The phosphorylation of ERK by CK2 on two Ser residues promotes translocation into the
nucleus where it exerts its function as a modulator of transcriptional activity (27-29). We used
imaging flow cytometry to quantitatively assess whether the subcellular localization of pERK
was altered in the absence of CD5-CK2 signaling. Validating the flow cytometry data, we found
that the total pERK levels in DP and CD4+ SP thymocytes were higher in CD5-ACK2BD mice
at basal and following in vivo activation using OVAp (Fig. S4A). We quantitatively

distinguished the levels of pERK in the cytoplasm and nucleus at basal and following OVAp
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injection to determine if pERK entry to the nucleus was altered in thymocytes from CDS5-
ACK2BD mice. The data showed higher basal (Fig. 7A,B and C, D) and OVAp (Fig. 7A, B)
induced pERK levels in the nuclei of DP and SP populations from CD5-ACK2BD compared to
CD5 WT mice. OVAp injection increased pERK levels in both CD5-WT and CD5-ACK2BD
OTII-Tg mice, however, the magnitude of increase was greater in CD5-WT thymocytes (Fig.
7A,B). Remarkably, the ratio between nuclear and total pERK was similar between CDS5-
ACK2BD and CD5-WT mice (Fig. 6E). This indicates that CD5 dependent CK2 activation is not

involved in ERK translocation into the nucleus.
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Discussion

We previously reported that ablation of the ability of CD5 to engage and activate CK2 in
peripheral T cells attenuated EAE disease severity by enhancing T cell death and hampering
differentiation to encephalitogenic Th17 cells (10, 11). However, we did not investigate the role
of CD5-CK2 signaling in thymocyte development. In this study we report that in CD5-ACK2BD
mice the proportion of CD5"CD69" DP and CD4 SP thymocytes is increased showing that the
CD5-CK2 signaling pathway regulates positive selection. The increase in CD4+SP thymocytes
in CD5-ACK2BD mice indicated an enhanced CD4+ lineage commitment, as demonstrated by
the significant increase in the CD4:CDS8 ratio. Our results provide a mechanism for previous
findings that showed expanded numbers of transitional CD4+CD8™ thymocyte population in
CD5” MHC Class II"" mice (30). Thus, the increased CD4:CD8 ratio observed in the absence of
CD5-CK2 signaling might be the result of enhanced TCR mediated signals. Positive selection
and CD4+ lineage commitment requires sustained ERK activation (25). Therefore, the increased
ERK phosphorylation observed in CD5-ACK2BD mice supports the role for CD5-CK2 signaling
in down regulation of positive selection (31) and in restraining CD4+SP lineage commitment, in

agreement with the signal strength model of CD4 versus CD8 commitment (reviewed in (3)).

In contrast to CD5”" T cells in which TCR crosslinking resulted in increased calcium
mobilization and hyperphosphorylation of TCRE, ZAP70, PLC-y (14) and ERK (18, 32), CD5-
CK2 signaling deficient T cells had normal TCR-induced calcium flux, arguing in favor of an
alternative CD5-CK2-dependent pathway of pERK downregulation. In this context, CK2a has
been shown to interact with PP2A, a negative regulator of ERK signaling (33), which was also

shown to co-immunoprecipitate with CDS5 in human Jurkat T cells (34).
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The maturation and emigration of post-selected SP thymocytes requires cessation of TCR
signaling and downregulation of CD69 expression (reviewed in (35)). CD69 expression is
upregulated by AP-1 a nuclear downstream target of ERK (36). Therefore, the reduced
proportion of CD4 CD62L"CD69" thymocytes observed in CD5-ACK2BD mice is consistent
with the sustained levels of elevated ERK phosphorylation, correlating with increased surface
levels of CD69 within CD4+SP subpopulation. An alternative hypothesis to explain for fewer
CD69" CD4+ post-selected CD5-ACK2BD thymocytes is enhanced thymic export; however, our
previous results found that CD4+ population in periphery is reduced in the absence of CD5-CK2
signaling (11). Overall our data support a requirement for CD5-CK2 signaling for efficient

maturation of post-selected thymocytes.

CD5 expression strongly correlates with the strength of TCR signaling (6). Interestingly,
the lack of CDS5-CK2 signaling had no effect on expression of CD5 on any thymic
subpopulation. This indicates that CK2 associated to CD5 does not regulate proximal TCR
signals including calcium mobilization. Thus, surface expression of CD5 correlating with TCR-
induced calcium mobilization is likely to be linked to other CDS5 cytoplasmic regions, like the
CDS5-ITIM domain (37). The elevated basal pERK led us to predict that nTreg numbers would be
expanded in CD5-ACK2BD thymus, as we previously showed in CD5”" mice (18). Several TCR
proximal downstream effector are required for optimal nTreg generation, including PLCy1 (38),
LAT (39), arguing in favor of the need of a strong signal threshold for their selection (reviewed
in (40)). However, we found no expansion of nTreg cells in the absence of CD5-CK2 signaling
indicating that other than ERK, proximal TCR signals, unaffected in CD5-ACK2BD mice, are
involved in nTreg generation. Additionally, inhibition of the Akt/mTOR axis is required during

nTreg selection (19), which was unaltered in CD5-ACK2BD mice. Finally, although CK2 is

17



highly expressed in nTregs compared to effector T cells, our results show that CK2 associated

with CD5 is not relevant for nTreg selection (41).

CDS5 has been described as a pro-survival receptor in T cells (reviewed in (21)). Among
the possible molecules involved in CD5-mediated survival, CK2 (10, 11), Akt (18) and ERK
(42) are postulated to play a role in this process. CDC37 and Akt are two major intracellular
proteins shown to be crucial for CK2 mediated survival (23, 43). However, the phosphorylation
of these molecules was not altered in the absence of CD5-CK2BD, suggesting that other CD5
dependent CK2 downstream effectors are involved. In thymus, unlike in peripheral T cells, the
efficient activation Akt, is independent of CD5-CK2 signaling (12). While sustained activation
of ERK is necessary for thymocyte survival and positive selection, acute activation of ERK
activation such as during negative selection results in cell death (44). Our data showed that CD5-
CK2 signaling regulates both sustained and acute activation of ERK, thus having an impact on
positive selection and thymocyte survival. Although, phosphorylation of pERK by CK2 is shown
to promote its entry into the nucleus (27), we found that this was not altered in CD5-ACK2BD
thymocytes, which may be explained by the fact that only CK2 associated to CDS5 is affected in

these mice.

Collectively, our data demonstrate a key role of CK2 in CD5-mediated regulation of
thymocyte selection and survival, by controlling the phosphorylation of ERK independent of
proximal TCR signals. This result also reveals an important function of CK2 in thymocyte
selection. We also suggest that the dogma stating that CD5 dependent negative regulation of
TCR proximal signals is primarily involved in thymocyte selection, insufficiently addresses the

mechanism by which CD5 modulates thymic development. A knock-in mouse in which the ITIM
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domain of CDS5 is selectively mutated will be an important tool to discriminate between CDS5-

ITIM and CD5-CK2 signaling activities.
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Figures to legends

Fig 1. Ablation of CD5-CK2 binding domain alters thymic development. Thymic DN, DP
and SP (CD4+ and CD8+) populations (dot plots), proportions and absolute numbers (graphs) in
CD5-WT OTI and CD5-ACK2BD OTII TCR-Tg mice (A) and CD5-WT and CD5-ACK2BD
mice (B). Ratio of CD4:CD8 SP cells in CD5-WT OTII and CD5-ACK2BD OTII TCR-Tg mice
(C) and CD5-WT and CD5-ACK2BD non-TCR Tg mice (D). The dot plots are representative of
one of five mice from each strain. The graphs represent data from five independent animals from

each strain. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Fig 2. CD5-CK2 signaling regulates positive selection and maturation of post-selected
thymocytes. (A) Dot plots of CD5 and CD69 expression gated on DP cells from CD5-WT and
CD5-ACK2BD OTII TCR-Tg (upper) and non-transgenic (lower) mice. Inset polygon represents
the CD5™CD69™ post-selected thymocytes within the DP population. (B) Scatter plot shows the
frequency of DP CD5™CD69"™ population from CD5-WT and CD5-ACK2BD OTII TCR
transgenic (upper) and non-transgenic (lower) mice. Each dot represents an individual mouse. (C
and D) Fewer terminally differentiated CD4+ SP (CD62L"CDE69") cells in CD5-ACK2BD mice.
(C) Representative dot plot showing expression of CD69 and CD62L in CD4+SP gated cells
from CD5-WT and CD5-ACK2BD non-TCR transgenic (upper) and OTII TCR transgenic
(lower) mice. The inset polygon represents CD62L"CD69" terminally differentiated cells. (D)
Scatter plot of proportion of CD4+ SP cells with CD62L"CD69" phenotype from different
strains as designated. Each dot represents a mouse. Data are representative of at least 5

independent experiments (n=7 mice). Numbers are presented as mean+ SEM. **p<0.01.
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Fig 3. Generation of nTregs is not affected by the absence of CD5-CK2 binding domain. (A)
Dot plots (upper) of CD25 and FoxP3 expressing cells within CD4 gated cells. Scatter plots
showing proportion and total cell numbers of CD4+CD25+FoxP3+ (lower). Each dot represents
one mouse. Data are representative of at least 4 independent experiments (n=7 mice). Numbers

are presented as mean + SEM; NS = not significant.

Fig 4. Enhanced in vitro and in vivo thymocyte apoptosis in the absence of the CD5-
CK2BD. (A) Apoptosis (Annexin V' 7-AAD™) in thymocytes from CDS5-WT and CDS5-
ACK2BD mice following culture for 24h in the presence of a-CD3 and/or a-CD5 or medium
alone. The graphs show apoptosis in gated DP, CD4+SP and CD8+SP and populations. Data
represent mean+SEM from 2 independent experiments (n= 4-5 mice). (B) Histograms (lower
left) show proportion of cells with elevated active caspase 3 levels relative to unstained cells
within DP and CD4+SP thymocytes obtained from CD5-WT and CD5-ACK2BD OTII TCR-Tg
mice after i.p injection with either PBS or OVAp. Solid vertical lines are drawn to reflect
unstained MFI and to identify the active caspase 3 on the highest expressing population. Scatter
plots show MFI of active caspase 3 levels in DP cells (top), proportion of DP cells expressing
high levels of active caspase 3 (middle) and MFI of high active caspase 3 expressing CD4+ SP
cells (bottom). Data are representative of at least 4 independent experiments (n=5 mice). Each

dot represents a mouse; mean+SEM, *p<0.05.

Fig 5. AKT and CDC37 activation is unaffected by loss of CD5-CK2 signaling pathway.

Scatter plot of pAKT(S473) levels (A) and pCDC37 (S13) levels (B) within DP or CD4+SP
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thymocytes obtained from CD5-WT OTII and CD5-ACK2BD OTII TCR-Tg mice after injection
with PBS (control) or 300 pg of OVAp. Data are representative of at least 4 independent

experiments (n=5 mice). Each dot represents an independent mouse. NS= not significant.

Figure 6. Deletion of the CD5-CK2BD results in increased basal and induced ERK
phosphorylation in the absence of enhanced TCR proximal signaling. (A) Histograms (upper
left) show pERK levels within DP or CD4+SP thymocytes obtained from CD5-WT OTII and
CD5-ACK2BD OTII TCR-Tg mice after PBS or OVAp injection. Vertical solid lines are drawn
to identify the MFI of unstained cells and the MFTI of cells from PBS treated mice. Scatter plots
(right) show data from five individual mice. (B) Calcium mobilization in DP, CD4+SP and
CD8+SP thymocytes from CD5-WT and CD5-ACK2BD mice following stimulation with a-
CD3. Each graph is representative of 3 independent experiments (n=3 mice). Inset arrows denote

time point of addition of a-CD3 or ionomycin. *p<0.05, **p<0.01.

Fig 7. Nuclear translocation pERK is independent of CD5-CK2 signaling. (A) Images of DP
and CD4+SP thymocytes obtained from PBS or OVAp injected CD5-WT OTII and CDS5-
ACK2BD OTII TCR-Tg mice and analyzed by imaging flow cytometry. The images show each
channel individually represented as well as an overlay of all channels. The data are
representative of at least 900 images each from 3 independent experiments. (B) Quantitative
representation of all events represented in (A). The graphs reflect mean+SEM pERK levels
inside the nucleus (left panels) or ratio of pERK in nucleus to whole cell (right panels) within DP
(upper panels) or CD4+SP (lower). (C) Images of pERK in DP and CD4+SP thymocytes

obtained from non-TCR transgenic CD5-WT and CDS5-ACK2BD mice. The images are
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representative of 900-1500 images from 3 independent experiments (n=3 mice). (D) Quantitative

representation analyzed similar to (B). **p<0.01 ****p<0.0001

25



CDs8

*
70
_w P
I 401 <+« % ':‘.i' h
L
250 x
[=] E.g: =
& 1] &
H
o 10° 10'0° DN DP CD8+ CD4+
OTIlI CD5-ACK2BD gg‘ ,
o B *k Qg
- 35 = s |
x 204 e g F 50
w5 )
= 251 *
S 20 i
O 1.0 B
3 0.5
0.0 — . r :
DN DP CD8+ CD4+
m 60_ *kkk
g
a =
O 50 I
g 40-
O 30
0 20
R
g 10
0- .
oTIl oTIl
CDS5S-WT CD5-ACK2BD

8
10.0

% of Total

25{% %

(]

Qo

k-

X"

» W

DN DP

# Cells x 10°

CD8+ CD4+

& -

% %k

T T
CD8+ CD4+

CD5-WT  CD5-ACK2BD



CD69

CD69

OTII CD5-WT OTII CD5-ACK28D B = .
o [DP Post Selection o [DP Post Selection = ‘=ﬂ -
.151.4% . 63.4% & @ 601 Sl
10 10 a o —:é
45- .
4% 10° 29 50.7 +1.9
Se 61715
03 03 o6 a © 45
O
0102 103 104105 0102 103 104105 0 on'nl O:r“
CD5-ACK2BD CD5-WT CD5-ACK2BD
DP Post Selection 12.5
11.2% S 5555
S 3 100 e %
o ] oo
Oa 7.5 98+03
=0 5ol 10.3+0.5
m b
923 25
0102 103 10‘105 0102 H:Ia 10‘105 o ae 0 o
CD5 "~ CD5WT CD5-ACK2BD
OTII CD5-WT OTII CD5-ACK2BD Do 551
5 [CD62LRICD69I0 | 0 s
10‘ 49.8% §+ 501 %=
10 o 88 sl s02:06 °
=0
10’ 55 40, 485+08
§ 52 301
01 204
Q 104
0102 103 |D4|06 i?HCI2 'IiJ3 104105 0

i oTil oTil
e AIC pasn CD5-WT CD5-ACK2BD

5
# 18.9%
* o 35 I s i
E 3 2 L
= s 000
Q020 oo
= 2608
615
o 10° 10t o 10°10h0° g =10 21.2+41.0
5
cDé2L 2 &

CD5-WT CD5-ACK2BD



CD25+FOXP3+ %

of CD4

FoxP3

CD5-A\CK2BD

#Cells x 10°

CD4+CD25+FOXP3+

L
109.6 + 21.4

113.4 + 251

* CD5-WT
© CD5-ACKZED



Active Caspase 3 (procaspase 3)

DP Cells CD4+SP Cells
20 20 2y
¥ © + - iR Wk
> 515 G > 215 = H
= =
= - ==
E “610 = E "610 B CD5-WT
Ses Ex5 [0 cD5-ACK2BD
0 0
anti-CD3 (1pg/mL) = + 4= = anti-CD3 (1pg/mL) = + =+ -
anti-CD5 (5pg/mL) = - + + anti-CD5 (5ug/mL) = - 4+ 4+
20 CD8+SP Cells
+ = * L]
> 815 M
£ e
3 .10
c o
<=5
0
anti-CD3 (1pg/mL) = 4 4 =
anti-CD5 (5pg/mL) = - + <
B
“ 1.6 * I |7_I=0.1|
£812 2 gy E
DPCeIIs ?%;Ig - ™ o
=0 Y
5406
5.5 % gz 04
23.4% <05 S
41.6 Otf)__ & DP Cells
-1
40 % 2 1901 p=0,08 "
67.6% g 280 —
T Unstained Control 2 S g0 o . 8%1 EB?WJKEEES =
DR O 1
—— OTII CD5-WT + OVA =< 20 9 ? *
OTIICD5-ACK2BD+OVA ~ £, ¢ -
T DP Cells
3.4% _ =0.05
14.9 % _o1e 2 P—'E
327% | £ 31:2 g + =
31.7% 2308™ o
43% 3508
: a0
0 10° 100 10t 10 <00
- CD4+SP Cells



§ ::: NS : (NS nl E :.: P ._831
e ] T
g‘é.“"u?"‘df égt.o-oiﬂ*ﬂ;?
g 05 2 os °
0.0 )
OP cells 0.0 CD4+SP Caolls
25 20 NSy
E i NS d E.15 NS .
el 18l Fb . =8 bt off
e e P Hujew =5
- ‘ o [ 1] o 853
2 05 & 05
L DP Cells a0 CD4+5P Cells

* OTIl CD5-WT + PBS

= OTI COS-WT + OVA
O OTIl CD5-ACK2BD + OVA



DP Celis * [
gé 1.5 — %E_‘
MF1 = 251 = w =y t%% ™ =
MFI = 683 % 2 1.0 - & O
MFI = 634 i >
MFLSH o = 0.5 _EE.
ik i, S o 0.0 . OTI CoaWT + pBS
; B . . : . . T
00 10° at 1 =it DP Cells o OTII CD5-ACK2BD + PBS
PERK —— OTIl CD5-ACK2BD + PBS = OTIlI CD5-WT + OVA
—— OTII CD5-WT + OVA o QTIl CD5-ACK2BD + OVA
CD4+SP Cells ~— OTIl CD5-ACK2BD + OVA 2.004 n *
” ¢ 1.751 — F IEJ
MFI = 269 > 5 }'gg- *k o] " @
W[jm E 9_1:00_ 5.8 =
s ® T 0.75] ¢
e W X < 0.50
i MF1 = 759 0.25_
0.00 . : ;
102 103 104 105 CD4+SP Cells
pERK
CD8+SP Cells CD4+SP Cells
B s 2 + lonomycin
ﬁ 08 E 1.01  +a-CD3 (-2
So7 @ 2 08 :
=] , 1 .
= - T + lonomycin = *
% 0.6% & 06
g : +0-CD3 ©
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Time Time
DP Cells CD5-WT
- _ A CD5-ACK2BD
' A

2
~

el

' d + lonomycin

J £
-
0

Ca2+
Mobilization
o
[-:]

(=3
w0

* q-CDS . i i ,
100 200 300 400 500
Time

0



CD4+5P Cells
Hoechst

Hoechst

DP Cells

CD4+5P Cells

Hoechst

pERK

PERK

PERK

pERK

+PBS

OTH CDS-WT

OTil COS-ACK2BD

+ OVA

OTI CO5-WT

OTH CDS-ACKZBD

+PBS

OTI CDS-WT

OTH CDS-A\CK2BD

+ OVA

OTI COS-WT

OTIl CD5-ACKZBD

CD5-WT

CDS-ACK2BD

CO5-WT

CDS5-ACK2BD

DP Cells

CD4+SP Cells

DP Cells
1500
> s
& 2 1000
T2
L= 500
0
Baseline
CD4+SP Cells
6000 —_—ee

Baseline

Ratio pERK

Ratio pERK

3 DP Cells

]

o 1.0 073: OM4: 3

& 0.87 ooz 0003

]

E 0.6

s 0.4

E 0.2

= 0.0

= CD4+SP Cells

Z 1.0

o are 074+ 0m ar2
% 0.8] ooe  omo3  0oo3 0003
=

S 0.6

E 0.4

E 0.2

Z 0.0

Za0 DP Cells
32
" NS
15 ’__|
Ig_:
o; 1.0 —
] ==f------
2205
E}
Z0.0
CD4+SP Cells
§ 1.0 NS
= | -
gg08
8206
oL
= H 0.4
€3 02
Z 00

W OTIl CD5-WT + PBS
L1 OTIl CD5-ACK2BD + PBS
O OTII CDS-WT + OVA
[ OTH CD5-ACK2BD + OVA

W CD5-WT
] CDS-ACK2ZBD




	Portada
	Índice
	Resumen 
	Introducción 
	Antecedentes
	Justificación   Hipótesis
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión 
	Conclusiones 
	Referencias
	Anexo

