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RESUMEN

La generacién 6ptima de la respuesta de la célula T estd mediada por la interaccién del
TcR con péptidos procesados y expresados sobre la superficic de las células
presentadoras de antigeno, asf como por la interaccidn de moléculas co-receptoras con
sus Tespectivos contra-receptores. Sin embargo, se sabe poco acerca de la temporalidad
en la que ocurren estas inleracciones, La respuesta final de los linfocitos T dependera de
los primeros contactos establecidos asi como de la densidad y forma de las moléculas que
participen en ellos. CD43 es una molécula co-receptora abundante sobre la superficie dé
todas las células linfoides. A través de su porcidn extracelniar, CD43 protruye 45 nm
hacia el espacio extracelular. A través de su dominio citopldsmico, CD43 reciuta a Fvn y
permite la generacion de segundos mensajeros, movilizacion de Ca®, activacion de PKC
y MAPK, para finalmente permitir la activacién de los factores transcripcionales NFAT,
NFkB y AP-1 regulando asf la expresi6n génica, .

Los resultados que se incluyen en ¢l presente trabajo muestran que el preiratamiento de
células T humanas con CD43 y la subsecuente activacion a través del TcR inducen
niveles sostenidos y elevados de la fosforilacion de ERK, mientras que el pretratamiento
con ¢l TcR y la subsecuente activacion a través de CD43 resultaron en una incrementada
y transitoria fosfoniacién de ERK. La co-activacion simultdnea a través de CD43 y el
TeR indujeron incrementos en la fosforilacion de ERK semejantes a los obtenidos a
través del pre-tratamiento con CD43 y coestimulacién con el TcR. Estos resultados
sugieren que la pre-estimulacion con CD43 probablemente permite una activacion mds
eficiente de la célula T, Con el propssito de determinar si el efecto de Ia activacion de
lnfocitos T a través de CID3 y el TcR tenfa un efecto cascada hacia abajo, se buscé la
expresitn del marcador temprano de activacion celular CD69. La activacion simuitdnea a
través de CD43 y el TcR indujo un adelanto en la expresion del marcador de activacién
CD69 con respecto a la estimulacion independiente a través de las mismas moléculas. En
conjunto, estos resultados sugieren que las sefiales de CD43 y el TcR se combinan de
manera positiva y sop més intensas que las generadas por cada una de las moléculas de
manera aisiada.

il
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INTRODUCCION

L. INTRODUCCION

La respuesta inmune es el resultado de la reaccién de un organismo frente a sustancias
extrafias. En esencia, ¢l sistema inmune constituye un mecanismo de proteccién €n contra
de organismos patdgenos. La generacion de una respuesia inmune adquirida requiere del
reconocimiento especifico del antigeno. En linfocitos T, este reconocimiento se da a
- través del receptor para el aniigeno de la célula T (TcR), que reconoce péptidos
antigénicos presentados por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) en la supesficie de células presentadoras de antigeno (APCs). Las sefiales
inducidas por el TcR son acompafiadas por aquellas generadas a través de la interaccion
de moléculas co-receptoras como CD2, CD28, CD4, CD8 y CD43 presentes en la
superficie de la célula T con sus respectivos contra-receptores en la APC.

En linfocitos T, las moléculas co-recepioras establecen contactos independientes del
reconocimiento del antigeno con las APCs. No se conoce €l orden especifico en el que
cada una de las moléculas co-receploras interactia con sus contra-receptores en la APC.
Sin embargo, debido a que, en ausencia de sefiales co-estimuladoras, la estimulacién a
través de] TcR induce un estado de no respuesia por parte de la célula T, conogido como
anergia (Green et al 1994), se propuso el medelo de las dos sefiales. En este modelo, una
sefial es penerada a partir de ia estimulacion a través def TcR y la otra sefial es
proporcionada por moléculas co-estimulatorias (Jenkins ef al 1987). Se piensa que el
linfocito T y la APC se aproximan una a la otra, estableciendo los primeros contaclos a
través de moléculas que favorecen ja adhesion entre dos células y que la respuesta final
depende en gran parte de estas primeras interacciones y de las sefiales generadas a través
de ellas. Los experimentos que se describen a continuacion fueron realizados con la
finalidad de identificar posibles diferencias en las vias de sefializaciOn reclutadas por dos
moléculas de la superficie de linfocitos T, TcR y CD43, en funcién dei orden en el que se
aplicaran los estfmulos: de manera consecutiva o simultdpnea. Debido a que ambas
moléculas inciden sobre la via de las MAP cinasas e inducen ia expresién del marcador
- de superficie CD69, evaluamos €] efecto de los diferentes protocolos de estimulacién
sobre estos pardmetros.

1. La via de las MAP cinasas es un punto de confluencia entre diferentes vias
de sefializacion

El reconocimiento especifico del compiejo péptido-MHC por parte del TcR vy las sefiales
inducidas por Ja unién de moléculas co-estitnuladoras con sus conira-receptores induce

jge]



INTRODUCCION

una serie de evemios celulares  denominados colectivamente activacion celular. La
activacién de Jas vias de sefializacidn intracelular conduce a la. proliferacion,
diferenciacién, rearreglos del citoesqueleto y/o Tunciones efectoras de ios linfocitos T.
Procesos tales como incremento en la actividad de la protefna cimasa C {PKC),
fosforifacion en tirosinas de proteinas de membrana y citopldsmicas, ipcremento en fa
concentracién de calcio intracitopldsmico, activacién transcripcional, regulacion de la
expresion de moléculas de superficie celular y secrecion de citocinas; en conjunto, estas
sefiales bioquimicas constituyen diferentes cascadas de sefalizacion intracelular entre las
que la vfa de las MAP cinasas (protein cinasas activadas por mitdgenos) ocupa un papel
central. '

Muchas de las vias de sefializacion reclutadas a través del TcR y de moléculas co-
receptoras convergen en una cascada de las MAP cinasas. Las MAP cinasas constituyen
una familia de cinasas de serina/treonina implicadas en diferentes respuestas cejulares.
Esta familia estd organizada en bloques de cinasas que constan de un actvador de
MAPKK (MAPKKK), un activador de MAP cinasa (MAPKK) y una MAP cinasa
(MAPK). La transmision de sefiales se realiza a iravés de fosforilaciones secuenciales.
En mamiferos, se ha caracterizado un gran mimero de MAP cinasas, entre las cuales se
encuentran la cinasa regulada por sefiales extracelulares-1 y 2 {ERK1 y ERK?2), la cinasa
c-Jun N-terminal {JNK) v p38, cuyas funciones son importantes para diferentes eventos
bioldgicos que van desde el crecimiento celular y diferenciacién hasta respuestas a
sefiales de estrés que eventuaimente desembocan en apoptosis (figura 1). (Schacfier et al

1999).

ESTIMULO | Factores de crscimlento Eslrés
MAPKKK Rat ' MEX TAK
MAPKK MEK 1/2 MKK 3/7  MKKa/6
‘MAPK | ERK1/2 JNK p3B
+ v ' o
. Y Y
Respuesta . Préltteragién Inflamacidn, Desarrclio
Diterenclacién Apoptosts
Desarralio . )

Fig. 1 Activadores de las MAP cinasas. La via de sefializacién de las MAP
cinaszs tiene un papel importants en la regulacidn de las sefiales
proporcionadas por diferentes estimuloy coma: citocinas, factores de
crecimiente, ambientales y estrés, Estos  estimulos activan
diferencialemente a las cinesas de la familia MAP, permitiendo o
induccidn de distintas respuestas por parte de la célule.
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INTRODUCCION

La familia de ia MAP cinasa ERK consia de dos miembros ERK1 y ERK2 que han sido
caracterizadas como cinasas que regulan el crecimiento celular, diferenciacion y
seleccién timica. (Rincon ef al 2001). ERK se activa al ser fosforilada en residuos de
treonina y tirosina, por la accidn de enzimas especfficas (MEK 1/2). Las cinasas PI3K
(fosfatidil inositol 3. fosfato-cinasa) y PKC inciden sobre la via de las MAP cinasas a
nivel de la MEK1/2 que activa a ERK 1/2. Otra molécula importante cn la via de
~activacion de ERK es Ras. Para activar a la GTPasa pequefia Ras, se requiere de la
activacion de protein tirosin cinasas (PTKs), resultante de la interaccion entre las
moléculas de la superficie con sus respectivos ligandes. A su vez, las PTKs, entre sus
miiltiples sustratos, fosforilan a distintas proteinas adaptadoras. La fosforilacion de
proleinas adaptadoras como Grb2 o Crk f{avorece su unién con proteinas
intercambiadoras de nucledtidos de guanina como Sos o Vav, promoviendo la formacién
de un complejo ternario mediante el cual la proteina de intercambio cataliza la formacion
de Ras activo. Ras fiene un sitio de unién a GDP/GTP y es activado cvando una molécula
de guanosina difosfato {GDP) unida es sustituida por GTP e inactivado cuando el GTP es
hidrolizado a GDP. Este intercambio GDP-GTP es catalizado eficientemente s6lo cuando
Ras se une al complejo de proteinas adaptadoras e intercambiadoras de nucledtidos de
guanina (Berridge 1997). Ras recluta a la membraﬁa y activa 2 nna MAPKEK llamada
Raf. Ras activado se une a Raf y Raf fosforila a una MAPKK (MEK 112) que, a Su vez,
fosforila a ERK. ERK activo, transloca al niicleo e induce la fosforilacién del factor
transcripcional Elk, el cual, junto con otros factores transcripcionales, participa en la
regulacion de la expresion de genes gue codifican para protefnas como el marcador de
activacién de células T CD69, IL-2, TNFa. (figura 2) (Avruch ez al 2001).

*En el apéndice 1 se describen las principales moléculas de sefializacidn que se mencionan en este trabajo.
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TEIIS CON
FALLA TE ORIGEN

Proteinas de intercambio
Ras GDP GTP/GDP {508, Vav)

Catabolismo de fostolipidos de
Ras GTP membrana

A

© ERK1,ERK2

Eik, NF«B, AP-1, NFAT

Fig. 2 Activacion de la via de las MAP cinasas. Las PTKs activadas en
respuesta a la estimulacidn de linfocitos T a. través de moléculas de la superficie
celular fosforilan sustratos asociados a lo membrana, lo que permite la
asociacidn de éstos a proteings adaptadoras y la unidn de proteinas
intercambiadoras de nucledtidos de guanina. Las proteinas de intercambio
activan a Ras que a su vez atrae al primer componente de la cascada de las
MAP cinasas e inicia una serie de fosforilaciones secuenciales que permiten la
activacidn de la MAP cinasa ERK, la cual participa en la activacicn de factores
transcripcionales que conducirdn a la expresion de proteinas importantes en la
Juncidn de los linfocitos T, comp lo es el marcador de activacion celplar CD69.
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" 2. La expresién de CD69 refleja un proceso de activacion.

El antigeno CD69 (Leu-23) se expresa sobte la superficie celular como un homodimero.
Las dos cadenas profleicas estin unidas a través de enlaces disuifuro, tienen un peso
molecular de 28 y 32 kDa respectivamente, y son el resultado de una glicosilacién
diferencial (Llera et al 2001). CD69 se considera como un antigeno de activacion celular
en una gran variedad de linajes hematopoyéticos, incluyendo hinfocitos T y B (Hara et af
1986; Cosulich et al 1987; Cebridn ef al 1988; Yokoyama et al 1988; Testi ef al 1989),
_células NK (Lanier et al 1988), neutrsfilos (Gavioli et al 1992), eosinéfilos (Hartuell et af

- 1993) y macréfagos murinos (Marzio ef al 1997). Sin embargo, CD69 se expresa
constititivamente en monocitos, (De Maria et ol 1994) plaquetas (Testi ef al 1990) vy
algunas poblaciones de linfocitos periféricos, incluyendo células inmunes de ia mucosa
intestinal (Tbraghimov ef gl 1994),

Los linfocitos T humanos y las céiuias NK no activadas no expresan CD69. Su expresion
sobre la superficie celular se induce en respuesta a la estimulacién a través de ésteres de
forbol, fitchemaglutinina, anticuerpos anti-CD3 (Cosulich et al 1987; Cebridn et al 1988,
Y okoyama e al 1988; Testi et al 1989), estimulacién con IL-2, JFN-e, 11.-12, anti-CD16
o anticuerpos anii-CD2 en céiulas NK (Lanier er al 1988; Gerosa er al 1991). El
entrecruzamiento de CD43 en la superficie celular también induce la expresion de CD69
en la superficie de linfocitos T humanos {Santana et al 2000). La expresion de CD6&9
sobre la superficie de células T es extremadamente rdpida (2 horas) y detectable hasta por
72 horas después de la estimulacion, (Cosulich ef al 1987). En un principio, se mostrd
gue su expresion requeria la sintesis de novo de proteinas, (Yokoyama et al 1988). Sin
embargo, existen reportes que describen la presencia de CD69 en el citoplasma de células
en reposo. (Risso et al 1991). La expresion de la molécula CD69 sobre las superficie de
las células T en respuesia a la estimulacion es considerada como un marcador [isioldgico
correspondiente a activacion celular.

Si bien no se sabe cual es la funcidn exacta de esta molécula, mediante el wso de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD6Y, se ha demostrado que la estimulacién a
través de esta molécuia induce respuestas celulares como flujos de calcio en distintos
tipos celulares (Testi er @l 1990; Testi er al 1989; de Maria et al 1994), agregacidn
plaquetaria (Testi e7 @l 1990), proliferacion de cé€lulas T y produccitn del factor de
necrosis tumoral TNF-¢ {Santis et @l 1992). En c€lulas T, la expresion de CDG9 estd
mediada, entre otros, por los factores transcripcionales NFkB y por AP-1 (Cosulich ef al
1987; Yokoyvama et al 1988),
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3. CD43, molécula co-receptora.
a) Caracteristicas estructurales.

CD43 es upa glicoprotefa abundante (1.5 X 10° moléculasicéhula) que se expresa en la
superficie de todas las células hemampoyéﬁcas excepto en eritrocitos. Aproximadamente
el 50% de la masa de CD43 estd constituida por carbohidratos como 4cido sidlico, N-
acetil-galactosamina y galactosa. Posee un dominio extracelnlar con 233 aminodcidos
que incluyen 80 residuos de serinas o treoninas, la mayoria de los cuales estin O-
glicosilados y que se extiende hasta 45 nm de la superficie celular, un dominio
transmembranal de 23 aminodcidos y un dominio intracitopldsmico con 123 aminocdcidos,
entre los que destacan 6 treoninas y 11 serinas potencialmente fosforilables { Barclay AN
et al. 1997, Rosenstein ef al. 1999). Se han reportado dos isoformas de CD43, una con
una masa molecular de 115 KDa la cual se expresa esenciaimente en linfocitos T CD4" y
monocitos ¥ oifa con una masa molecular-de 130 KDa que se expresa en células T CD4*
activadas, CD8" en reposo v activadas, neutrdfilos, plaquetas v linfocitos B activados.
Ambas isoformas son el resultado de la glicosilacién diferencial de 1a molécula. Por otra
parie, ia expresién deficiente de CD43 coincide con estados de inmunodeficiencias
severas como el Sindrome de Wiskott-Aldrich (Parkman et al 1981). En pacientes
infectados con HIV se ha encontrado una forma abervante en glicosilacién de CD43, 1o
cual a su vez genera la produccion de auto anticuerpos dirigidos contra esta molécula
(Giordanengo et al 1995).

A la fecha, se han identificado cuatro contra-receptores para CD43: ICAM-1, (Rosenstein
et al- 1991) cuya interaccion con CD43 puede regular la adhesion entre la célula T y la
APC a iravés de inlegrinas. Galectina-1 (Baum ef al 1995), que es abundante en
superficie de célnlas epiteliales timicas y de esta interaccion se sugiere la participacion de
CD43 en procesos de seleccidn negativa de timocitos. A través del andlisis de adhesidn
espontanea entve céluias T y APCs se encontrS que CD43 es capaz de interaccionar con
moléculas MHC-1 (Stickl e af 1996}. En neutrdfilos, se ha reporiado que CD43 es capaz
de interaccionar con albimina sérica humana (HSA). Asf mismo, CD43 actiia como
receplor para el virus de influenza y participa en ja disfuncidn de leucocitos
polimorfonucleares asociada a esta infeccion (Abramson et al 1995). CD43 promueve
una interaccién estable entre micobacterias y receptores sobre las membrana de
macrofagos y facilita la respuesta especifica de la célula frente a la infeccion (Fratazzi er
al 20001,
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b) Papel fisiolégico de CD43.

La funciones de CD43 parecen ser multiples y a veces opuestas. Esta abundante molécula
participa en Ia regulacion de a adhesién de células linfoides a otras céjulas asf como en la
generacion y transmisién de sefiales de activacion. Es de llamar la atencién que cada una
de las moléculas que han sido identificadas como ligandos de CD43, son a su vez
ligandos de ofras moléculas co-receptoras de la superficie de linfocitos T. CD8
interacciona con MHC-I, LFA-1 con ICAM-I1, galectina con CD45. Esto sugiere que
CDA43 podria tener un papel regulador de las interacciones celulares de linfocitos T.
Ademis, es posible que dependiendo de la isoforma de CD43 y del ligando al.que se una
se induzcan sefiales diferenciales (Ellies ef al 1996).

Al estimular células CD43” con diversos ligandos de integrinas, CD43 se redistribuye en
la superficie celular, en el extremo de la célula opuesio al punto de contacto enire la
integrina y su ligando y se ha sugerido que, al relocalizarse, CD43 medifica Ia carga neta
negativa-en una regidn de la superficie celular {Sdnchez-Mateos et al 1995). Los
resuliados obtenidos con células transfectadas con el gene humano de CD43 o células
~ deficientes en fa expresién de CD43 (CD43'f), se interpretaron en su momento como gue
la carga negativa conferida por el alto contenido de dcido sidlico de CD43 proporciona a
la célula fuerzas repulsivas que contribuyen a regular de manera negativa la adhesion de
linfocitos T con células blanco o APCs (Manjunath et al 1993; Manjunath e al 1995).
Sin embargo, trabajos mas recientes demuestran gue la presencia de CD43 en el sitio de
contacto entre un linfocito T v una APC no interfiere con las sefiales generadas por el
TcR lo que descarta la posibilidad de que CD43 represente un impedimento estérico en la
transmision - de sefiales intracelulares (Allenspach ef al 2001). Los expenimentos
realizados in vive con ratones CD437 han amrojado resultados opuestos en cnanto a la
imporiancia de CD43 en los fenémenos de migracion de los linfocitos a fos Grganos
linfocitarios secundarios y a los tejidos. Por un lado, se encontré que las células linfoides
migran con mayor facilidad a los érganos linfoides secundarios de Ja peniferia (Swockion
et al 1998), Paraddjicamente, usando el mismo modelo experimental, se ha encontrado
que la expresion de CD43 es un requisito para una migracidn adecuada de los linfocitos
(Woodman et al 1998).

Anticuerpos anti-CD43 inhiben ¢l rodamiento de linfocitos T sobre las células epiteliales
de vénulas altas (McEvoy et al 1997), asi como fendmenos de agregacion homotipica,
independientes de la participacion de integrinas leucocilarias {de Smet er ai 1993;
Rosenkrang. et al 1993). As{ mismo, datos experimentales recientes demuesiran que un
anticuerpo anti-CD43 retarda significativamente el establecimienio de diabetes e inhibe el
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reclitamiento de linfocitos T a los islotes del pincreas, asi como a glindulas salivales y
lacrimales, bloqueando los procesos inflamatorios. Estos resultados sugieren que CD43
podria participar en el establecimiento de padecimientos autoinmunes mediados por
linfocitos T y que este anticuerpo podria tener usos terapéuticos (Johnson ef al 1999).

En trabajos de nuestro laboratorio, se ha demaostrado qué la estimulacion de linfocitos T
con esferas recubiertas con anticuerpos anti-CID43 inducen la polarizacion de moléculas
de sefializacién hacia el sitio de contacto entre 1a esfera v el linfocito T (Cruz sometido),
sugitiendo que CD43 participa activamente en la redistribucién de moléculas de
sefializaci6n intracelular favoreciendo la activacin de la célula. Estos datos concuerdan
con repories que muestran que CD43 actiia como molécula co-estimuladora potenciando
las sefiales del TcR al inducir un aumento en la proliferacién celular {Bagriacik et al
2001). '

‘Aunado a la participacién de CD43 en polarizacion (Serrador et al 1998), quimiotaxis,
adhesitn, y proliferacion, (Manjunath et al 1993; Manjunath et al 1995; Mivra Y et al
2002), se ha reportado gue esta molécula también participa en eventos fisiolégicos como
diapédesis (Seveau ef al 1997), v agregacion (Axelsson ef al 1988); asi como en la
regulacion del crecimiento, diferenciacion celular y apoptosis (Cermdk et al. 2002), En
conjunto, estos datos sugieren que CD43 participa de manera importante en miiitiples
funciones de los linfocitos T. Por otra parte, debido a su estructura alargada vy a su
abundancia, CD43 podria mediar las primeras interacciones entre los linfocitos T y las
APCs, modulando las sefiales inducidas a través del TcR y las otras moléculas de la
superficie celular. :

4, Transduecion de sefiales a través de CD43.

Las sefiales generadas a través de CD43 son numerosas. Aungue a la fecha, no se sabe
exactamente como estin constitnidas las cascadas de sefializacién reclutadas por esta
molécula, a continuacién se hace una breve resefia de las principales vias que han sido
identificadas.

Los evenlos intracelulares mds tempranos en respuesia a la estimulacién de linfocitos T a
través de CD43 incluyen la asociacion del dominio citopldasmico de CD43 con la cinasa
de la familia Src, Fyn y la fosforilacion de esta cinasa en residuos de tirosina (Pedraza-
Alva et al 1996; Alvarado ¢! af 1995), El entrecruzamiento de CD43 con el anticuerpo
L10, pemmite la fosforilacién mediada por PTKs (protein tirosin cinasas) de la familia Src
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(Lek y Fyn) en los ITAMs de la cadena £ (Cruz M. sometido). Una vez que los ITAMSs de
la cadena ¥ son fosforilados en titosinas, se convierien en sitios especfficos de
acoplamiento, que se asgcian a protefnas citopldsmicas con dominios SH2, los cuales se
unen de manera especifica a tirosinas fosforiladas. ZAP-70 es una de estas protefnas.

Las PTKs reclutadas en respuesia a la activacion mediada por CD43 {osforilan y activan
diversos sustratos, entre los que se encuentra las protefnas adaptadoras LLAT y She. Las
proteinas adaptadoras desempeban un papel importanie en la activacion celular, ya que
actian como un andamiaje que permile la formacién de complejos de sehalizacién,
facilitando asi la transduccién de sefiales intracelulares. Entre sus miltiples funciones,
LAT se une a la fosfolipasa C vy-2 (PLC-y-2) (Anzai er al 1999), permitiendo el
reclutamiento de-esta dltima. PLC-y-2 se activa al ser fosforilada por las PTKs reclutadas
y cataliza la hidrolisis de un fosfolipido de membrana llamado fosfatidil inositol bi-
fosfato (PIP2), lo que conduce a un aumento en los miveles citopldsmicos de los
productos de la hidrolisis de PIP2: inositol wrifosfato {IP3) y diacilglicerol (DAG). 1P3,
estimula la liberacion de calcio de los depésiios intracelulares, con lo que se induce un
incremento de Ca® intracelular. Bl calcio se une a la proteina calmodulina y el complejo
que tesulta de esta unidn activa a la fosfatasa calcineurina, la cual defosforila al factor
transcripcional NFAT, lo que induce la translocacion de este tltimo al micleo. Por otra
parte, DAG junto con Ca®, activa diferenies isoformas de la proieina cinasa C (PKC), 1a
cual a su vez participa en la activacion de la via de las MAP cinasas y en la activacion de
{actores iranscripcionaies como NFAT, NFxB y AP-1 (Pedraza-Alva ef af 1998, Santana
et al 2000).-

La estimulacion a través de CD43, promueve la aclivacion de otras moléculas tales como
Vav y Cbl. Vav es un factor iniercambiador de nucleStidos de guanina (GEF) para
GTPasas de la familia Rac y es fosforilado en tirosinas como resultado del
emtrecruzamiento dg CD43 sobre la superficie de los linfocitos T. Este evento resulta en
la formacién de complejos moleculares que incluyen moléculas adaptadoras como SLP-
76 y Grb2, implicados en la sintesis de IL-2 y rearreglos de citoesqueleto {Pedraza-Alva
et al 199R). Cbl es una proteina adaptadora que también participa en la regulacién de las
sefiales inducidas por el TcR. Sin embargo, Cbl es fosforilada en residuos de serina como
resullado de la estimulacion de linfocitos T a través de CDA43 y en residuos de tirosina en
respuesta a la estimulacién con el TcR y participa en la regulacion de la activacion de la
via de las MAP cinasas (Pedraza-Alva ez al 2001).
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PI3K {fosfatidil inosiiol 3 cinasa) parece tener un papel muy importante en el control de
las sefiales generadas por CD43. Dentro de las funciones descritas para esta cinasa
destacan, su participacion en ¢! metabolismo de fosfolipidos, ja fosforilacion de la cinasa
Syk, la activacion de PLC-y y subsecuente activacion de la cascada de las MAP cinasas;
la activacion de isoformas nuevas de PKC y remodelacién de citoesqueleto.

Las sefiales inducidas a wavés de CD43 conducen a la activacién de la via de las MAP
cinasas. En particular, se sabe que CD43 activa a las MAP cinasas: p38, INK y ERK. La
induccion de la activacion de los factores de transcripcion NFAT, NFkB y AP-1, en
respuesta a la estimulacion a través de CD43 desemboca en la regulacion de la expresion
de genes que codifican para protefnas importanies para el desarroilo y funcién de la
célula T, como IL-2, asf como de protefnas de superficie marcadoras de activacion CD25
y CDao.

5, EI TeR define Ia especificidad de la respuesta de [os linfocitos T.
a) Caracteristicas estructurales.

El TcR es un heterodimero que se extiende 11 nm sobre la superficie celular. Estd
formado por dos cadenas polipeptidicas transmembranales, llamadas a y f. unidas
covalentemente a través de puentes disulfuro (Abbas et-al 2000). Como las cadenas de las
inmunoglobulinas, las cadenas a y B del TcR presentan regiones variables y constantes
{Jorgens et al 1992). Las regiones vanables del TcR poseen secuencias con una gran
variabilidad entre las diferentes clonas de cflulas T, acorde con su papel en el
reconocimiento especifico del antigeno. Debido a que las cadenas o y  del TeR poseen
un dominio citopldsmico sumamente pequefio, no participan activamente en la
peneracion de sefiales intracelulares, por lo que requiere de otras moléculas asociadas
(complejo CD3) que funcionen como transductoras de sefiales. El conjunto Tuncicnal
TcR-CD3 es un complejo macromolecular compuesto de una vnidad de reconocimiento
del antigeno (TcR) y de un compiejo proteico gue permite la interaccion del receptor con
la maquinaria de sefializacién intracelular (CD3) (Germain ef al 1999). CD3 consia de las
cadenas y, 0 y &, as{ como de un homodimero unido por puentes disulfuro de una proieina
denominada cadena €. La fosforilacién de estas proteinas en residuos de tirosina generan
sefiales esenciales para ja el proceso de aclivacion celular. Estos residuos de tirosina se
encuentran en  secuencias especificas, conocidas comeo TTAMs (Immunoreceplor
Tvrosine-based Activation Motif (Abbas et al 2000).
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b) Seifiales inducidas a través del TcR.

Uno de los primeros eventos que resultan del reconocimiento especifico del complejo
MHC-antigeno por el TcR, es la activacion de las cinasas Ick v Fyn, que a su vez
fosforilan residuos de tirosina de los ITAMs presentes en el complejo CD3 v en la cadena
T (Nel et al 2002). Esto promueve el acoplamiento de moléculas efectoras y adaptadoras
que contienen dominios SH2 (dominios proteicos que reconocen residuos de tirosinas
fosforiladas) como Syk v ZAP-70 (Samelson ez al 2002). Zap-70 a su vez, fosforila en
residuos de tirosina a la molécula adaptadora She. She fosforilado interactia con los
dominios SH2 de la molécula adaptadora Grb2 la cual contiene dominios SH3 que se
unen a secuencias ricas en prolina del amino terminal de SOS, un factor intercambiador
de puanina, formando ¢l complejo Grb2-808 (Clements ef al 1999; Baldar ef al 1999).
Este complejo permiie la aciivacidén de Ras quien a su vez recluta a la cinasa de
serina/trecnina Raf (MAPKKK) dando inicio a la activacion de la cascada de las MAP
cinasas (Avruch et af 2001).

A semejanza de lo que describimos para CD43, las sefiales generadas por el TcR activan
a proteinas adapatadoras como LAT y SLP-76 (Samelson et al 2002). Estas moléculas
son esenciales en la formacién de complejos moleculares que reclutan v activan diversos
sustratos entre Jos que se encuentran PLCy-1 y PLCy-2. La activacién de PLCy induce el
catabolismo de fosfolfpidos de membrana generando IP3 y DAG (Reynolds et al 2002).
Este dltimo activa a PKC, generando flyjos de calcio intracelular {Gardner e al 1989),
Otra proteina adaptadora regulada en respuesta al entrecruzamiento del TcR sobie la
superficie celular es Cbl. Aunque el mecanismo de accion de Cbl adin no ha sido
totalmente dilucidado, hay evidencias de que la fosforlacién de Cbl en residuos de
tirosina ejerce un efecto regulador negativo de las sefiales inducidas por el TeR (Thien et
al 2007).

La velocidad con Ja que se regula el metabolismo de los lipidos intracelulares paiece
hacer de este un punto de control para la regulacién de la transduccién de sefiales -
generadas a través de miltiples moléculas. Enzimas como PI3K vy PI4K que regulan las
concentraciones de segundos mensajeros estdn involucradas en eventos que van desde el
metabolismo de fosfolipidos hasta Ja activacion de la cascada de las MAP cinasas y la
activacién de Akt, que es una cinasa que regula negativamente la apoptosis (Reynolds ez
al 2002).

La activacidn de los [actores transcripcionales NFAT, NF«B, Elk y AP-1, en respuesta a
las sefiales inducidas por el TcR vonduce a la regulacién de genes que codifican para
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proteinas importantes en la funcién de la célula T como lo son IL-2 e IFN-y, asi como
marcadores de activacion celular comop CD25 y CDG9 (Kane et al 2000).

6. Las sefiales de CD43 y del TeR coinciden en diversos pumtos,

En base a Io anterior, queda claro que las cascadas de sefializacion de ia vias de CD43 y
el TR poseen numerosos puntos de convergencia. La fosforilacidn de { en respucsta ala
activacion a través de CD43 y el TcR, conduce al reclutamiento de cinasas de tirosinas y
a la formacién de complejos que permitirdn la activacién de cascadas de sefializacion
" como lo es la via de las MAP cinasas. La MAP cinasa ERK representa un punto
importanie de convergencia representativo de sefiales inducidas a través de CD43 y el
TcR.' B} recluamienio de ERK a su vez conduce a la activacion de factores
transcripcionales, para [inalmente dar lugar a la expresion de proteinas marcadoras de
activacién celular como CD69, as{ como citocinas, )

Cabe sefialar que la mayor parte de la informacidn disponible sobre las sefiales inducidas
a traveés de CD43 y ] TeR ha sido obienida estimulando a las células s6lo a través de
una u otra molécula (figura 3). El presente trabajo es €l inicio de un estudio que pretende
comparar diferentes niveles de regujacion de fa respuesta de linfocitos T humanos,
generada por la co-estimulacion a través de distintos pares de moléculas de Ia superficie
celular como CD2, CD28, CD43 y el TcR. En el presente estudio, se compararon las
diferencias en tiempo e intensidad de las vias inducidas a partir de la co-estimulacion de
linfocitos T a través de CD43 y el TcR, a nivel de la fosforilacion de ER¥ y la induccion
de 1a expresion de CDE9. '
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Remodelacién de
citoesqueleto

Apoptosis Proliferacién

Diferenciacion Activacion

M Cinasas de Adaptadoras GTPasas lipasas . Factores intermediarios
m tirosinas D ranscripcicnales u no evaluados
para CD43

Fig. 3 Esquema general de las vias de sefializacién reclutadas por
estimutlacion a través de CD43 y el TcR.
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I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS

Una célula percibe Jas sefiales del medio a través de moléculas de su superficie celular e
integra para generar una respuesta. Se considera que para que un linfocilo T se
comprometa {rente a un antigeno, son necesarias las sefiales especificas del TcR y las
sefiales de, por lo menos, una molécula co-receptora. Tomados individualmente, CD43 y
€l TcR inducen sefiales intracelulares que generan una gama de respuestas por parte de la
célula. Nuestra hipotesis es que la co-gstimulacion de linfocitos T a través de CD43 v e}
TcR resulta en Ia modulacion diferencial de las vias de sefializacion intraceiular.

OBJETIVO GENERAL

Comparar las posibl.es diferencias en tiempo, espacic ¢ intensidad de las vias reclutadas a
partir de la co-estimulacion de finfocitos T humanos a través de CD43 y el TeR,

OBJETIVOS PARTICULARES
Evaluar ia {osfoniacion de ERK vy la expresion del marcador temprano de activacidn

celular CDES, en respuesta a distintos protocolos de activacion de linfocitos T humanos a
través de CD43 y el TcR.
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11 MATERIALES Y METODOS
1. Anticuerpos y reactivos.

Se us0 el anticuerpo monocional L10, 1gG1 (Remold O’Donnel et al, 1986) que reconoce
a la molécula CD43 y un anticuerpo monoclonal anti-CD3/TcR, OKT3, 1gG2a (Amenican
Type Culture Collection). Se utilizaron como enmrecruzadores, anticverpos clase
especificos anti-1gGl y anti-1gG2a de FisherBiotech. Los anticuerpos anti-pERK (que
reconoce la forma fosorilada de ERK 1 y ERK?2) y anti-ERK2 son de Santa Cruz
Biotechology y los anticuerpos secundarios para inmunoblot de Biomeda. TPA (12-O-
tetradecanoylforbol-13-acetato 50 ng/ml) y los inhibidores de proteasas y fosfatasas:
[PMSF (1 mM), BGP (10 mM), NaF (10 mM), DTT (0.5 mM), Na,VO, (200 pML,
levpeptina {1ufml)] son de Sigma.

2. Aislamiento y purificacién de linfocitos T de sangre periférica.

l.os experimentos aqui descritos se realizaron en linfocitos T aislados de concentrados

linfocitarios de sangre humana obtenida de donadores voluniarios, adulios y sanos. El

aislamiento de los linfocitos, se hizo sobre un colchén de ficoll-hypaque (Ficoll 1983). El

ficoll permite, en base a la densidad de los eritrocitos y los linfocitos, separar ambas

poblaciones. Los concentrados celulares dilufdos, volimen/volimen en PBS 1x
] (amortiguaidor salino de fosfatos:. NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 8.1 mM,

KH,FO, 15 mM pH 7.3), se depositaron lentamente sobre un colchén de ficoll-hypaque y

se centrifugaron a 350 x g a 4°C por 30 min. Los linfocitos quedan en la interfase entre

el PBS y el ficoll, de donde se extrajeron. Estos se lavaron dos veces con PBS,
centriﬁigaindose a350 % g por 15 min, para eliminar el exceso de ficoll. Una vez lavados,
los linfocitos se resuspendieron en el medio de culivo RPMI 1640 (Rosvelt Park
Memoral Institute) completo [5% de suero fetal bovino (FCS), 5% de suero de bovino
recién nacido (BCS), 2 mM de L-glutamina, 100 U de penicilina, 50 pgiml de
estreptomicina y 50 pM de f-mercaptoetanol ], se comaron y se dejaron en cajas de Petri

toda la noche a 37°C, 5% CO, para permitir la adhesién de células monociticas.

Las células no adherentes a las placas se tomaron y se centrifugaron a 350 x g por 7 min,
se resuspendieron en RPMI 1640 completo y se incubaron por 1 hr a 37°C, 5% CO, en
columnas de lana de nylon. Posteriormenie se eluyeron las células T de las columpas con
RPMI 1640 completo (37°C) (Bovum et al 1968). Los linfocitos B permanecen pegados
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a la lana de nylon. Con el proposito de tener linfucitos no activos, las células T se
incubaron por 24 hrs a 37°C, 5% CO, en RPMI 2% FCS. El grado de pureza y actividad
de las células T obtenidas se analizé por citometria de flujo como se describe en Ia
seccidn correspondiente.' '

3. Activacién celular

En todos nuestros experimentos, los anticuerpos anti-CD43 (L10), anti-TcR (OKT3) v os
anti-IgG1 y anti-1gG2, se utilizaron a una concentracién de 4pg/ml.

a) Pre-activaciin de células T a través de CD43 y co-activacion a través del
TeR o pre-activacion de células T a través del TcR y eo-activacion a través de
CD43. :

Para semejar la interaccién de CD43 y el TcR con sus respectivos ligandos, las moléculas
se entrecruzaron con amticuerpos especificos. Este procedimiento ha sido validado en
Jvarios trabajos para diferenies moléculas de superficie vy se sabe que las sefiales
intracelulares que se generan de esta manera son equivalentes a aquellas resultantes de la
interaccién receptor-contra-receptor (De Smet et al 1993; Jhonson ez al 1999). Se
incubaron 1X 107 células durante 15 minutos en hielo con el anticuerpe dirigido contra la
molécula CD43 (L10, IgG1) o con el anticuerpo dirigido contra €l TeR (OKT3, 1gG2a),
E! entrecruzamiento de L.10 (CD43) o TcR (OKT3) se realizé con la adicién de
anticuerpos monoclonales anti-IGgl o anti-IgG2a y se inicié la cinética de activacitn,
incubando las células por diferentes periodos de tiempo a 37°C. Posieliormente, se
lavaren jas células con el propdsito de eliminar el exceso de anticuerpo. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendieron las células en 500 ul de RPMI para dar el segundo
estimulo (TeR o CD43), adicionando el anticuerpo dirigido contra una u otra de estas
moléculas, incubando las cflulas durante 2 minuios a lemperalura ambiente para
" posteriormente entrecruzar € incubar las células por un tiempo fijo de 5 minutos a 37°C.
Una vez concluida la co-activacidn, se detuvo la reaccion con PBS frio, se centrifugaron
las células a 10000 rpm durante 10 segundos, se descarté el sobrenadante y se lisaron las
células en 100 pl de buifer de lisis (25 mM Hepes pH 7.5, 0.5% Triton x-100, 1.5 mM
MgCl,, 150 mM NaCl, 0.2 mM EDTA y con los inhibidores PMSF 1 mM, BGP 10 mM,
NaF 10 mM, NaVO, 200 uM, leupeptina 1 mg/ml, antipaina 5 mg/ml, aprotinina 10
mg/ml, DTT 0.5 mM) durante 30 minutos a 4°C. Los lisados celulares se centrifugaron a
14000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante se conservo a -20°C hasta ser analizado.
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b) Activacién simultinea de céhlulas T a través de CD43 y el TeR.

A diferencia del protocolo anterior, en este caso, se incubaron 1X107 células durante 15
minutos en hielo con los anticuerpos dirigidos contra CD43 (L10) v contra el TeR
{OKT3). Ambos anticuerpos se adicioparon simultineamente. Una vez concluido el
periodo de incubacién se adicionaron los anticuerpos clase especificos, IgG1 para
entrecruzar €l anticuerpo L10 (anti-CD43) ¢ 1gG 2a para el anticnerpo OKT3 (anti-TcR)
y se inicié la cinética de activacion a través de CD43 y e} TcR incubando las células por
diferentes periodos de tiempo a 37°C. Se detuvo la reaccion con PBS frio, se
centrifugaron las células a 10000 rpm durante 10 segundos, se descart6 el sobrenadante y
se lisaron Jas céluias como se describe en [a seccién anterior,

4. Evaluacion de 1a fosforilacion de ERK.

Los lisados obtenidos a partir de las células activadas siguiendo cade uno de los
protocolos descritos anteriormente se analizaron por SDS-PAGE e inmunobiot. De los
lisados celulares totales se ocupo ¢l equivalente a 1X10° células (cegs) por punto y se
sometieron a un campo elecroforético en geles de SDS-poliacrilamida a 100 mAmp. Las
protefnas s¢ elecrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se
bloques con 5% de leche descremada en polvo, diswelta en TBS-T 1x (10 mM Tris pH
7.5, 150 mM NaCl v 0.05% Tween) 1 hora a temperatura ambienie. Posteriormente se
incubé con anti-pERK (1:1000 en TBS-T 1x, 5% leche) toda la noche a 4°C. Se lavo la
membrana 3 veces con TBS-T 1x y se incub6 con un segundo anticuerpo acoplado a
peroxidasa {(anti-IgG de raton 1:5000 en TBS-T Ix, 5% leche) durante [ hora a
temperatura ambiente. Las protefnas se visvalizaron en film uiilizando la técpica de
quimioluminiscencia [ECL, siguiendo las instrucciones del fabricante (Ameysham)]. Con
el propésito de verificar que todos los carriles tuvieran la misma cantidad de protefna, se
evalud la presencia de ERK. Pama ello, se elimind el anticuerpo dirigido contra la forma
fosforilada de ERK vy se verifico la remocién del mismo por ECL. Para esto, se javaron
las membranas 2 veces a 37°C durante 30 minuios cada lavado con glicina 0.1 M pH 3.
Una vez eliminado el anticuerpo, se incubd la membrana con el anticuerpo anti-ERK2
(1:2000 en TBS-T 1x 5% leche) toda la noche a 4°C y se evalud la presencia de esta
molécula siguiendo el mismo protocojo que para p-ERK.
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5. Citometria de flujo.

Se utilizaron 1x10° células por punto, las cuales se lavaron con la solucién de lavado
(PBS 1x, 0.02% de azida de sodio y 2% de FCS), centrifugando a 350 x g2 4°C por 5
min; se descartd el sobrenadanté y las células se resuspendieron en 50 w! de solucidn de
lavado y 50 pl del primer anticuerpo Janti-CD43 (L10, ascitis 1:100)], anti-CD3 (OKT3
lpg/ml) o un anticuerpo irrelevante (306, ascitis 1:100), y se incubaron 30 min a 4°C.
Posteriormente se les adicionaron 4 ml de solucién de lavado, se centrifugaron a350 x g
a 4°C, se descarto e} sobrenadante y las células se resuspendieron en 50 pi de solucién de
lavado y se incubaron con un segundo anticuerpo fluoresceinado (1gG de conejo anti-1gG
de ratén) (1:25 en solucién de lavado) por 30 min a 4°C en oscuridad. El exceso de
anticuerpo se elimind lavando las muestras con 4 mi de solucion de lavado, centrifugando
a 350 x g por 5 min a 4°C. Se descarté ¢l sobrenadante y se resuspendieron las células en
50 pl de solucion de lavado y 50 ul de paraformaldehido 2% en PBS. Se adiciond
solucion salina a las muestras en e] momento de ser analizadas en un citometro.de flujo
{FACSort) utilizando el programa Cellquest {Becton Dickinson).

La evaluacién de la presencia de la molécula de superficie CD69 en los linfocitos T

activados se realizé mediante tinciones con un anticuerpo dirigido contra la molécula
CD69 acopiado a fluoresceina. Las muestras se analizaron por citometria de fTujo.
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1V. RESULTADOS
1. Evaluacién del gradoe de pureza de los linfocitos T aislados.

En los experimentos déscritos en este trabajo, se utilizaron linfocitos T aislados de
muiliiples donadores sanos. Con el fin de comparar los resuliados de distintos donadores,
fue preciso evaluar el grado de pureza de cada preparacion de linfocitos T.

En la figura 4 se muestra un perfil tipico de! proceso de purificacién de {os linfocitos T
aislados como se describe en la seccion de materiales y métodos. Se muestran los
histogramas obtenidos al incubar las células con anticuerpos anti-CD43 {L10), anti-CD3
(OKT3) o bien, empleando un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo. En la figura 4A
se muestra en primer Jugar, €l histograma de granvlaridad (en el eje y) contra tamafio (en
¢l eje x) correspondiente a las células mononucleares obtenidas del colchon de ficoll. Se
observa la presencia de tres pobiaciones que corresponden a linfocitos (Ias mds pequefias
y menos granulosas, poblacitn 1), monocitos (las siguientes en tamafio, poblacién 2) y
granulocitos (las més prandes y granulosas, poblacion 3). Asi mismo, se presentan Jos
niveles de expresion de CD43 y el TcR sobre la superficie de estas células en los
histogramas donde se grafican los evenlos analizados (en el eje y) contra la fluorescencia
(en el eje x). En rojo, se muestra la expresion de D43, en azui {a del TcR 'y en verde 1a
Muorescencia del anticuerpo irrelevante empleado. El andiisis global de las 3 poblaciones
muestra un 60% de expresién de D43 y 49% del TR en células mononucteares totales.

Las c€lulas mononucleares obtenidas del primer paso de pusificacién, se incubaron en
placas con el propdsito de adherir 2 las mismas la poblacién de monocitos y asf obtener
las células no adherentes que inciuyen esenciaimente linfocitos T y B. En Ja figura 4B se
muestra el andlisis de la expresidn de CD43 y el TeR en células no adherentes a placas.
En el histograma de granularidad contra tamafio, se observa un enriquecimiento en la
poblacién de linfocitos como resultado de la eliminacion de monocitos. El andlisis global
de la poblacidn muestra un 89% de CD43 y 65% del TcR.

Finalmente, las céluias no adherentes se pasaron por columnas de lana de nylon a las que
se adhirieron los linfocitos B. Mediante elucion, se recuper6 ia poblacién de linfocitos T.
En la figura 4C se muestran los histogramas correspondienies a Jos linfovites T
purificados. Se observa un claro enriquecimiento de linfocitos T en el histograma de
granularidad contra tamafio, en ¢l que praclicamente se pierde la poblacion de monocilos
y granulocitos, esto resulta en un 95% de expresion de CD43 y 85% de expresion del
TeR.
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2. Determinacion de la concentracion dptima del anticuerpo anti-CD43 para
Jos ensayos de co-estimulacion. '

Por datos previos obtenidos en el laboratorio, sabiamos que las sefiales resultantes del
entrecruzamiento de CD43 en la superficie de linfocitos T humanos aislados de sangre
periférica de individuos sanos, inducia la fosforilacion de la MAP cinasa ERK después de
3 a 5 minutos de activacidn vy uiilizando una concentracion de 1 a 4 pg/ml de L10
(Pedraza-Alva er al 1998). Asf mismo, datos previos de] laboratorio y de la literatura
(Zhong et al 2002), indicaban que concentraciones de entre 1-10 pup/ml del anticuerpo
anti-CD3 (OKT3) inducen también upa fuerte fosforilacidn de ERK.

Con ¢l propisilo de determinar las condiciones Optimas de co-estimulacién con L0 y
OKT3, se realizé una curva dosis-respuesta y se evalud la respuesta a nivel de la
fosforilacion de la MAP cinasa ERK. 2x107 células fueron estimuladas con diferentes
concentraciones del anticuerpo anti-CD43 (L.10) por 10 minutos a temperatura ambienie.
Posteriormente, las células se lavaron y se estimularon por 5 minutos con una cantidad
constante del anticuerpo anti-TcR (OKT3) a 37°C. Los extractos celulares totales (2x10°
cegs) se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se
incubaron con los anticuérpos anti-pERK o anti-ERK2. la intensidad de [as bandas
detectadas se determinG por densitometria y los resultados se expresan én funcion de la
relacion pERK/ERK. En los experimenios descritos para la determinacion de la
fosforilacion de ERK en este trabajo, mostramos un experimento representaiivo. Las
tendencias de los resultados obtenidos son las mismas entre los diferenies donadores, las
diferencias en intepsidad se evaluaron por densitometria. Como se muesita en la figura 5,
concentraciones desde los 0.5 pg/ml del anticuerpo anti-CD43 v ia posterior co-
estimulacion con el anticuerpo anti-TcR inducen una mayor fosforilacién de ERK, con
respecto a las células no estimuladas y aquellas estimuladas exclusivamente a través del
TcR. Sin embargo, el efecio mas claro se observa en conceniraciones de 4 y 8 pg/mi de
1.10 por 1o que se decidid usar una concentracién de 4 pg/ml de L10 en los experimentos
posteriores. Por otra parie, tomando en cuenta gue en nuestro laboratorio y en numerosos
reportes de co-estimulacidn a través del TcR con otras moléculas co-receptoras
incluyendo CD43, se utilizan concentraciones del anticuerpo anti-TcR, OKT3, de 1-10
pg/ml decidimos emplear una concentracion de 4 pg/mi de este anticverpo. (Pedmzé-
Alva et al 1996; Heyde H. 2000, Meinl E 2000).
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3. CD43 y el TcR inducen la fosforilacion de ERK de manera independiente.

Una vez establecidas las concentraciones de cada uno de los anticuerpos para los ensayos
subsecuentes, se realizaron cinéticas que nos permitieran valorar el efecto individual de la
eslimulacion a través de CD43 y del TcR. Se estimularon 1x107 linfocitos T humanos con
los anticuerpos anti-CD43 y anti-TcR por diferentes periodos de tiempo a 37°C. En la
figura 6A se muesira el efecto de Ja estimulacion de los linfocitos T a través de CD43. Se
observa que la induccién en a fosforilacion de ERK sigue un patrén bimodal. El primer
pico’ inicia a partir de los 2 minutos y alcanza un méaximo a los 30 minuios y un
decremento a Ios 60 minutos. A los 120 minutos se observa un nuevo incremento. En las
células sin estimular no se observa fosforilacion de ERK ni a los 10 minuios de -
incubacion a 37°C ni aun después de dos horas de incubacion, como se puede apreciar en
[as siguientes figuras,

En la figura 6B sc presenta el efecto de la estimulacién a través del TcR. Con cste
tratamiento se observa la induccion en la fosforilacion de ERK a partir de los 2 minutos
de estimulacion. Estos niveles de fosforilacién de ERK se mantienen relativamente
consiantes hasta 60 minutos, observando un pico maximo a los 120 minutos.

Estos resultados muestran que la estimulacion de linfocitos T a través de CD43 o el TcR
de manera independiente inducen una respuesta a nivel de la MAP cinasa ERK. La
estimulacion a través de UD43 induce la fosforiacién de ERK1 y ERK2, mientras que la
estimulacién a través del TeR induce preferencialmente la fosforilacién de ERK2. La
cinética de fosforilacion de ERK asi como Ja intensidad es muy diferente segin se
estimulen las células a través de CD43 o el TcR.

4, CD43 como primer estimulo induce una fosforilacién de ERK mis intensa
que el TeR como primer estimulo.

Una vez demostrado que tanto CD43 como el TcR inducen la fosforilacion de ERK, y en
base a los objetivos que nos planteamos onginalmente, evaluamos si ef orden en el que se
aplicara cada uno de estos estfmulos tendria una repercusion sobre el nivel de la
fosforilacion de ERK.

En la figura 7 se muestra la fosforilacién de ERK en respuesta a la pre-estimulacion de
linfocitos T humanos a través de CD43 o el TcR y la subsecuente co-activacion a través
del TcR o CD43. Se adiciond el primer estimulo {anti-CD43, L10 o anti-TeR, OKT3)
para incubar a 37°C por periodos de tiempo de 0 a 120 minutos. Una vez. concluida la
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pre-activacion (primer estimulo), se adiciond el segundo estimulo (anti-CD43, L10 ¢ -
anti-TcR, OKT3) ¥ se incubaron todos los tubos por 5 minutos a 37°C. Los linfocitos T
sin estimular se trataron de la misma forma pero sin la adicion de anticuerpos. Una vez
concluida la co-activacion, las células se lisaron y los lisados celulares se separaron por
SDS-PAGE y las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se evalud la
fosforilacion - de ERK (blot pERK) en [uncién de cada uno de los protocolos de
activacion, verificando que todos los carriles tuvieran la misma cantidad de protefna
(blot ERK2). Se muestra la figura representativa de tres experimentos realizados
independiente. En cada uno de los experimentos todos los puntos corresponden a las
células de un mismo individuo. En los paneles B y D, el carril 9 muestra la fosforilacién
de ERK, en respuesta a TPA {control positive).

En linfocitos T sin estimular (figura 7A) no se indujo la fosforilacion de ERK a 37°C; en
este caso, 50lo a 1os 120 minutos se observa un pequefio incremento en la fosforilacion de
ERK. Este resultado indica que la manipulacién a la que se someten las células durante el
experimento no induce ia fosforilacioén de 1a MAP cinasa ERK.

En la figura 7B se presenta la cinética de la fosforilacion de ERK en respuesta a la pre-
estimulacién a través de CD43 y co-activacion con el TeR, El aumento en la fos{orilacién
de ERK1 y 2 es inmediato y alcanza un primer pico a los 2 minutos, para luego bajar
entre os 5y 15 minutos. Se nota un nuevo incremento a partir de los 30 minuios, con un
mdximo a los 60, para {inalmente tener una reduccion a los 120 minuios. En todos los
casos se observa la fosforilacion tanto de ERK1 como de ERK2.

En la figura 7C se muestra la fosforilacion de ERK resultante del protocolo inverso, es
decir, de la pre-estimulacién con el TcR vy la co-activacién con CD43. En esie caso, se
observa solo una modesta induccitn en la fosforilacién de ERK?2 a partir de os 2 minutos
de estimulacidn, alcanzando un méaximo a los 10 minutos, donde también se observa a -
ERK1 fosforilado, A los 15 minutos hay un decremento notorio en la fosforilacién de
ambas isoformas de ERK. A semejanza de lo que sucede estimulando primero a través
de CD43 (Fig. 7B), cuando las primeras sefiales son aquellas generadas por el TcR se
observa un segundo pico de fosforilacion de ERK1 v 2 que se extiende de los 30 a los 60
minutos, para finalmente decrecer a los 120 minutos.

Con el propdsito de verilicar que en cada experimento las células del individuo
respondieran a los estimulos individuales de manera semejante a lo descriio en la figura’
6, se incluyeron células activadas dnicamente a través de CD43 o el TeR. Como se
observa en la Fig. 7D, la estimulacion a través de CD43 induce la fosforilacion de ERK 1
y 2 a partir de los 2 minutos de estimulacién con un méxime a los 30 minuos, un
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decremento a los 60 minutos v un aumento a los 120 minmos. En el caso de la
estimulacion individual través del TcR (figura 7E), el TcR solo induce la fosforilacién de
ERKZ; dicha respuesta inicia a los 2 minutos de estimulacion y se sostiene hasta jos 120
MInulos pero es menos intensa a la observada por ia estimulacion individual inducida por
CD43 {comparar figuras 7D y 7E). Estos resultados son consistenies con los que se
muestran en la figura 6.

Al comparar la fosforilacion de ERK en respuesta al tratamiento individual con CD43,
con Ia inducida por la pre-estimulacion con CD43 y co-activacidn con el TcR (comparar
figuras 7B y 7D), se observa un claro efecto positivo de la co-estimulacion: la intensidad
de la respuesta es mayor cn el caso de la co-activacion. Estos resultados sugieren que las
sefiales co-estimuladoras generadas por el TcR favorecen a aquellas inducidas a través de
£D43. Asi mismo, la intensidad de las sefiales generadas por la pre-estimulacion a iravés
dei TeR aumenta al adicionar el co-estimulo de CD43 (comparar liguras 7C y 7E),
aunque cabe sefialar que la intensidad de la fosforilaci6n de ERK es mayor y. més
sostenida cuando el primer estimule es CD43, '

En conjunto, estos resultados muestran claras diferencias en cinética ¢ intensidad de
sefiales a nivel de la fosforilacién de ERK en respuesta a dos protocolos de estimulacidn,
lo que sugiere que la céluia responde de manera diferencial, dependiendo del orden de
" adici6n de los estimuios,

5. La estimulacién simultinea a través de CDA43 y el TcR induce efectos
similares a la adicién de CD43 comec primer estimulo a nivel de la
fosforilacion de ERK perc distintos a los generados por el TeR como primer
estimulo.

Los resultados mostrados en la figura anterior fueron obtenidos estimulando linfocitos T
con dos estimujos secuenciales. Sin embargo, lambién es cierio que no tenemos una
nocidn exacta de cuales son fos tiempos gue una célufa maneja para lievar a cabo todos
estos contactos, por lo que, realizamos experimentos de activacion simuliénea a ravés de
CD43 y el TeR para evaluar el cfecto de dicha estimulacién sobre la fosforilacion de
ERK {figura 8). Los linfocitos T fueron estimulados mediante la adicidén simultdnea de
Jos anticuerpos dirigidos contra CD43 vy contra ¢l TcR e incubados a 37°C por diferentes
periodos de tiempo. Se evalud ia fosforilacion de ERK y se verifico que hubiera
cantidades equivalentes de proteina en todos los carriles con el blot anti-ERK.
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En el caso de este individuo, las células sin estimular (figura 8A) mostraron un ligero
aumento en la fosforilacién de ERK como resuitado de la manipulacién experimental,
muy inferior al obtenido cuando las células fueron estimuladas (comparar {iguvas 8A,
B.C y D). En cambio, cuando los linfocitos T son estimulados simulténeamente a través
de CD43 y el TcR (figura 8B), el incremento en ja fosforilacion de ERK2 es inmediato y
se observa un pico mdximo en la fosforilacién de ERK 1 y 2 a los 2 minutos y 5 minutos,
con una ligera reduccion a los 10 y 15 minutos. A partir de los 30 minutos se observa un
nuevo incremento en los niveles de fosforilacion que también se observa a ios 60 minutos
para finalmente reducir a los 120 minutos. Este pairén de respuesta es muy semejante al
que observamos cuando el primer estimulo estd proporcionado por CD43 (Fig. 7B).

En las figuras 8C y 8, se presentan las cinéticas de fosforilacién de BRK que resultaron
de la estimulacion independiente a través de CD43 y el TcR. De manera similar a lo que
observamos en las figuras 6 y 7 la estimulacién de linfocitos T a través de CD43 induce
Ja fosforilacién de ERK 1y 2 a partir de los 2 minutos y esta se sostiene hasta los 60
minutos para mostrar un decremento a los 120 minutos {figura 8C). En cambio, la
estimulacion a través del TcR solo induce la fosforilacion de ERKZ2, a partir de los 2
minutos de estimulacion y se sostiene hasta los 120 minutos {figura 8D), con una ligera
tendencia a aumentar en funcién del tiempo.

Al comparar la fosfonilacién de ERK en respuesta al tralamiento individual con CD43
(figura 8C) o el TcR (figura 8D), con [a induccidn de Ia fosfonlacidn de ERK por Ia
estimulacién simultdnea a través de las mismas moléculas (figura 8), se nota un efecto
positivo de la estimulacién simultdnea con respecto a la estimulacion independiente,
puesto que la intensidad en la fosforilacién de ERK avmenta cuando los linfocitos T son,
estimulados simultdneamente a través de CD43 y €] TcR con respecto a los estimulos
independientes.

6. La estimulacién simultinea a través de CD43 y el TeR tiene un efecto
positivo sobre Ja induccién de la expresién de CD69.

a) Determinacién de ia dosis minima de TPA necesaria para la induccién de CD69.

Trabajos previos de nuestro laboratorio mostraron que la estimulacion de linfocitos T a
través de CD43 induce la expresion de CDO9 en presencia de TPA (Santana e7 al 2000).
Sin embargo en esos experimentos no se determind la dosis mfnima de TPA necesaria
para complementar las sefiales de CD43. Para definir las concentraciones minimas a las
cuales TPA no induce por si solo la expresion de CD6G9, se realizé una curva dosis-
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respuesta estimulando 1x10° células con 0.01 ng/mi,1 ng/ml, 10 ng/mi y 50 nginﬂ de
TPA durante 18 horas a 37°C, después de lo cual, las células se tifieron con un anticuerpo
anti-CD69 acopiado a fluoresceina y se analizaron por citometrfa de Tlujo. En fa figura
OA, se observa que concentraciones de TPA de 0.01 ng/ml son incapaces de inducir la
expresion de CD6%, mientras que a partir de concentraciones de 1 ng/m! hasta 50 ng/ml
se encuentran elevados los porcentajes de células positivas para CD69 (figuras 9B, C y
D). Con base a estos resultados, los expenmentos en los que se evalud la expresion de
CD6S en respuesta a CD43, el TcR o a la estimulacion simultdnca a ravés de ambas
moléculas se realizaron adicionando TPA 0.01 ng/ml.

b) La estimulacién simultdnea a través de CD43 y €] TeR acelera la induccion de la
" expresion de CD69,

Tanto las sefiales generadas por la estimulacidn a través de CD43 como del TcR
conducen a la activacién de los factores tanscripcionales NFAT, NFxB vy AP-1 entre
otros, que a su vez estin implicados en la regulacién de genes que codifican para la
expresion del marcador de activacién CD69 (Santana ef qf 2000., Nel et al 2002). Una
vez elegida la concentracion minima de TPA {0.01 ng/mi), se realizaron experimentos
- con €l propdsito de observar el efecto de la co-estimulacion sobre la induccién de la
expresién de CDGY. '

Los linfocitos T fueron estimuladas a través de CD43, el TcR 6 estimulados
simultdneamente a través de CD43 y el TcR para evaluar la induccién de la expresion de
CDe9. Se inclluyeron cflulas sin estimular y en todos los casos se suplementaron las
células con TPA 0.01 ng/ml. Los linfocitos T se incubaron por diferentes periodos de
tiempo a 37°C y se tifieron con anti-CDES-FITC.

Como se observa en la figura 10, mediante el andlisis de citomeirfa de flujo de 3
experimentos se encontré que en las células sin estimular, suplementadas solo con TPA
0.01 ngiml e incubadas desde 2 hasta 48 horas, no se indujo expresion de CDE9. Esto
confirma que el estimulo con TPA a esta concentracion no es suficientie para activar a las
“células a nivel de [a expresién de un marcador de activacion en la superficie celular. La
tendencia en los linfocitos T estimulados durante 2 horas a través de CD43, mostro que
un 6% de la poblacion analizada expresd el marcador de activacion CDGY sobre la
superficie celular. La estimulacion a través del TeR, por el mismo periode de tiempo,
indujo un 8% de expresién y la estimulacion simultinea con CD43 vy el TeR result6 en un
71% de expresion de CD69, A las 12 horas, en respuesia al estimulo de CD43, €] 22% de
las células analizadas expresaban CD69. La estimulacién con el TcR duranie €l mismo
periodo de tiempo resultS en un 40% de expresion y la estimuiacion simultdnea a las 12
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horas permiti6 que el 80% de las célujas expresaran este marcador de activacion. A las 24
horas, CD43 indujo un 32% de expresion de CDA9 y el TcR un 54%, mientras que, la
estimulacion simultdnea con ambas molécuias ind_ujo un 98%. Finalmente, a las 48 horas
de estimulacion, los 3 tratzmientos indujeron poreentajes similares en la expresién de
CD665, ya que la mayor parte de las células mostraron este marcador de activacion (97%,
96% y 98% por la estimulacion con CD43, el TcR y la co-estimulacion simultinea a
través de las dos moléculas). Estos resultados muestran una cinética de expresion de
CD6% mds rdpida en respuesta a dos estimulos adicionados simultdneamente (CD43 y el
TcR), con respecio a la estimulacion independiente a través de las mismas moléculas, La
estimulacién independiente a través del TcR induce porcentajes mayores a los inducidos
por CD43. Por otra parte, a las 48 horas, independientemente del estimulo, la mayorfa de
las células expresan CD69. En conjunto, estos resultados sugieren que las sefiales de
CD43 y ¢l TcR se combinan de manera positiva y son mds intensas que las generadas por
cada una de las moiéeulas de manera aisiada.
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Fig. 4 Purificacion de linfocitos T humanos a partir de concentrados
linfocitarios. Concentrados linfocitarios se sometieron o un gradiente de ficoll
para obtener células mononucleares (A), las células monomucleares se
incubaron en placas durante 24 horas a 37°C ¥ 5% de CO2, las placas se
lavaron y se obtuvo la poblacidn de células no adherentes (B), las células no
adherenies a placas se incubaron durante 1 hora en columnas de lana de nylon
pre-humedecidas en RPMI a 37°C y 5% de CO2, se eluyd la poblacidn de
linfocitos T con RPMI a 37°C (C). Er todos los casos se muesira el histograma
de granularidad (y) contra tamafio (x). En circulos se presentan las 3
poblaciones presentes en el inicio de la purificacidn: linfocitos (1), monocitos
(2) y granulocitos (3). El andlisis se realizd tomande la poblacion total. Se
muestra tambidn el histograma de eventos (y) contra fluorescencia (x), donde
se indica en verde la fluorescencia del control de isofipo, en rojo la de L10 y
en azul la de OKT3. ‘
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Fig. 5 La pre-estimulacion de células T a través de CD43 incremenia lo
activacién mediada por el TeR. 2X10" células T humanas fueron tratadas o no
tratadas con diferentes concentraciones del anticuerpo anti-CD43, L10, por 10
minutos a temperatira ambiente. Las células se lavaron y se estimularon por 5
minulos con el anticuerpo anti-CD3, OKT3, (4ugiml} a 37°C. Los extracios
celulares totales (2X1(F cegs) se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa y se incubaron con los anticuerpos anti-p-ERK o
onti-ERK2. La intensidad de las bandas detectadas se determing por
densitometria. Se  muestra la relacidn pERK/ERK de un experimento
representativo de 2 realizados.
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Fig. 6 La estimulacion de linfocitos T humanos con CD43 o con ¢l TcR
induce la fosforilacion de ERK. 1X10°células T humanas fueron tratadas con
los anticuerpos (A) LI0 y (Bj OKT3 por diferentes periodos de tiempo a 37°C.
El carril 1 corresponde a células sin estimular. Los extractos celulares toales
(IXI(F ceqs) fueron separados por SDS-PAGE, iransferidos o membranas de
nitrocelulosa ¢ incubados con los anlicuerpos anti-pERK vy anti-ERK2. la
intensidad de las bandas detectadas se deierminé por densitometria. Se
muestra la relacion pERK/ERK de un experimento representativo de 2

realizados.
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Fig. 7 EI reclutamiento de CD43 previe a la estimulacidn a través del TeR
induce una fosforilacion de ERK mds sosienida e intensa que el
reclutamiento del TcR previo a la estimulacion a través de CD43. IXI1(7
células T humanas fueron (A) no estimuladas, (B) pre-estimuladas con el
anticuerpo L10 por diferentes periodos de tiempo a 37°C, lavadas y
estimuladas por 5 min con el anticuerpo OKT3 a 37 °C, (C) pre-estimuladas
con el anticuerpe OKT3 por diferentes periodos de tiempo a 37°C, lavadas y
estimuladas por 5 min con el anticuerpe L10 ¢ 37 °C, (D) pre-estimuladas con
el anticuerpo L10 por diferentes periodos de tiempo a 37°C, lavadas e
incubadas por 5 min sin estmulo a 37 °C, (E).pre-estimuladas con el
anticuerpe OKT3 por diferentes periodos de tiempo a 37°C, lavadas e
incubadas por 5 min sin estimulo @ 37 °C. El carril 9 corresponde a células
estimuladas - con TPA. Los extractos celulares iotales (1X10° ceqs) fueron
separados por SDS-PAGE, mransferidos a membranas de nitrocelilosa e
incubados con los anticuerpos anti-pERK y anti-ERK. Se¢ muestra un
experimento representativo de 3 realizados.
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Fig. 8 La co-estimnlacion simultdnea a través de CD43 y el TeR potencia la
Josforilacion de ERK. 1X10 cdlulas T humanas fueron (A) no estimuladas,
(B) estimuladas simultdneamente con los anticuerpos L10 y OKT3 por
diferentes periodos de fiempo a 37 °C, (C) estimuladas con el anticnerpe L10,
(D) estimuladas con el anticuerpo OKT3. Los extractos celulares lotales
(IX1(° ceqs) fueron separados por SDIS-PAGE, transferidos a membranas de
nitrocelulosa ¢ incubados con los anticuerpos anti-pERK y anti-ERK2. Se
muestra un experimento representativo de 3 realizados.
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Figura 9 Induccién de la expresion de CD69 en respuesta o lo estimulacion
con TPA. 1X10¢ linfocitos T se activaron con (A) 0.01 ng/iml, (B) I ng/mf, (C)
10 ngimiy (D) 50 ngiml de TPA durante 18 horas a 37 °C, se tifieron con un
anticuerpo anti-CD69-FITC y se arnalizaron por citometria de flujo. Se
presentan los histogramas de fluorescencia, en verde se indica la fluorescencia
del control de isotipo y en azul la del anticuerpo anti-CD69-FITC. Se muestra
un experimenio representativo de 2 realizados.
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Fig. 10 La co-estimulacion simultdnea a través de CD43 y el TcR adelanta ln
induceién en la expresion de CD69. Se estimuiaron 1X10° células a través de CD43, el
TcR o se co-estimularon simultineamente a fravés de CD43 'y el TcR por diferentes
periodos de tiempo a 37°C y Se tifieron con un anticuerpo anti-CD69-FITC. Las células
se analizaron por citometria de Jwjo. La grifica mumestra la media del porcentaje de
células que expresaron CD69 en su superficie en 3 experimentos analizados. Se
incluyeron células sin estimular. En todos los cases, las células se suplementaron con
TPA 0.01 ngiml.

37



38

DISCUSION

DISCUSION



DISCUSION

V. DISCUSION

Los contacios entre dos células son de gran importancia va que permiten desencadenar
respuestas especificas dirigidas contra un agente patdgeno particular, La activacion de los
linfocitos T es el resultado de la interaccién del TcR con péptidos antigénicos
presentados en la superficie de las APCs a través del MHC. La afinidad del TcR por los
péptidos que le son presentados en el coniexto de las moléculas MHC por la APC es baja
{Ka 10°-10" M) (Abbas et af 2000) y esta es una de las razones por las que es necesaria
una Seguﬁda sefial para generar una activacion celular eficiente. Esta segunda sefial estd
dada por la interaccién de moléculas co-estimuiadoras como CD2, CD4, CD8, CD28 y
CD43 con sus contra-receptores sobre la APC (Bierer ef al 1989).

- Duranie los primeros minutos de contacto con la APC, el linfocito T utiliza las moléculas
accesorias o co-estimuladoras para adherirse a la APC (Yamada et al 1997). De manera
concomitanie, las interacciones entre las moléculas accesorias y sus conira-receplores
generan sefiales que desencadenan la activacion de cascadas de sefializacién intracelular
que pueden o no convergir sobre algunos puntos como por gjemplo, la via de las MAP
cinasas. El reconocimiento especifico de los péptidos antigénicos por el TcR asi como las
sefiales de las moléculas co-estimuladoras aumentan la concentracién de intermediarios
intracelulares como la MAP cinasa ERK, as{ como el reclutamiento de proteinas
adaptadoras que funcionardn como plataforma para la formacién de complejos dé
sefializacion eficientes (Tomlinson et af 2000).

Se sabe poco acerca de las sefiales que se generan previo al reconocimiento del antigeno
por ¢l TcR y se desconoce el orden y temporalidad en el que Jas moléculas co-
estimuladoras interaccionan con sus contra-receptores. Se puede pensar que los primeros
contactos entre el linfocito T y la APC se establecen a través de moléculas que partticipen
en adhesion. E] dominio extracelular de CD43 protruye 45 nm sobre la superficie celular
por lo que es considerada la molécula mds sobresaliente de la célula T, esto aunado al
hecho que CD43 es la molécula més abundante de la superficie de Tos linfocitos T sugiere
gue los primeros contactos entre €l linfocito T y la APC pudiesen ser establecidos a
ravés de esta molécula. (Ostberg et al 1998).

En los experimentos que reporiamos en esta tesis, evaluamos ¢l reclutamiento de la
MAPK, ERK y la expresion del marcador de activacion CD69 en funcién de varics
esquemas de activacitn de hnfociios T humanos purificados de sangre penfénca de
donadores sanos, activados a través de CD43 y el TcR.
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La purificacion de los linfocitos T humanos nos permitié trabajar con poblaciones
celulares homogeneas (figura 4) y asi facilitar 1a comparacién de los resultados obtenidos
de un donador a otro. Por otra parte, las concentraciones elegidas para la activacion
celular de los anticurpos 1.10 y OKT3 concuerdan con las réportadas para la activacidn de
linfocitos T a través de [as mismas moléculas (figura 5) y la afinidad de estos anticuerpos
se encuentra en el mismo rango (Ka 10°). Cabe destacar que las diferencias en la
intensidad de la fosforilacién de ERK1/2 en los distintos experimentos pueden deberse a
que las células con las que se realizaron cada uno de estos (figura 6 vs figura 7)
provienen de donadores diferentes pero las lendencias en las respuestas observadas son
similares de un donador a otro,

En conjunto, los resuitados de los distintos protocolos de activacién que mosiramos,
sugieren que en general, dos sefiales son mejor que una sola sefial, tanto al nivel de la
fosfonlacién de ERK1/2 como de la expresion de CD69, Las sefiales generadas a través
de CD43 y ¢l TcR son de una manera general, mds elevadas en intensidad y prolongadas
en el tiempo que aquellas inducidas a través de cada una de estas molécuias de manera
independiente. Estos resultados confirtnan la teoria segiin la cual una célula necesita de
por lo menos una segunda sefial aunada a la estimujacién mediada por el TcR

Los resultados que obtuvimos muestran claramente que los linfocitos T responden de
manera diferencial dependiendo del orden en el gue se induzea su activacion. Al analizar
la foslorilacion de la MAP cinasa ERK, observamos que la pre-estimulacion a través de
CD43 y la subsecuente co-estimulacién a través del TcR resulta en una fosforilacion mds
sostenida y mds rdpida comparada con el procedimiento inverso, es decir, la pre-
estimulacién a través del TcR y como segunde estimulo CD43. En este caso, las
respuestas son mas iransiiorias a nivel de la fosforilacién de ERK. Resulta interesante
observar que si las sefiales del TcR y CD43 son suministradas simuitdneamente, el efecto
sobre el nivel de fosforilacion de ERK1/2 es semejante al que se observa cuando las
células son estimnuladas primero a través de CI43 y luego con el TcR. En conjunio, lo
anterior nos conduce a pensar que una funcién de CD43 como molécula co-estimuladora
pudiese ser disminuir el umbral de sefiales requeridas para lograr una activacion mds
eficienie a través del TeR.

ERK1 y ERK2 presentan diferentes velocidades de acumulacién dependiendo de la
molécula a través de la cual la célula T esié siendo activada. Existen datos que sugieren
que diferencias cuantitativas en la cinética de acumulacién y fosforilacién de ERK
inducen respuesias biolGgicas cualitativatnente distintas. Al estimular linfocitos T a
través del TcR con elevadas dosis de antigeno se induce un incremento en la expresion de
CDGY vy en la secrecion de IL-2, mientras que dosis bajas de aniigeno permilen la
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secrecion de IL-5 (Borovosky et al 2002). Se ha reportado que en timocitos de ratones
deficientes de ERKI (ERKI™) con expresién normal de ERKZ se presenta una
disminucion en la proliferacitn inducida a través de la estimulacién con el TcR, lo que
indica un papel imporante de ERK2 en la maduracion de los timocitos (Pages G et al
1999). En este trabajo mostramos que la pre-activacion a través de CD43 y co-activacion
con el TcR induce 1a fosforilacion de ERK1 v 2 de manera inmediata, mientras que la
pre-activacion a través del TcR induce preferencialmente la fosforilacién de ERK2 pero a
tiempos mds largos y con menor intensidad a la inducida con el tratamiento inverso. De
manera semejante, la estimulacién individual a través de CD43 induce la fosforilacién de
las dos isoformas de ERK v la estimulacion con el TcR induce preferencialmente la
fosforilacién de ERK2: pero con una menor intensidad a la inducida a través de CD43, En
conjunto, los datos que presentamos en este trabajo, podrian efectivamente desembocar
en respuestas celulares distintas. Esta perspectiva serd evaluada en experimentos futuros.

Las moiéculas de superficie celular en respuesta a un estimulo dado se consideran como
marcadores de activacion. La molécula de superficie CDG9 se expresa sobre la superficie
de linfocitos T y B, células NK, neuiréfilos, eosinéfilos y macréfagos en respuesta a
diferentes estimulos, entre los que se incluyen la estimulacion a iravés del TeR y de
CD43 (Pedraza ef al 1998; Testi ef al 1989). La expresion de CD69 requiere la activacidn
de PRKC vy de las MAP cinasas como ERK1/2, asf como elevadas concentraciones de
calcio intracelular y la activacion de factores transcripcionales como NFkB, NFAT y AP-
}. (Villalba et al 2000). '

Los experimentos en los que evalvamos la foforilacidén de ERK fueron realizados en
funci6n de protocolos de activacion en los que las células fueron activadas por dos horas
con €l primer estimulo y posteriormente por 5 minutos con el segundo estimulo. Este
protocolo es seguramente muy arbitrario, pero se basa en el hecho de que actualmente se
piensa que un linfocito T puede establecer una serie de contactos casuales de los cuales
percibe las sefiales del medio circundante y acumula informacién. En funcién de las
senales generadas por las distinias moléculas co-recepioras y del TcR, asi como de la
intensidad de estas, €l linfocito T “decide” activarse ¢ no. Basdndonos sobre el hecho que
en los experimentos en los que evalnamos la fosforilacion de ERK1/Z en respuesia a
diferentes protocolos de activacion (figuras 7 y B8), enconiramos que ¢l patron de
fosforilacién de esta MAPK cuando el primer estimulo estaba proporcionado por CD43 y
¢l segundo por el TeR (figura 7) era muy semejante al obtenido al aplicar ambos .
estimulos simuitdneamente (figura 8), evaluamos la expresion de CD6Y en respuesia a
este dltimo protocolo de activacion. Los resultados moestrados en coanto a la expresion de
CD69 en respuesta al estimulo simultineo a través de CD43 v el TeR, corroboran los
resultados obtenidos a nivel de la fosforilacion de ERK1/2. La cinética de expresion de
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CD69 es mds rapida en aquellas células que fueron estimuladas a traveés def TeR y CD43
simultineamenie comparada con cflvlas estimuladas a través del TcR o CD43 de manera
independiente. De una manera genecral, las células estimuladas a través del TeR
responden mds rdpidamente que las células estimuladas a través de TD43, en io que se
refiere a la expresidn de CD69 {en promedio dos veces mds células comprometidas en
cada tiempo estudiado), sin embargo, a las 48 horas, independientemente del estimulo,
todas las células expresan CD69, El restraso en la cinética de expresion de esta molécula
marcadora de activacion en respuesta a la estimulacion con CD43 y el TcR de manera
independiente podria ser un reflejo del tiempo requerido para la acumulacién de
intermediarios de sefializacion que disminuyan el umbral necesario pata Ia activacion. De
manera que los eventos de sefializacion generados por CD43 y el TeR se acumulan
gradualmente., Otra posibilidad es que la estimulacién individual induzca activacion
diferencial en las poblaciones de linfocitos T CD4* y CD8”, de manera que a las 48 horas
se logre comprometer a la poblacién total.
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En conclusion, los resultados obténidos sugieren que:

* Para ¢l caso de la estimulacion a través de CD43 vy el TcR dos sefiales inducen un
nivel de respuesta mds elevado que una sefial sola.

+ El orden en el que son aplicados los estimulos incide sobre la magnitud y duracién de
la respuesta y muy probablemente sobre la respuesta celular.

* El hecho que dos sefiales incidan sobre un mismo ponto (ERK1/2, CD69) no significa
necesariamenie gue la respuesta por parte de la célula sea la misma cuando las dos
sefiales son aplicadas consecutiva o simultineamente,
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V11. PERSEPECTIVAS DE ESTE TRABAJO

Evaluar nuevamenie la expresion de CD69 en respuesta a distintos protocolos de
activacion, ya que los resultados que se presentan en este trabajo fueron obtenidos
estimulando a las células con dos estimulos aplicados simultincamente.

Evaluar el recluiamiento de factores transcripcionales como NFAT y NFxB en
respuesta a los distintos protocolos de activacion.

Evaluar los mismos protocolos de activacion en diferentes subpoblaciones de
linfocitos T (CD4* vs CDB).

Evaluar ia respuesta de linfocitos T a las sehales generadas a través de ofros pares de
moléculas de 1a superficie celular como CD28 y CD2. :
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Prateinas sefializadoras mencionadas en este trabajo

MOLECULA TIPO DE FUNCION
MOLECULA

ch2 Co-receptora Aumenta 1a adhesién y sefializacion de la
céiula T al reconocer a su ligando,

cha Co-receptora Miembso de la  superfamilia de las

) inmunoglobulipas; se une a MHC 11 y se
asocia con Lek.

D8 Co-receplora Miembro de I superfamilia de [as
inmunoglobulinas; se une a MHC 1 ¥ se asocia
con Lek, |

CD43 Co-receplora Fosee un: dominio extracelular allamente
glicosilado, regula adhesion v sefializacion.

ERK MAP cinasa Repuia factores de ranscripcion

Fyn Cinasa de tirosinas | Miembro de la familia Src. Tiene un dominio
SH3 y SH2, se asocia al complejo TcR

Galectina-1 Lectina Participa enla seleccidn de timociios,

Gib2 Proteina adaptadora Tiene un dominioc SH3 carboxilo-terminal y
un SH2 central; se¢ une a She y Sos y regula Ja

| via de Ras.
[ Lek Cinasa de tirosinas | Miembro de 1a familia Sre: tiene un dominio
SH3 v uoo SH2. Se asocia con CD4 y CDRB
. 1 entre otros. i}
I PI3k Cinasa de lpidos Contiene: dos subunidades: p110 (catalitica) ¥
P85 (reguladora); p8S tiene un dominio SH3,
| 1n domino rico en prolinas v un dominio SH2. |

Ras GTPasa Hidroliza GTP. Activada por Sos, activa la via

| de RalMAPK.

Rac GTPasa Al activarse genera lamelopodios.

| Cdedz | GTPasa | Al activarse  produce filopodios o
prolongaciones  de  actima  polimenzada
dispuestas en una misma orientacién.

| Rho GTPasa Al activarge penera fibms de esirés

Sos Factor intercambiador de | Tiene dominjos ricos en prolina, es GEF de

nucledtidos de guanina Ras y se une a Grb2.

Syk Cinasa de tirosinas Miembro de la famla Syk, tiene dos domipios
SH2

TeR/ICD3 1 Recepior de lipfocitos T 1 Especifico para_el antigeno.

Vav Factor intercambiador de | Es GEF de Rac.

nucledtidos de guanina
ZAPT0 Cinasa de tirosimas | Se asocia con los ITAMs de la'cadena C..
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