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The Road goes ever on and on

Down from the door where it began.

Now far ahead the Road has gone,
And I must follow, 1fl can, o

Pursumg it wnh eager feet, i

Unul 1tjoms a Iarger way

: Where many paths and errands meet.

And whlther then? I cannot say.
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1l Resumen
< El Imfocnlo T cs capaz de responder a nnligcnos (,raclas ala cxpresuSn de un receptor

llamado TCR (*T cell receptor”). Este receptor estd usoclado a un conjunto de proteinas capaces

de transducir sefiales conocidas como complcjo TCRCICDS,‘, Estg cqmplejo estd constituido por
las cadenas CD3y, CD38, dos ‘cadenas CD3e yun &fmero dt; TC‘RC. i;a complejidad del modulo
TCRE/CD3 ha llevado a postular que estas distintas cadenas pudncran tener un papel cuantitativo,
amplificando la sefial de activacion, o bien, un papel cuahtanvo, permitiendo la discriminacién de
scfiales a través de cada una de cllas de forma individual, Los estudios dirigidos a resolver cuél es
cl papel de las cadenas del complejo, se basaron en la eliminacién de las cadenas; y demostraron
que el proceso de difcrcnciacién de los linfocitos T se detehin en diferentes puntos dependiendo
dc 1a cadena quc se climinaba, Sin cmbargo los resultados fueron dificiles de interpretar, ya que

la chmmacnén de las cadenas cn ocasnones af‘cctaba la expresnén 0 funcién de otras, Por otro lado,

en lmfocnos T maduros, los estudios dnru,ndos a mvestlgar el pnpel de las cadenas se. hnn‘basado Lo

uclivacién‘de las‘é'adenz\s, se. utilizd un:sistema’’de dlmenzaclén'que 0! permlte ntrecruzar

mtracelulnnnente Ia cndena TCR§ y el co rcceptor CD4 Se gen raron quxmeras que contnenen o




las colas citoplasméticas de { y CD4, unidas a tres copias det ligando para el dimeﬁzador, Las
quimeras se expresaron establemente en un hibridoma murino de células T y en lineas ti,lfnorales
de linfocitos T humanos, La funcién de las quimeras se analizé mediante el ,anéﬁsis de
fosforilacién de moléculas que participan cn la cascada de seializacion del TCR, la élev;cién de
calcio intracitopldsmico y la activacion de factores transcripeion importantes en la activacién de
los linfocitos T. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la cadena TCRY es capaz
de inducir una scfial de activacién que involucra la fosforilacién de esta cadena asi como la
fosforilacion de la cinasa ZAP-70, Asi mismo, la cadena TCRU es capaz de inducir la liberacién
de calcio citoplasmico y la activacién de factores de transcripcién, como NF-AT, Por otro lado, la
expresién de la quimera de CD4 individualmente, fue capaz de aumentar los niveles de
fosfoﬁlacién basal de moléculas *cascada abajo” en la sefializacion iniciada a través del complejo
TCRCICDS como . Io son las cinasas Erk-1 y 2 asi como de induclr ﬂu_|o de calcio
mtracntopl.’lsmlco Cuando se co-expreso la quimera de CD4 con la qulmcra dc TCR§ se observé
: ;un mayor grado de fosfonlacnén en urosmu dc la cadena TCRU, asi como un mayor reclutamiento
§ dc la cmasa ZAP-70 fosfonlada Sm emburgo, no se observd un incremenlo en Ia elevacion de

‘calclo obtemda con la qulmcm de TCRE individualmente.



.- 111, Introduccién
I.a. Respuesta inmunoldgica innata y adaptativa.

El sistema inmunolégico es un conjunto . de mecanismos. de defensa' en - contra
microorganismos que pueden ser nocivos para el organiémi). La prihcm respuesta que se genera
se conoce como respuesta inmunologica innata. Este tipo de respuesta reconoce patrones
moleculares que se encuentran conservados en los microorgnn"iémos. A estos patrones 5¢ les-
conoce como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP's o "Palogen Associated

Molecular Patterns") y son rcconocldos especlf cnmente a través de receplores que se encuentran

presentcs en la superﬁcie de las células del bsistema mmunolégico. Ademés de que estos

rcceptorcs mduccn el reclutamiento de otras’ células dcl sistema inmunoléglco, son capaccs dc b

‘i‘nduchj; I’ ctivacién de otros mecanismos :de eliminacién del mlcroorgamsmo,. como“la,

entre los
itica ha imefhélizédo
sobre otras cél‘u‘las del

s macréfagos se encuentran




las interleucinas 1, 6 y-12-(IL-1; IL-6, le-l2), el factor de necrosis tumoral o (TNF-0) y la
quimiocina, interleucing 8 (IL-8) l(m"isadé' en (1, 2)). Sin embargo, los mecanismos de
inmunidad innata no siempre son suficientes para el/iminar al mi&oorganismo, €S por €S0 que s¢
requiere de la participacién de un segundo mecanismo de defensa éonocido como respuesta
inmunolégica ada‘bla‘ti\"a. o |

La - respuesta {nmunoldgica adaptativa: es la respucsta que se caracteriza por el
reconocimiento especifico de antigenos particulares de un patégeno y por 'scr'capaz de reconocer

’ a estos antigenos posteriormente. A esto se le conoce como memoria inmﬁnolégica.

Los antigenos se definen como todas aquellas moléculas que puedan ser reconocidag piir
los receptores de las células de la respuesta inmunolégica adaptativa. Estos antigenos puedqn ser-
desde moléculas que son reconocidas por su estructura terciaria, hasta pequéﬁos fragmef}fés de

moléculas que han sido previamente procesados o cortados y que sblo poseen. una estructura .

presentadoras de antigenos.



1ILb, Los linfocitos .
Los linfocitos, como se menciond antcrionnexitc; son lés ééluylas encargadas de ‘mediar la

respuesta inmunoldgica adaptativa, yn que son capaces de reconocer especlﬁcamenle a un

antlgcno y montar una respuesta que pcnmte la ellmmacién [ la neutralizaclén del mismo.

Los linfocitos son células de 6- lO p.m de dlémctro, con un nuclco denso y muy poco .

: mloplnsma, asi como con pocos organelos. En mdlviduos sanos. Ios lmfocntos se encucntrun en

: estado de rcposo, es dcclr, : nt nzan cantldades mfmmas de RNA y

protelnas. Unn vez quc lo lgeno, ]as células’ en reposo entrun enun

. 'bestado de ecllvaclén. Este stado dc uctxvucnén se camctenza por el aumcnto de tamaﬁo de las

células, la slntcsxs de RNA'en mayores cantidadcs que les penmte prepararse pura la sinlesns de:

: DNA y. la dlvisién celular. Después de alg ;,unas divisiones, las células se comienzan a dlferenclar
en células efec(orus. Como se. menciona anteriormente, existen dos grupos de lmfocltos, los,

) lmfocltos B y los lmfocnos T Los linfocitos B son células que secretan anticue

; cn la respuesta humoml contrn patégenos extracelulares, mientras que Ios lmfocntos T pamcxpan

en la rcspuesta celular contra patégcnos mtracelulares. '

Los lmfocnos B son capaces de reconocer nntigenos como: rotefnus intactas o

: pohsacéndos tanto en clrculacnén como en tejidos Los linfocitos B reconocen a eslos antigenos a

través de un receptor que se expresa en la superﬁcne del lmfoc 0, Ests gceptor se conoce como




que tiencn Iu misma especnf’ cldad quc la inmunoglobulma del rcccptor, Eslas mmunoglobulmas

son capaces dc recouocer moléculas enla superf cic del pal(sz,cno fncxhtando |a opsomzacién del
mismo o ellmman la acclén de las quinas secrektudask por el pa@égcno mlublgndo la unién con su
blanco. : i i Lo B :

Los linfocitos T maduros se dividen en dos grupos principales: los Ilnfocltos T a[i y los
linfocitos T ¥3. Esta clasificacién depende de las cadenas que fonnan su rcceptor. Ademés de csta
clasificacion, los linfocitos T of se subdividen en linfocitos T CD8 y Imfocitos T CD4,
dependiendo de la expresion de los co-receptores CD4 o CD8, Los lmfocltos T CD8 medlan la
respuesta en contra de patégenos intracelulares y los linfocitos T CD4 ac&utm pnncxpalmcme
regulando la funcxén dc otras células del sistema inmunolégico, : »

Los lmfocnos 75 constituyen menos dcl 5% de la poSIncnén total de linfocitos T. El
receptor de qstas células no reconoce las moléculas;clésilqps del Complejo Pnnclpal de
His(ocompalibiliéad éin embargo algunos de estos Iinfobitos‘soﬁ cnﬁéces'dé féconbcer ant{genos

no peptidicos -como lipoglicanos derivados de baclenas presemadas por la molécu]a CDI-y

- 11" activados secretan cnocmas como IL-4 que promueven la produccion de anticuerpos y la



polarizacién de una respucsta inmunoldgica humoral. Este subgrupo de linfocitos s¢ caracteriza - -
por la expresion del receptor de las células NK o “natural killer, NK 1.1, Tambié¢n expresan un
receptor de linfocito T aff y pueden o no expresar el co-receptor CD4. Otra caracteristica de los

linfocitos T NK 1.1 es que reconocen a la molécula CDI.

Ili.c. El receptor para el antigeno del linfacito T (TCR)
Los linfocitos T af reconocen a los antigenos a través de un receptor que sc expresa en su
membrana. Este receptor es conocido como “Receptor para el antigeno del linfocito T (TCR, "T

cell receptor”). Este receptor cs responsable de la interaccion especifica con los péptidos

antigénicos presentados en el contexto de las moléculas del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC, “Mayor Histocompatibility Complex™), permitiendo- la activacion . -
del linfocito y la generacién de una respuesta cspeclﬁca contra el antigeno que fue prcsentado :

Los lmfocnos T- a[i cxprcsan dos dlferentcs rcceplores depcndlendo de Ia etapa de g

maduractén en" l qu se encu ntrcn Durante Ias prlmcrus elapas del proceso de dlfercnclaclén de}




b

Pre-TCR TCR

a ITAM

Figura 1. Estructura de los receptores TCR y pre-TCR. El pre-TCR estd compuesto por las cadenas preTat y B. Se
asocia a un dimero de la cadena TCRU y las cadenas CD3 £ y . El TCR est4 compuesto por las cadenas o y la cadena
B. Se asocia a un dimero de la cadena TCRU, y los heterodimeros CD3e8 y CD3¢y.



hidrofébica ubicada en el extremo carboxilo que les permite atravesar una vez la membrana y
terminar con un dominio intracelular de aproximadamente 7 a 9 aminodcidos (3). Las cadenas
que forman e receptor se gencran a partir del rearreglo somdtico de los diferentes fragmentos de
los genes V, D y J presentes, en ¢l humano, en el cromosoma 14 para la cadena o y en el
cromosoma 7 para la cadena B, En cl ratén, los genes de Ja cadena o.se encuentran en el
cromosoms I4V‘y los de la cadena P se encuentran cn el cromosoma 6. Este rearreglo de los
diferéntes"kfragmcntos' penhite la generacion de diversas cadenas con la capacidad de unir

dnferemes péptldos y dlferentes moléculas del MHC, Se sabc que exislen regiones de los

fragmentos V D y Jques se han conservado, pero también existen regiones con un alto ;,rado de

vanabllldud Esta glones‘ son conocldas como  CDR's (“Complementury-Detenmmng

fReglons").' Cada cndena‘del‘TCR comiene 4 regiones CDR (CDRI, 2, 3 y 4). En estudios‘dc.

anéllsls cnstalogréﬁc se ha demoslrado que las rcglones CDRI y CDR2 de los segmcntos V(x Y.

VB de] TCR hacen contacto con las cstructurus de a-hclncc de las moléculas de clase.] y 1l quc i
'forman el surco en donde se une l pépndo Por otro Iado, lu reglon CDR3 es:la encargnda dc'

hacer el

tienc una cisteina cercana
ta cadena y. la cadena f

pcnmtlendo la formaclén del hcterod(mero (reynsad}ov eﬁ"(S)).j =



9N

(b)

Modificada de Fundamental Immunology.4ta. Edicion. 1999.

Figura 2. Estructuras del TCR y del Complejo TCR/MHC/péptido. (a) Estructura completa del receptor para el antigenos del
Linfocito T. Se muestran las cadenas o y B (morado y azul) y las regiones CDR's marcadas con nimeros. (b) Estructura
cristalografica del complejo TCR/MHC/péptido. Se muestra el péptido en amarillo y los aa de unién con las letras P1-P8. Las
regiones CDR se sefialan con color.



‘Sc sabe quc él prc-TCR, a'di“feréncit:l' del TCR, no réqhicre dc un ligando cxtcmo pzira

mediar sus funcuones, ya quc la cxprcsxén de cndcnas preTa y ’I‘CRB que carecen de los domlmos

extracelulurcs fue capaz de rescalar el fenoupo de ratones Rag-/- En estos ratones, el proceso de

dnfercncmcnén de los lmfocllos T se detlcne en el esledio de dobles negativos (6, 7) (ver més
adclunle) La cadcna prc-Tot conllene Ia regién transmcmbranal que s¢ encuentra presente en las
cadenas TCRa y TCRS Y. quc se propone cslé involucrada en la asociacion del TCR con el
complqo CD3 La colu cxtoplt’lsmlca de la cudena pre-Tat esté formada por 31 aminodcidos y
conncne smos de fosfonlacnén en serinas y treoninas, asi como una region rica en prolina, que

pucdcn fi uncnonnr como sntios de umén para dommlos SH3, Reclentemente se ha demostrado que

la cola cuoplasmica de la cudena pre-Tot tiene un papel en la scnallzaclén a través del receptor.

oma 6 en el humano

y en el cromosoma 17 en el ratén,




1ll.d. £l complejo TCRECD3

El TCR, para inducir una sciial, requ:ig:re de 'lny asqéiaciré;lidél compléjo TCRY/CD3 (9,

10). Este complejo estd formado por un dimero’de’ ld'cadéna TCRY, dos cadenas CD3e, una

cadena CD3y y una cadena CD38 (1 i). ﬁas regione§ ei{rac;:lulérés de las cadenas 7,8 y e'ypvoécen
estructuras similares, En estos dommlos se encuentran pares de clstelnas que forman puenles
disul furo, tanto mlracadcna. para l,cnerar la estructura similar al dommio de mmunoglubulma,
como inlcrmolccularcs, que pcnmlcn la fomwclén del complejo Encl caso de la cadena TCRQ, :

el dommlo extracclular consustc de sélo 9 aminodcidos 'y contlcne una cistcina que’ eslé

mvolucrada en la formacién del dimero L. Todas las cadenas del complejo poseen ammoécxdos.

la activacion dc Ios lmfocnos T (revisado en (9))

1l e. Moléculas Co-receptoras”

Como se menciond - anteriormente, "éxistéridos clases de linfocitos T efectores, los

linfocitos CD4 “de ayudé" ¥y los lﬁlfocitos’ CDSL"“'citotéxicos". Estas dos clases se diferencian
ademds de su funcit")h‘,_"kpéyr la éXpr 1 me"’ brana de los co-receptores CD4 y CD8. Cada

co-receptor es capaz de reconocer. gion . no . polimérfica de una clase de moléculas del




Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC). Los linfocitos que expresan el co-receptor
CD4 reconocen al MHC de clase 11 y los linfocitos que expresan el co-receptor CD8 reconocen al
MHC de clase 1. En términos gencrales, los linfocitos que cxpresan CD4 estan involucrados en la
respuesta inmunoldgica contra patégenos extracelulares, mientras que los linfocilos que expresan
CD8 participan en la respuesta citotdxica contra pu(égenos mtrucelulares (12)

El co-receptor CD8 es un helcrodimero fonnado por Ias cadenas oy B unidas por un_

nidq a‘una cadena
pollpeptidnca que permite su unclaje a la mbxén buedg estar

formado por un homodlmero de la cadena o."La cadena | dominio o de las

moléculas de MHC clase 1(13).

El co- receptor CD4 ¢s una molecula de 55 kDa tanto en el humano como en el ratén,
’eélé compuesta por 4 dominios extracelulares homélogos alos de mmunoglqbulma (llamad_os DI
a D4), una rcgién transmembrimal y una cola cilopizismica dé aproximadamente 40 ar‘ni'n‘oz‘icid‘os

(14). Los pnmeros dos domlmos fonnan una estructura de vés(ago rlgnda y se unen a otrnf ‘

estruclura snmnlar formada por los dommlos 3 y 4 a: través de una reglén de blsagm que se

: del MHC clasc 1 (revnsado en (15)) Con respecto a ios proxnmé'léé gla meiﬁbfana. se

o ha observado que el fragmentoy extmce] n dfmerd‘que se asocia a

wavés del dominio D4 (16, 17).y ta alteracién de | interfase entre las dos moléculas inhibe la
-funcion de este co-receptor. Pdr’oiro ladoy las estr tt}xras_vérivstalogréﬁcus de moléculas del MHC

clase I1 humanas y murinas sugiere la formacién de superdimeros, o dimeros de dimeros, en los




que dos moléculas del MHC clase I1 se encuentran alineados en unn orienlaclén cnra a cara. En
esle supcrdlmero, se propone la formacién de un sitio combinado de CD4 por el dominio 02 en

un hclerod(mcro con el sitio B2 del otro heterodimero, En lrabajos en los que se ha altcrado Ia

eslructuru de CD4 en este dominio apoya la idea de que CD4 |nterecciona con dos moléculas del

: MHC a lruvés dc Ias regiones 2 y $2 en la molécula del MHC (revisado en (1 8)) (Figura 3).

: La lntcraccnén entre Ios co- receplores y las molécul ¥ _es“ de baja afinidad, Sin

embargo, la capucldad de mlernccnonar on las

R ihleiaéf;;énﬂ simfu‘itényea» d'c'l VJTCBiY,..e‘,_‘? rc‘cc;;t‘prsco la. molécula del MHC ‘Esto permite la

formacnén de un complcjo telramérlco con mayor establlldad (19 ‘ 20) Ademds de eslabnllzar la

mleracclon enlre el TCR y el MHC Tos co- rcceptorcs conlnbuyen a Ia scnal deI TCR gracxas a la :

umén con la cmasn citoplasmica Lck a lravés desu cola cnop]ﬁsmica

- Ambos co- receptores mleraccxonan de manera no-covalente con Ias cistelnas C’“ y. C22

to odria exphcﬂr las
dnferenclas en los proccsos dc selecclo nsf como en:la generacnén de los dos subgrupos de

» Imfocltos T
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(a) (b)

MHCl¥/péptido

Célula Presentadora de Antigenos Célula Presentadora de Antigenos

Modificada de Gao, G.F., et al. Trends in Immunology. 2002.

Figura 3. Modelo de interaccion entre los complejos TCR/MHC/péptide y los co-receptores. (a) Interaccién entre

moléculas de MHC clase 1 (verde y amarillo) y el co-receptor CD8, formado por un dimero de la cadena o (rojo y azul) (b)
Interaccién entre moléculas de MHC clase II (verde y amarillo) y el co-receptor CD4 (azul).



Hrf Seﬂal:zac:du a naves del TCR

El reconocnmcmo dc Ios anlig,cnos es un evento crucial ‘para la activacién dc los

Imfocnos. La inlcrucclén con el anlig,cno inicia una seric de eventos que convergen en la

’gcl‘lvqclén‘ “df_:ﬁfaq(qrcs de lranscnpmén que generan diferentes respucstas, En el caso de los
timoéitos -coVn.u; Se lcs llama a los linfocitos inmaduros durante el proceso de diferenciacién-, 'lh :
senul pucdc gencrar la supcrvwencm de la célula o puede también iniciar su'muerte por un
proceso conocldo como “apoptosis”, En el caso de los linfocitos T maduros, las seﬁales pueden
generar la acuvnclén y difcrenciacién a células efectoras o el paso a un estado de "no-respuesta”

o “anergia”,

iEl pfimef evehio qhé ocurre después de la im‘eraccién TCR/MHC/péptido es la activacién

de ]as cmnsas de llrosma (quc nnadcn fosfatos a urosmas) dela famllla Src (Lck, Fyn, Yes) (28)

(29). Estas cmasas conticnen en su extremo amino terminal (N- lermmal) domlmos SH2 y SH3

mvolucrados en ln 1nleraccnén con otras proteinas y en su exlremo carbox:lo termmal (C-‘

' tenninal) un sltio dc rcgulaclon (30). Este sitio de re;,ulncnon es unu ro a quc se encuentra“ )

. fosfonlada y que, al ser def‘osfonlada por la fosf'\tasa CD4 permite-la a vacnén de la cmasa‘i

E (31) Una vez que la cinasa es ncnva‘ anade fosfalos alas tirosinas’ prescntes en las reglones’

especif' camente con los lTAM s bn fosfonlados de ilas cadenas del complejo TCRC/CDB es
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decir, en los que. ambas tirosinas han sido fosforiladas (37,-38).-La unién de ZAP-70 & los
’lTAM's Bi-fosforilados le permite alincarse con la ci|1asai lek'y ser fosforilada (32, 39). Sc ha
observado que la fosforilucién de ZAP-70 pbr Lck numenla suﬁc(ividad de manera considerable
(40), La actividad de esta cinasa ¢s lmprcscmdlble parn Ia scnallzaclon a lravés dcl TCR, ya que
los ratones deficientes de csta cinasa tiencn dcfeclos en el proccso de dlferencnacnén de los

linfocitos T (41).

ii. Proteinas adaptadoras

La acumulacién de proteinas fosfonladas en tirosinas cerca del complejo TCRE/CD3
permite el reclutamiento de otrus prolelnas A csms prolcinas s¢ les conoce como proteinas
adaptadoras. Las prolelnas adaptadoms se dcﬁnen como proteinas sin actividad enzimatica pcro

~ que conucncn:dlferenles dommlos de ymén para otras proteinas (“protein-binding motif’s™) (42).

La primefu Ekoi fna . qu

3 Ih séfializacién a través del TCR es la protélna' o

»transmembmnal LAT. Esta protelnu udapladora conncne 9 sitios de fosfonlucnén en tlrosma y es," E

; el prmclpal blanco de Ia cmasa‘ZAP 70 (43) La fosfonlacnon de estos smos le conﬁere la £

S ';cnpacidud de umr olras proteinas que contcn(,an domlmos SH2, mcluyendo fanto. aduptudoms W

'kcomo Grb2 y GADS como olras prolelnas con funcnon cnznmanca, como la 08 lipasa Cy |

(PLCyl), ITK y la PI3K (43) (44) La asocluclén d GADS con LAT

lam‘a’da' SLP

SH3 presente en GADS, permlte reclular a‘otra protelna adaplador -76 (42). SLP-’ :

76 es entonces fosforilada en dos sitios ZAP 0’ 43), y es capaz de mleracclonar,

con otras protelnas como ch' Vuv (45) El reclutamlemo de estas prolelna.

llenc como :

finalidad iniciar respuesta func nalcs como:: la actlvacnon dc la vm de’ las MAP cmasas

(MAPK), el ﬂu_|o dc calcio y cl rearreglo del cnloesquelelo
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s proteim adnplndora LAT y 1

{ii. Activacién de la via de lag AP cin 'sas
_La via de las MAP cinasas €s un grupo de vias de seﬁallzaclén que sc caracterizan por la
fosforilacién sucesiva dc cinasas con acllwdad dual quc pucden actuar sobre tirosinas o serinas y

treonmas, o cinasas que uctuan sélo en sennas y treomnas. Esta viu estd formada por una cinasa

ncnvnda por mntégenos (“MAPK" o “mv ge actlvated prol "n kmase"), una cinasa que fosforila

a la MAPK en hrosmns y treonmas (MAPKK), y.una cmasa que fosfonla y activa, a su vez, a la
MAPKK en sermas (MAP ‘ cuva graclas al reclutamiento del factor

intercambiador de nucleéudos de guamnn (GTP/GDP), Sos, por la protefna Grb2, con la cual se

asocia de manera constllutiva ’Cuando Sos es reclutada a la membrana, es capaz de activar a Ras.
Ras, en estado de repqso, esté usociada a GDP, cuando es activada se afade un fosfato al GDP y
se convierte en GTP. Ras-GTP es capaz de interaccionar con la cinasa Raf-1, la MAKKK, La
localizacion de 'Raf-blk i a lak' menﬁ)rana aumenta su ’act'iwrlidad de ’c'inasa y.es cntoncés kcapnzbde
actuar sobre sus Blan‘cbs Mek-i y Mek-2, las MAPI‘{K‘ VEsms»'cinésyns fASfofilan a su‘vez, a Erk-1
y Erk- 2 las MAPK y penmten que se transloquen al nucleo y fosfonlen algunos factores de

transcnpcnén como Fos y Jun que fonnan el complejo AP 1; entre otros (revisado en (46-48))

v F]il].()”de céléi

El ﬂujo dc calclo e mmb 'én un evemo necesano para activar o inducir la maduracién de

Ios lmfocnos T. Este evento ocurre gracxas a lu acuvacnén de la Fosfolipasa Cy-1 (PLCyl). Como

e mencnona amcnomlente, la PLC'y S recluladn a Ia membrana gracias a la 1nteracc|én con la
de ser fosfonlada en tirosina y actlvada por las cinasas

i Lck ZAP 70 y las cmasas de la familm Tec. Itk y Rlk (49- 51) La PLCyI es una proteina que
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hidroliza- ¢} fosfalldll mosllol 4,5 bifosfato (P1(4,5)P;) que se encuentra en la membmna, en"

fosfatidil inositol l 4, 5 trifosfato (IP3) y diacil glicerol (DAG). El 1P, induce la llberacnén dc .

calcio en dos fascs. La primera clevacién de calcio se debe a la salida de calcio de las pozas» E

intracelulares por la interaccién del IPy con sus receptores (IP3R-1, 2-y 3)'pre§énle$'éri‘lu

citoplasma del linfocito activa algunas enzlmas dependlentes de calcio ‘om la fosfatasa de

scnms/treonmas, Calcineurina, Esta fosfatasa actia sobre el factor de transcnpcnén NF-AT (52) g

La funcion de la fosfatasa es defosfonlar NF-AT para permmr su lranslocacnén al nucleo Exlsten

otras -vias que activan fac(ores de transcnpclén dcpendxendo de los mveles mtracelulares de

calcio, tales como la via medmda por NF-KB ' JNK (c-Jun (crmxn l km e) (53) (reVISado en’

(54)).

Por -otro - Iudo, el Dlacll glicero (DAG) iéf:cix_ii{sa;de k

scrmaltreonma, PKCG (Prolein kmase ce)-‘

4 su vez acuva a la cmasa JNK (c-Jun N
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- serinas que se encuentran en ¢l dominio de activacion de c-Jun (58). Se ha descrito también que
la cinasa PKCO es capaz de interaccionar con la cinasa 1KKe ¢ inducir la activacion del factor de

transcripcion NF-xB (59).

v, Rearreglo del citocsqueleto

Finalmente, ¢l rearreglo del citoesqueleto es también necesario para ln activécién‘dé‘los
linfocitos, ya que permite formar una union estable entre el Imfoclto T y la célula presentadora de’
antigenos, que muestra el antigeno a través de la molécula del MHC. Bsta umén estable entre las

ctlulas sc lleva a cabo en diferentes ctapas: la primera lmpllca la lnteracclén estable entrc el TCR ‘

y el MHC La segunda implica que el hnfocno adqunera una forma redonda Fmalmente, la‘
terccra elapa implica que cl linfocito interaccione, a través de una muyor éren de contacto, con la

celula presentadora (60), formando lo que se ha llamado la Smapsls [nmunolégxcn (6I 62) La

formacién de la sinapsis inmunologica implica |mclalmente senales t vés de dlferentes

receptores presentes cn la superficie de la célula, como CD28 CD2 la Yintegri‘ﬁa LFA-] y

posteriormente, sefiales a través del TCR Se ha propuesto que Ia molécula adaptadora SLP 76

fosforilada es capaz de interaccionar con la protelna Vav-1 y la adupmdora ,ck ch a su vez, €5
capaz de interaccionar con la cinasa Pak (p21i-activated kma‘se)v. La fo‘rmac‘:lén‘de] complejo SLP-
76/Vav-1/Pak facilita el accrcamicnto de GTPasas de la familia de‘R.hé con la cinasa Pak (63, -
64). Existen deersés trabajos en donde se describe el papel de esta familia defGTPusas, asi como
de Pak cn ia movilizacién del citoesqueleto (65-68) (revisado en (69)). - ‘

La ;iclivaeién de factores de transcripcion como NF-AT, NF-KB'y el ?ompiejo AP-1 a

través de la via de las MAP cinasas, la liberacién de calcio y la actiyﬁcién ‘dvé la cinasa PKCO
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permite la expresion de los genes que estan involucrados tanto en la activacién como en la

maduracion dc los linfocitos T (Figura 4).

L. g. Papel de los microdominios de membrana “lipid rafis” en la sefializacidn a través del
TCR.

La modulacion de Ias scﬁalcs induc‘idas" por el TCR es csencial para la regulacién Qc la
respuesta en contm del anllgcno. Esta modulacnon depcndc de la compurtimentalizacién de las

moléculas quc pamclpan en las scnales mducndas por el TCR en diferentes reglones de la

mcmbrana Actualmcnlc se ha dcscnlo que lu membrana plasmética no es homogénea (70), smo

s

esth fonmda por dlvcrsos microdominios que podrian semeJar a pequeﬁas

quc por cl contrarlo.

: ,lslas que ﬂolan en In superficie de la célula, A cstos dominios se les ha llamado * mlcrodomimos

‘fdc membmnu o “Ilpld rafts” y fueron identificados por su insolubilidad a detergentes no 16mcos
como el Tnlén X-100 a bajas temperaturas. Estos dominios que se cnmclenzan por ser ricos en
f'coleslerol ;,Ilcerofosfohpndos, esfingolipidos y en prolctnas nncludas a ghcosnl fosfatidil-inositol
‘ (GPI), poseen difcrentes caracteristicas biofisicas que Ies permllen ensamblarse en estas

- estructuras. Dado que estas estructuras reclutan molcculas dlferenclalmente, se ha propuesto que

los microdominios pueden funcionar como “pl'uaformas dc senalizacién

En el caso del rcconocimicnto ahtigénicoﬁ"cunlidq linfocite hqce contacto con la célula_

presentadora, se forma una eslructura Ilamuda sina‘

Synapse”), La sinapsis mmunologlca es una estructura

“maduro” se cnraclcnza por la Iocahzacnon ordenada de dlslmlas moléculas en la superﬁcle de

contacto entre el lmfocuo Tyla APC La smapsns mmunologlca consta de un nucleo cemral que
contiene el TCR mtcmccnonando con el MHC/pepndo junto con moléculas importantes en la

scﬁahzacicfm (CD4,‘ ZAP-70. I’CKQ, entre otras). A esta region se le ha llamado “cSMAC”
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Modificada de Leo,A., et al. Curr. Opin. Immunol. 2001.

Figura 4. Seiializacion a través del TCR. La interaccién entre el TCR con el MHC/péptido induce la activacién de tres vias
principales: la via de las MAP cinasas, la liberacién de calcio intracelular y el rearreglo del citoesqueleto. Estas vias convergen en
la transcripcién de genes como el de la citocina IL-2, importante en la prolifereacion de los linfocitos T.



.- (“central supramolecular activation cluster”). Ademas de las moléculas de seiializacion,
contiene moléculas de adhesion como CD2, ubicada principalmente en la periferia de esta
cstructura, Esta estructura estd rodeada por un anillo periférico llamado “pSMAC” (“peripheral
supl;umolecular activation cluster™) que permitird estabilizar el contacto entre las dos células y en
el que se encuentran principalmente moléculas de adhesion como la integrina LFA-1 (Figura 5).
Para que se forme csta estructura ordenada se requicre de una primera interaccion entre las
molvéculas de adhesion cuya carnclcristicn es que son moléculas de gran tamaﬂo, Eéto bcnhite el
: acercamiento de las dos célulns de manera inespecifica y anlenor al reconocxmiento del péptido

o por pane del MHC y posler{onnenlc se ‘da la mteraccién entrc vnrias moléculus de TCR con las

: V'del complejo M C/pépudo enla célula prcscntadora de antfgenos. En esta etapn de la fomwclén

ovnmiento lateral de moléculas desde dentro dela smapsls hacia fuera y

& V|ceversa, de manera q e las moléculas dc adhesién se excluyen de la zona dc contacto central :
) permntiendo el rcclutamlento del TCR asi como de los co- reccplores y del resto de las moléculas 2

) mvolucradas en In senahzacnén en la reglén ccntral Este reclulamiento depende generalmente de .

su cnpacldad para asociarse a los mlcrodommios de membrana. (revnsado en (71-73))

Se ha descrito que en células T hay dlversas moléculas que son capaces de recluta e a Ios =

microdominios graclas a la adlclén post lraduccxona] de a]gunos ”pld

. pulmnoilaclén, mmsnlaclén o f ! lac16n p' nmten este reclutamnen

Por otra’ parte, el amano - d ‘moléculas asi como las caracteri C : ominios

transmembranales son también factores: mportantes para e] reclutamiento la VeX’cldsién a los

: ’jmxcrodomlmos Entre las: moléculasque - se reclutan constltunvamente a']os microdomlmos de
X mgmbrana se encuentran las cinasas de la fumiha Src, Lck y Fyn. Se ha descnto que estas cinasas

se rgclutan’a os microd nios gmclas a quc conuenen dos sitios de acetnlactén en el dominio

amino-terminal La delécl‘é‘n de estos sitios 1mp|de su co-locnhzacnén a los microdominios y su
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Modificada de Davis, D., et al. Trends in Immunology. 2002.

Figura 5. Estructura de la Sinapsis Inmunolégica. La sindpsis inmunoldgica estd formada por dos regiones principales: la
region central (¢SMAC) y la region periférica (pSMAC). En la region central se encuentran los complejos TCR/MHC/péptido, asi
como otras moléculas sefializadoras como ZAP-70, PKC, Lck y los co-receptores, entre otras. Esta estructura central es
estabilizada por la regién periférica (anillo periférico), que contiene principalmente moléculas de adhesion como LFA-1.



capacidad de sefalizar de manera adecuada, Otra molécula imprescindible para la sefializacion a :
través del TCR es la molécula adaptadora LAT, Esta adaptadora se éncucnlré ‘constitutiva.ment'c
asociada a los microdominios por un sitio de palmitoilacién, Las mutantes que carecen de estos
sitios no son capaces de ser fosforiladas por la cimisa ZAP;7O y pQr lo tanto, no son capaces de
inducir sefales, Las cadenas del complejo TCR{/CD3 sé éxcldyeﬁ o se asocian débilmente a los
microdominios en condiciones basales, Sin embargo, cuéndo écune lé interaccién del TCR con el
‘ MHC, este complejo, ya fosforilado, se locaiiza en los microdominios en donde pueden
interacciohar conla cinasa  ZAP-70 e iniciar la cascada de sciializacion involucrada en la
aclwacnén.
- Existen otras moléculas que sc encuentran involucradas en la regulacién de las sefiales

del TCR. Entre estas moléculas sc encuentra la fosfatasa CD4S, Esta fosfatasa estd involucrada

en'Ja activacion de la cinasa Lek pero de igual manera podria ser capaz de defosforilar las

Vcohcéntr‘ar las proteinas n arlas pnra mducnr las dlfercmcs senales que requnere la célula para

: activarse. De hecho, se. ha propueslo que dependlendo del reclutamxento de unas proteinns u otras
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a la region de la sinapsis se pueden modular las sefales y por lo tanto, modificar las respuestas de

la célula. Si embargo, esta hipotesis es ain un tema de controversia.

Incluidas Eacluidas durante la Reclutadas durante ia

constitutivamente interaccion TC RN interaccion 1CRNMH(C

‘Tabla 1, Componentes de la cascada de sefalizacion del TCR presentes ¢l microdominios

de membrana en células en reposo o activadas(74).

111, h. Desarrollo de los linfocitos T

Los progenitores de los linfocitos T se generan duramc el desarrollo fetal en el higado y
después del nacimiento, cn la médula ésea, En el rqtén, estos progenitores salen en grupos dc;de,
higado hacia el timo a partir del dia 11 de gestn;:ién. El p;imer grubo ;le célulqs ;‘)rogénftoréls

llega al timo antes del dia 13 de gestacion, -Estas células generardn el -repertorio d}eb, células
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maduras durante cl perfodo de gestacion y durante la primera semana después del nacimiento. El
scgundo grupo de células llega al timo después del dia 13 de gestacion. Estas células generaréan el
repertorio de células maduras aproximadamente en cl dia 7 después del nacimicnto. Una vez en el
timo, los linfocitos inmaduros o timocitos migran desde la corteza del timo hasta la zona
medular. Durante este recorrido, los timocitos reciben sefiales que inducen su diferenciacién
desde células progenitoras hasta linfocitos T “naive™.

El proceso de maduracion se divide cn diferentes estadios dcpcndscndo de la expresion en
superficic de diferentes moléculas, CD25, CD44 y los co- receptorcs CD4 y CD8. De acuerdo a la

cxpresion de las moléculas co-receptoras, ¢l proceso dc maduruc;én se dwnde cn tres estadios: ¢l

cstadio de dobles negativos (DN, double negative, CD4 CDS ), en’ el quc no expresan co-
reccptorcs; el estadio de dobles positivos (DP, doub]e positive, CD4°CD8"), en el que se
expresan ambos; y el estadio de positivos sencillos (SP, single positive, CD4'CD8 o CD4'CD8"),
en ¢l que la célula regula negativamente la expresion de uno ‘de los co;rcceptorcs. (Figura 6)
Durante el estadio de dobles negativos (DT;J) se lleva a cabo ¢l rearreglo genético de la
c‘adcnqﬁ del TCR, En este momento se expresa en la superficie un receptor inmaduro formado
'por Ia éadena B rearreglada y una cadena a inmadura, pre-To (5). La sciial de este receptor
mmaduro dcuene el rearreglo de la cadena B (seleccién B) ¢ induce el inicio dcl rearreglo de la

: cadena o y la expresnén de ambos co-receptores en la superﬁcte. En eslc momenlo los umocnos

- tlmocltos que expresan receptores con espccuﬁcldades potcncialmcnlc utiles,: e dec1r. que

- reconocen a un'peptldo propxo asocmdo a moléculas dcl MHC con una avidez intermedia ((75) y

! : revnsado en (76 77)), "Ia selecclén negauva bf‘dg:]ecnén_ clpnal 5 que Jnduce‘lavm‘uevrlc por
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Figura 6. Estadios de diferenciacion de linfocitos T. El proceso de diferenciacion se divide en tres etapas caacterizadas por la expresién
de los co-receptores: el estadio de Dobles Negativos (naranja), el estadio de Dobles positivos (rojo) y el estadio de Positivos Sencillos
(morado y azul). Los linfocitos se seleccionan por dos eventos: la seleccién positiva, que selecciona los TCR que reconocen el antigeno
con afinidad intermedia; y la seleccion negativa, que elimina los TCR que reconocen el antigeno con afinidad alta, los cuales pueden ser

linfocitos autoreactivos.



apoptosis de aquellos timocitos cuyo TCR tiene una alta avidez por péptidos propios expresados
por las células del estroma (timocitos que pueden ser autoreactivos) (78). Al mismo tiempo que
se seleccionan positivamente, se lleva a cabo la eleccion del co-receptor, que determinard el
fenotipo de linfocito: CD4 “ayudador versus el fenotipo CD8 “citotéxico” (revisado en (76, 79-
81)).

La eleccion de co-receptor es uno de los procesos de seleccion que no han sido explicados
todavia. Se ha propuesto que los co-receptores juegan un papel importante durante este prdceso.
Se han descrito diferentes modelos para explicar la eleccion de los co-receptores. Estos modelos
proponen diferentes mecanismos por los cuales se induce la eleccién de linaje, Siﬁ embargo, las
moléculas que participan cn la cleccion son las mismas, el TCR, el co-receptor y et MHC/péptido
sc encuentran presentes en todos los modelos, mientras que la participacion de otras moléculas,
como Notch, se han descrito sélo para algunos modelos (82). Entre los modelos descritos se
encuentran: el modelo instructivo, ¢l modelo estocéstico y el modelo de intensidad de sefial. ’El;

modelo instructivo se basa en la especificidad de la interaccidn de CD4 con moléculas del MHC

clase 11 y de CD8 con moléculas del MHC clase I cuando el receptor rec oc: a un péptldo

- se-asume que el timocito es "1nstru1do" hacna un lmaje delemﬂnado p Ig' ihtéfa'cci(;‘n del co-
receptor con el MHC correspondlenle : :
Por otro lado, el modelo estocéstlco propone que exi a Tegula é};'ﬁegéiiya‘de la'.
expresion de uno de los dos co-receptores lmcml y “al azar‘ ’ Facciér

través del TCR. Por eJemplo siun llmocnto regu]a neganvamente CD8 y mantlene el co- receptor
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CD4 y posteriormente interacciona con un péptido/MHC clase 11 con baj‘a afinidad, entonces se
induce la supervivencia de la célula. En cambio, si el timocito tiene un  TCR especifico para
péptido/MHC de clase [ no recibird una sefial adecuada y no seré rescatado de la muerte celular
programada (mucrte por “negligencia™) (83), v L ’

Finalmente, el modelo de intensidad de sefial se basa en la "canndad de senal” que la

célula recibe como consecuencia de la seiializacion a lravés del TCR Esle modclo propone que la

sefial puede estar dada por la participacion de los co-rgcep(q;cs vpamcularm»ente,‘ya que la
expresion de una quimera que contiene el extremo ex!rﬁkcél'ulal.'“y t‘r‘aris;rﬁémbrunul dé CD8yla
cola citoplasmdtica de CD4, genera que las células se dife}encien enﬁ linfocitos con fenotipo de
CD4 ayudadoras pero que respondian por MHC clase 1 (26, 84). En-la actualidad hay gran
evidencia de que la diferenciacion hacia los linajes de CD4 o cbs requierén la participacién de
vias de sefializacion diferentes (revisado en (85, 86)). Uno de los modelos que podrian explicar la
diferencia entre la sefial requerida para la dlferenciacién de CD4 y no de CD8 sc basa en cI
balance relntwo de la sefial gcncrada por el TCRA En este conlexto, se ha demoslrado la cmasa

Lek j juc[,ﬂ un papel 1mpor1anlc en ]a elecclén deI co: receplor y esto puede ser debldo a que ex1ste

una mayor aﬁmdad de Lck por CD4 que por CD 85 Por ejemplo, si se expresa una mutanle :

acuva de Lck se dm[,e la dnferc‘ i xpresa una mutnnle mactwa, se

dirige la dnfcrenciacnon a lmaje CD8 (87) De lgual manem, se ha demostrado que la MAP cmasa,

Erk, juega un papcl 1mponante en Ia dlferenciacxén EI uso de mutantes e mlnbldores de las
moléculas cascada ﬂmbn de Ia MAP cmasa Erk (cinasas de MAP cmasas y Mek) (88),
demuestran que la activacion de esta cascada de senallzaclén dlnge Ia dlferencmcién a celulas‘kv
CD4 SP. En cste.mismo trabajo, se-describe que el uso de estos mhlbldores no_elimina .la:

diferenciacion de los linfocitos CD8 SP.
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Por: otro - lado, se ha descrito que Notch,: inicialmente - descrito - como  receptor
transmembranal cuya activacién participa en la eleccién de linaje celularen Dfusap/rila sp. (89),
estd involucrado en la diferenciacion de los linfocitos T en el,tim“o,, Se ha descrito que Notch
part.icipa en la eleccion de linaje T vs. B, off vS ¥y en >C‘lv)y4VVS:CVD8 (révisado en (90).) Se ha

demostrado que Notch posce un papel lmponnnte en Ia eleccxén de lmaje CD4 vs CD8, ya que

mutnntes uctivada de Notch dirigen a CD8 SP (91) Estudlos rccientes han demostrado que la

sefial de Notch actua sobre el silenciador de CD4 (92, 93). Sm embargo ain existe controversia

. sobre el papel real de Notch en los procesos de sel‘eccié‘n timica asf como en la eleccion de linaje.

1. i. Dimerizadores quimicos

L i. i. La dimerizacion en la transduccién de seiiales

Las interacciones especificas entre proteinas son esenciales pnru la mayoria de los

; ‘nzaclén. esto es, la
La dimerizacion es un evento ‘comtin en’ la r'ahsduééién de séﬁales, ya que permite
regular, a través de diferentes mecamsmos, lu mteracclén entre Ins prolelnas mvolucradas enla

generacion de estas seiiales, La dnmenzacnén permxte otfentar y acercar a las proteinas, Un

cjemplo de ello es el que presenta el reccptor de TGF-B. En este caso, eI ncercamlemo de dos ’

receptores permite la trans-fosforilacién de las cadenas cxtoplésmlcas de cada uno de ellos (94)
Otra ventaja de la dimerizacién es que se pueden reclutar dos proteinas con funclones dlfcrentes

En este caso la interaccién de dos prolelnas puede genemr un complejo con funclén negatlva,

mientras que si una de esas protelnas mteraccnona con olra, la funcl on del complejo pueda ser
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positiva. En muchos casos se ha observado también que la formacion de dimeros aumenta la
afinidad del complejo por su ligando, por ¢jemplo el heterodimero Fos-Jun (95).

Los receptores de los linfocitos B y T ( BCR y TCR), son complejos multiproteicos que
contienen tanto dominios de unién al antigeno, como subunidades con capacidad para transducir
scﬁnles. En el caso del receptor del linfocito T, las cadenas o y B son las encargadas de reconocer
al antigeno, mientras que las cadcnas asociadas qv;xe formnn el complejo CD3 y la cadena del

J‘TCRC se encnrgan de iniciar la sefial. Los esludlos reallzados con estas cadenas estdn basados en
: 'el dxseno de moléculus quiméricas que conlicnen los domlmos extracelulares de otras protelnas y

“las colas clloplésmlcas de lus cadcnas del comp lejo. En estos estudlos, el entrecruzamiento de las

moléculas quiméncas es capnz de mducnr mnlo seﬁales tcmpranas como tardias, dcmostrando que

eslas cadenas son 1 las encargadas de inicmr la senal y que era necesaria. la oligomerizacién de

estas cadenas (96 97)>‘Més tardc, se dcmostré que era necesana la ohgomenzaclén y no la

dlmenzacufm de ln cadena el TCRC para mduc1r una scﬁal (98, 99). En otros estuduos s

demostré que los complejo de CR/MHC/péphdo forman oligébmeros en solucién ( 100) Este

‘ efecto es esp If‘ ico, |ya.c observa cuando se presenta el péptido correcto. La;v

) ollgomenzaclén dependlente del péptido observada en estos estudios sugiere que dlferentes ;

pépudos pueden mducir d1fcrentes grados de oligomerizacién y esto, repercutir en la mtensndad -

ide senal que reclba eI linfocxto B

ll i. ii. Slstema de dlmcnzaclén
Ya que la dnmcnzaclén y oligomerizacion de proteinas son eventos usuales en Ia biologin
de las células, se han dlsenado sistemas que sean capaces de inducir Ia dnmenzaclén de estnsk

- protel‘nas.\Eslos métodos estdn basados cn el uso de moléculas}orgémcas de bajo peso molecular
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capaces de permear la membrana ¢ interaccionar con dos ligandos al mismo tiempo e inducir su
dimerizacion. A estas moléculas se les conoce como “induclores quimicos de dimerizacién™
(chemical inducers of dimerization, CIDs). Estos induclores constan de dos dominios que
reconocen especificamente dominios que han sido fusionados a las proteinas de interés.

El primer dimerizador, el FK1012-H2, se generd a partir de la droga inmunosupreéoru
FK506, El cfecto inmunosupresor de csta droga sobre la actividad de los linfocitos T, depehde de
su interaccidn con la proteina chaperona FKBP-12 ("FK506 binding protein 12”). Una veé que la
droga se une a la chapcrona FKBP-12, es capaz de interaccionar e inhibir a la fosfatasa
calcineurina, Esta fosfatasa estd involucrada cn la activacién del factor de transcripcién NF-AT,
- de fnancra que si este factor no es defosforilado, no puede translocarse al nicleo y actuar como
factor de transcripcion. Como consecuencia, no se completa la seiial de activacién y pdr lo tanto
se inhibe la respuesta del linfocito T.

El dimerizador FK1012 se generd al unir dos moléculas de FK506 a través dcl‘ sitio de
unidn a calcincurina. Este dimero contiene los dos dokminios de unién con cl ligan;ié, el FKBP-
12, pero, puesto que carcce de los dominios que ixltcraqcibllan‘ con ;lé. éﬁlcihcuﬁna, este

dimerizador no interfiere con la actividad celular (Figum 7).

Los dimerizadores o molcculas mducloras dc Ia dxmenzacuon se uullzaron por pnmera‘ :

vez para entrecruzar la’ cadcna del TCRC En este trabajo sc dlsené unn qunnem que contenia la

cola clloplasméuca de la cadcna § y un . modulo dc umén dc la molecula mductora de:‘ '

dimerizacion. Esta quimera eslaba anclada a la membr'ma por un domlmo de mmstllacxén. En

este estudio, el tratamiento con el dnnerlzqdor FK1012-H2 gcncraba lnpct_wacmh de un “gen

reportero dependiente del TCR (Figura 8) (98).
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FK1012

Fker @@ - FKBP
FK506 FK506

Toxicidad e inmunosupresion

Figura 7. Efecto de la droga inmunosupresora FK506 vs. el dimerizador FK1012. La droga inmunosupresora FK506 se une a la
inmunofilina FKBP-12 presente en la célula. La interaccion entre estas dos proteinas permite la union e inactivacion de la fosfatasa
Calcineurina. Esto inhibe la activacién del factor de transcripcion NF-AT. El dimero de la droga inmunosupresora FK506, llamado
FK1012, no es capaz de interaccionar con la fosfatasa. El dimerizador conserva los dominios de unién al FKBP-12 pero carece de los
sitios de union a la Calcineurina.
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Figura 8. Activacién de la cadena TCR{
por el entrecruzamiento intracelular a
través de dimerizadores quimicos.
Spencer, et. al. (98), disefiaron un modelo
de activaciéon de la cadena TCRY por
medio  del  entrecruzamiento  con
dimerizadores quimicos. En este trabajo se
generd una quimera que contiene el
dominio citopldsmico de la cadena TCR{
unida a tres copias del ligando para el
dimerizador FK1012. En este trabajo se
demostré que el entrecruzamiento
exclusivo de esta cadena es suficiente para
inducir la activacion de factores de
transcripcion como NF-AT.



Actualmente ‘se han desarrollado variantes sintéticas del dimerizador FK1012, Se
disefiaron nuevos dimerizadores, entre cllos, nuevas variantes como el FK1012-H2, y los
dimerizadores sintéticos AP1510 y AP20187. Estos tltimos dimerizadores se generaron a partir
de la estructura del FK1012-H2. El dimerizador AP1510 cs la variante sintética del FK1012-H2,
mientras que ¢l AP20187 es una variante de menor tamaio, mis estable y que interacciona
especificamente con hn nuevo ligando. El nuevo ligando es un FKBP-12 que contiene una
mutacion ‘en el aminodcido 36 (F36V)(Figura 9). En el presenie. estudio se‘utilizaron los

‘ dimerizadores FKIOIZ;HZ y AP1510 puesto que nuestras quimcrus vcbr%licxylen‘ la:‘mo‘lééuln
silvestre de FKBP-12, y ¢l huevo dimerizador sélo interactiia con moléculns hiu‘tan’t:’s“ para las -

secuencia FKBP-12,
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Figura 9. Estructuras de los dimerizadores. El dimerizador FK1012 es el dimero de la droga inmunosupresora FK506. Este
dimero fite generado a partir de la unién a través de la region de unidn a Calcineurina por un anillo benzénico. El dimerizador
AP1510 fue sintetizado a partir de la estructura y funcién del FK1012. Este dimerizador es més pequefio pero posee la misma
afinidad por su ligando, el FKBP-12. El dimerizador AP20187 es una nueva versi6n capaz de interaccionar solamente con un nuevo
ligando, el FKBP-12*, que contiene una mutacion en el aminoacido 36 (F—V)



IV, Justificacién

VLa‘ sefializacion a través del VTCR es crucial en‘ la_ activacion de los linfocitos T. El
resultado de esta sefializacién depende. del esiédld de diferenciacion en que sc encuentra cl
linfocito T, Asf mismo, en linfocitos T ﬁudufo# la sefial mediada por el TCR puede inducir la
activacién del linfocito T, llevando a la proliférn;:ién y la diferenciacién funcional, o bien, inducir
un estado de “no respucsta”, cuando la sehal n través del TCR se da en ausencia de
cqcslimulacién. La capacidad del TCR para transducir sefiales, es conferida por su asociacién al
complejo TCRE/CD3. Hasta la fecha se han propuesto dos modelos para explicar la contribucién
de cada una de las cadenas del complejo CD3 a esta sefial. El primer modelo postula que las
cadenas del complejo tienen un papel cuantitativo. Es decir, los ITAMs poseen la misma funcion
y solo contribuyen amplificando las sciiales. Esta hipotesis se ha propuesto basindose en trabajos
en los que se describe que ¢l nimero de ITAMs utilizado para la reconstituclén del fenoupo de

ratones “knock out” para la cadena TCRE (101), se correlacnona con el grado de desarrollo de los'_"

linfocitos T, apoyundo su contnbuclén cunntltatlva Por otro Iado, el segundoﬂmodelo postula que :

cada cadena pu de contnbuir de manera cu Iitatx cntes durunte el

"proceso de ‘maduracion y/o uctlvacién de Ios lmfocitos‘T (101) Esle se propone con basc en

: cstudnos in vitra en los que se ha dcmos(rado que los ITAMs presen(es en las dlstmtas cadenas :

: ‘tncncn af' mdad : fcrencml por dlversos substratos, suz,mcndo una dnferencm cualltatlva ent

'dnstmtas cadenas dcl complcjo CD3 Por ]o tamo atn exlsten mcégmtas sobre la contnbucxén': '

mdnvndual de las cadcnas del complejo, asl como de los co- receptores, en las scﬁales mvolucmdas

durantc la dtfcrencmcnén y acuvaclon de Ios lmfocnos T.

Para: el anahsns de Ia/ senales mcnadas por el complejo TCR/CD3 en lmfomtos T

maduros, se han gcnerado quxmeras con los domlmos cntoplasméucos de cada cadena Algunos
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de cstos estudios proponen que la cadena TCRE es suficiente para inducir una seiial completa de
activacidn, pero otros contradicen esta hipétesis. En nuestro laboratorio se estudio previamente el
papel de la cadena TCRE en lneas tumorales de linfocitos T, asi como en ¢l desarrollo y la
aclivacién de los linfocitos T utilizando un modelo de ratén transgénico. En este trabajo, los

resultados obtenidos demosiraron que in.vi(ra utilizando la ana tumoral dé Iinfo'citos'T la

cadena TCRE fue capaz de mduclr una seﬁa ‘comp!eta dc acuvncnén determmadu por Iav :

fosforilacion de csta cadcna, asi como por/‘ lvaclén de faclores de transcnpcnén

imprescindibles en la activacién de los Ilnfocros Sm embargo, el eslud:o de lin

nfoc tos T ’

maduros y timocitos del ratén transgénico, la acuvacnén dnvndual de TCRC fue m

todas las sefiales requeridas para |nducir la dlfcren_cxacnén d lmocitos y I ncuvacnén funcional;

de los linfocitos T periféricos. Estos resultados nos a postular qiie in vivo otras cadgqas‘o
el co-receptor CD4 son necesarias para cgniplementar las sefiales iniciadas a través d‘; la éddcna k
TCRE, ve '
Los ;:o-recepton;.s tiencﬁ un abél'imponame en la activacion de los lmfé)c'itos T. Los co-
' receptores cstabllizan la mtemccnén cntre }el MHC gracias- a que

lnleraccmnan al mlsmo tlempo con las molécu as del MHC. Dad ‘que los co- receplorcs estan

aSOCIBdOS a traves de su dommio cltoplésmlco a las‘cmasas de Iu famllla Sre, Lek y Fyn, el

acercamnento de los co- receptores al TCR penmtc reclular a estas cinasas a’ los dominios

ancra ; mlcmr ln cnscada de,

mlracelulares de las cadenas vclvelAcqn)pleJo TCRQ/CDB‘y de’esta’r

seflalizacién del TCR. Esta segunda funcion de los co-receptores nos sugicre que estas molcculas“_ .

puedan tener un pép'el importante en la ampiiﬁga'clén de 1a sefial del TCR: Es por ello que'en qste

: trabajo'pretende entender mejor la contribhéién}yrb'iqquimnc_ab y funcional del cq-receptor,CDtt a las

sciiales iniciadas a través de TCRE,

45




V, Hipétesis
La contribucién del co-receptor CD4 a las sciiales inducidas a través de la cadena TCRE,
permite potenciar vias de sciializacion, que se traducen cn la optimizacion de la respuesta

funcional del linfocito T.

VI, Objetivos
1) Expresar las quimeras de las cadenas TCRE y el co-receptor CD4 en el hibridoma de
linfocitos T murinos By155,18'y lés lineas de linfocitos T tumorales Jurkat E6-1 y

Jurkat Tag,

2) Analizar la fosfonlaclén dc Ia qunmera de la cade a TCRC como consecuencna del -

entrecruzamlento cxlracelulnr (con el anncuerpo anti- CD2) [ mtracelulur (con el :
. dlmenzudor) en presencnayausencia del ‘qu

3) Evuluar la capacldad de las quimcras parn mducir rcspueslas cnscada abajo en la

senallzacnén como la elevnc:én de ca]cio mtracclulur y Ia actlvaclon de fnctores de

transcripcion.
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VII, Materiales y Métodos
VIl a. Materiales

Para generar la quimera de § (CD2-§-FKBPx3) se amplificd por PCR un fragmento de
aproximadamente ~700 pb quc conticne los domiﬁios extracelular y transmembranal de la
molécula CD2 humana, Este fragmento fue clonado en el plasmido Bluescript (pSkK-)
utilizando las enzimas de restriccion Xbal y Xhol, Posteriormente se inserté en el extremo 3°
un fragmento de 320 pb que conlicne ¢l dominio citopldsmico de TCRE murino, previamente
purificado del plz\smldo MZE (98) Finalmente sc colocaron tres copias de la secuencia que
codl!‘ ica paru la mmunol’ lma humana I‘KBP 12 (~1Kb) previamente purificadas a partir de la
,dlgcsnén con Xhol dcl plasmldo M3FIZ

Parn gcnerar la conslrucclén que connene el CD4 murino, se amplificé por PCR el

frnl,mcmo»qu corrcspondc al. domnmo cnoplésmtco (aminodcidos 384-447) utilizando la

: DNA pohmcrnsa de’alm cf cncncla (I’I‘U, Stratagene, USA). En el extremo 5' se aﬁadxé un
mo dc restncclén Sal I y en cl extremo 3 se anadlé un sitio de restncclén Xho para facilitar
3 Ia ligacxon cont la reglon 5 CD2 y con'el fragmento FKBP 12 en posnclén 3’ El fragmento
nmpllf‘ cado s¢ corto con lns enznmas S’\l I y Xhol. Estc fmgmento se insené enel plasmido

que comeniu lu rcgon extracelular y transmembranal del CDZ clonndo en pSk- (linearizado

EcoRi (98).
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Vil a. ii. Lineas Celulares

Se utilizé un hibridoma de linfocitos T murino, la By!55.18 (donado por la Dra. Barbara
Bicrer; Dana Farber Cancer Institute, Boston MA, USA) y dos lincas de linfocitos T humanos:
las células Jurkat E6-1 (ATCC #177) y células Jurkat Tag (donadas por el Dr, Stuart Schreiber;
Department of Chemical Biology, Harvard University, Cambridge, MA, USA), Todas las lincas
se mantuvicron cn cultivo en medio RPMI i640 (Gibco BRL Grand  Island, NY USA)
complementado con 10% dc Suero Fetal Bovinoe (SFB) (Gibco BRL Grand Island, NY. USA),
glutamina (292 pgml), estreptomicina 100 pg/ml, penicilina 100 Urml (Gibco BRP Grand Iéland,
NY. USA) y HEPES 12.5 mM (Gibco BRL Grand Island, NY. USA). Para las clectroporaciones
se utilizoé medio RPMI 1640 con 10% de SFB, glutamina 292 pg/mi, csiiepibrhicina 100 pyml,
penicilina 100 Uiml en ausencia de HEPES. En ¢l caso de las cslimulécibnes, paré disminuir lé'
fosforilacion basal de las proteinas de la célula, se utilizé mcdlo RPMI 1640 complementado con‘ )

0.5% de SFB, glutamina 292 pg/ml, cslrcplomiclna 100 ug/ml pemcnlma 100 U/ml y HEPES :

12,5 mM. Las lineas E624 y E6CD4GS, que exprcean establemenle lns qulmeras de la cadena'

) TCRC, y CD4 rcspccnvumente, se mamuvncron en mcdlo RPMI 1640 complementado con 10%;
de Sucro F etal Bovmo (SFB), L,Iutamma (292 pyml), estrcptomlcma 100 ].lglml pemcnlma 100,

‘U/ml HEPES 125 mM y 1; 2 ug/ml Lcneuama (G 418 Sulfate Glbco BRL Grand lsland NY

: USA) Las lincas establcs, ag,l; y TagCD4 que expresan eslablcmente las qunmcms de la cudena .
TCRQ, y CD4 respccnvnmeme. se, mantuvneron en medno RPMI 1640 complememado con IO%V

ide Suero Fc(al Bovmo (SFB) ;,lutamma (292 pyml), es(reptomlcma 100 pglml pemcl]ma 100~ :

+ Ul HEPES 12 5 mM y 1. 9 ug/ml L,cneucma
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S antlcuerpos pnmnrios se utilizo estreptavidina punﬁcada (lO ug/ml; Pierce).

VII. . iii. Dimerizadores

Se utilizd una version modificada del lr’diméyrizador 6riginal FK1012-A, el dimerizador
FK1012-H2. Este dimerizador fue smtelizado por el Dr. Steve Diver, del Departamemo de
Biologla Quimica de la Universidad de Harvard Cambndge, MA USA Tambxén se uullzé un
dimerizador sintético, el APISIO ( 102) Este dlmenzador esta dlseﬁado en basc al dlmcnzador

FK1012-H2 pero tienen un menor tamano y posee una actlvidad més potentc en ensayos de

transcnpcién in vitro (proveldo por la compaﬁia Anad Phnnnaceuucals, Cambndge, MA USA)

Vl alv ntl \erpo

Para lu' tincién dc las moléculas cn Ia superﬁcne se uuhzé eI antlcuerpo primario anti-CD2

; humano biotmllado (1/200 1/400 v/v)(TSZ 18, proporcnonado por la Dra, B. Bierer, Dana Farber -

- Cancer lnstftute, Boston MA USA) Para conocer este anticuerpo primario se utilizd

,estreptavldma comugada a ﬁcoemnna (11200 v/v)(strcptavndm-PE Pharmmgen) Para Ia tmcién

mtracelular d Ias quxmerus se ut‘lizé el antncuerpo Ann HA acoplado a FlTC (1/200) (I2CA5 -

. punﬁcado en nues(ro laboralono)

B pnmanos. Antn C03 munno bnotlmlado (2C11 5pg/ml), anti- CD3 humano blotimlado (OKTan,'

5 pg/ml) y antl CD2 humano biotinilado (TS2.18bn, Sug/ml) En el caso del hxbndoma de ratén,

e utxhzé el unucucrpo anu CD3 biotinilado (145- 2CIl Pharmi:‘ge' Pura entrecruzar los

Paru lns |munoprempllacwnes y la deleccnén de las.qmmeras, asf como de, lns moléculask

;pamcxpnntes en ]u cadena de senahzacnén sc uullza

"HA" (12CA5 Roche lnmunoblol, 3pglml). ‘anti- HA (F-7 'Santa-~C1;uz.Biotcchnpiogy’lnc.
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lnmﬁnopfccipilacién con 2 pgmuestra), anti-HA (12CAS, purificado en nuestro laboratorio.
' in111u|1oprecipilacién. 2pg), anti-§ (B610.2, Santa Cruz Santa Cruz Biotechnology Inc.
lnmuhoprecipitncién con | pg/muestra, Inmunoblot, ! yg/ml), anti-CD4 (C-18, Santa Cruz Santa
Cruz Biotechnology Inc. Inmunoprecipitacién con 3 pg/muestra, Inmunoblot, 3 pgmt), anti-Lck
(3A5, Santa Cruz Biotechnology Inc. Inmunoprecipitacién con 1 pg/muestra, Inmunoblot,
| pgsml), anti-Zap70 (LR, Santa Cruz Biotechnology Inc. Inmunoprecipitacion con | pg/muestra,
lhmﬁnoblot I pg/mi), anti-fosfoErk (pErk, E-4, Santa Cruz Biotcchnology Inc. Inmunoblot,
0.75 ug/ml), anti-fosfotirosina (pTyr, 4G10). Upstate Biothecnology. Inmunablot; 1 pg/ml) Los :
‘ nnncuemos primarios fuecron detectados con los anticuerpos: anti-raton, anti- conejo y antl cabra
‘unidos a peroxidasa (172000, Amersham Pharmacia Biotech Inc, NJ). En todos los caéps se revelé
con ECL (Amersham Pharmacia Biotech Inc, NJ) siguiendo las instrucc'io;’mt‘:sv indichdas por lé :

compafifa,

VII. b. Métodos

VIL b, i. Transfeccion de células Jurkat E6-1 y Jurkat Tag

Pura generar lineas que expresan transitoriamente las quimems se electroporaron lO7

células Jurkat Tag con 5 pg de los plasmidos CDZCMA o‘fCD2CD4MA Se utlllzé un

electropomdor BTX modelo ECM630 (BTX). Las condlcwnes Iectroporaclén utlhzadas

fueron 960ul‘ 125 ohms, 240 volls en 300ul de medlo‘ ara electroporar Las celulas se

rlqnnenle se pasaron a cajas

Para Ias tmnsfeccxones estables, se utilizaron IOV' celulus y se electroporaron con 10 ug de

s mxsmos pldsmldos pr iamente’ lmganza os con Ta enznma EcoRI, Las células se recuperaron
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en 10 ml de medio completo y posteriormente se pasaron a medio completo con geneticina (1.2

ug/ml o 1.9 pg/ml) para seleccionar las células que han integrado el DNA en su genoma.

VIL b, ii, Inmunotincién

5x10° cé|q!as sc resuspendicron en 50 pl de solucién de lavado de FACS (PBS pH. ,7'4'
2% SFB y 0.02%‘Az_ida ydc Sadio), y se éentrifﬁgamh 5 xininﬁlog a 1000 pm, Las éélﬁla'é se
inc_ul?aronvcon SO ul de solucién de lavado con el anticuerpo primario, s¢ incubz.lron por 30
minutos q>,4°C, se centrifugaron y se eliminaron los sobrenadantes. Pnré eliminar el éxbesq de
éﬁticuemo. primario, sc lavaron tres veces con 200 pl de solucién de lavado. Deépués del dltimo
_lﬁvudo, las células se incubaron con 50 pl de solucién de lavado con el anticuerpo sééﬁndario por
30 minutos a 4°C. Las células sc lavaron tres veces con 200 pl de solucién de lévudb'y se .ﬁjaron
con 100 pl de solucién de fijacién (PBS pH. 7.4, 4% de Parafoﬁnaldchido). L:ﬁé células sc
almacenaron a 4°C en oscuridad hasta analizarlas utilizando un citdmetro de ﬂ'ujo" (FACScan@,
Becton & Dickinson). Las tinciones fueron analizadas utilizando el prog'mma‘Cell Quest®

(Beclon & Dickinson).

ili. Ensayos de fosforilacion

1. Estimulacion

Se contaron las células y se inocularon 10’ celulas en cajas de petri con 10 ml de medmr :

RPMI 0.5% de SFB por 18 horas, para dlsmmuir Tn fosfonlacién basa ”e centnfugaron y se -
resuspendieron en 300 pl de medlo RPMI'O\ 5%

(antl CD3 o anti CD2) 0 luM del dnmerizador’(FKlOlZ H2 0 AP1510). Las células esumuladas 11

“con los nnthuerpos se}mc‘ubar‘cyn a ,4°C‘ por 15 mmutos y pqslcnonn__enle}_se lgs aﬁadl;ﬁ lO uglml g

LSy




del. anticuerpo sccundario o cstreptavidina, Se incubaron 3 minutos a 37°C y se detuvo la
estimulacion con 600 pl de solucion de “stop™ a 4°C (PBS, 20mM NaF y 1mM Na;VOy). Las
células que fueron estimuladas con el dimerizador se incubaron 20 minutos a 37°C y se detuvo la
estimulacién con 600 ul de solucién de “stop” a 4°C, Todas las células se centrifugaron 5
minutos a 1000 rpm y se resuspendicron para lisar en 100 pl de solucion de lisis (1% Triton X-
100, 20mM Tris pH 7.6, lOOmM NaCI ImM EDTA 20mM Nar ImM Na;VO4, Aprotmmav,

10pg/ml, Leupepuna IOpg/m] Pepstatma A lpg/ml DTT lpM y PMSF 10ug/ml). Las células se

incubaron con la soluclén de lisis’ por 10 mmutos a 4°C y 56 centnfug,uron por 10 minutos a

13000 rpm. Finalmente se recuperaron Ios sobrenadames

2 lnmunoprecnpltaciones

A pamr de 100 ul de los sobrenadantes. se lomuron 20 ul pnra correr Ilsados totales yal

Proteina G-Agarosa (lrivilrogch Cérpdﬁtion,',Carlsband,‘ CA;USA)yse dejé;i_ncubanciéf;ﬁof 18-

horas a 4°C en agitacion.

Las muestras se centrifugdfon 'po'r' minuto a 8000 rpm y las pastillas de agarosa se

lavaron con 600 pl de solucnon de hsns, sc centnfugnron por 1 mmulo a 80 pm, Este lavado se

rcpmo 3 veces. F malmente Ias pastlllas se resuspendieron en:30. ;11 d solucién de hsis y.se

afadi6 30 ul de coloranle para proteinas (20 mM Tns pH 6 8, 8% SDS, 40% Gllcerol y Azul de

.Bromofcnol) A los llSﬂdOS totales se. les afladio: 20 pl d colorante para prolelnas Todas las

mucstras (mmpnoprecnpltacngnes y‘llsados)  hil ron p 5' m nutos a 95°C yse centnfugaron
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por 10 minutos a 13000 rpm. Para identificar las protefnas, las muestras se separaron en geles de

acrilamida al 10% (161-0158, Bio Rad Laboratories, CA, USA) en condiciones desnaturalizantes.

3, Inmunoblots‘" ;

Se utiliiaron rﬁoxﬁbrénés de"diﬂoruro de polivinilo (PVDF) de 045 uM (IPVHO00010,
lnmubllon-P Mllllporc Corporation, Bcdfore, MA, USA). Las membranas sc cortaron al tamafio
de los g ;,eles y se hidralaron en mctanol al 100% por 20 segundos, se lavaron con agua por 2
mmutos y se dejaron en solucnon de transferencia (Tris 25 mM, Glicina 200 mM, Metanol 20%)
por 5 mmutos. Se hizo un séndwnch colocando, desde abajo hacia arriba: dos capas de papel
Whatman (al mismo tamaiio que cl gel y la membrana), el gel, la membrana y dos capas de papel
Whatman. El papel fue previamente humedecido con la solucién de transferencia. El “sandwich™
se colocd en cl aparato de transferencia (Panter Semidry Electroblotter, Owl Scientific.
Portsmouth, NH. USA.) y se transfiri6 por | hora a 10 volts o | amp. Al finalizar la (fanéfc}éncia

las membranas se bloquearon con una solucién de TSA (Tns 50 mM pH 7.6, NnCI 150 mM,

Azida de Sodio 0.02%), 0.1% Twcen 20 y 5% de BSA (p ira 4G]0) o 5% le 1c Camntlon sin

grasa (para el resto de los anticuerpos) por 2 horas a temperutura umblcnle o toda la noche a4°C,

cn agitacion, Se sacaron lns mombra cu‘ n e :I‘SA, 0.1% Twcen 20,' 1% d’e BSA 0 1%

de leche y el un(icucrpo orimixri S ncubaron por 1 hora a tempcralura‘ nmbleme o toda la

noche a 4°C, en agnaclén. Se caron Ias mcmbmnas y se lavaron tres veces con TS (Tris 50 mM
pH 7.6 y NaCl 150 mM), 0 l% Tween 20 (10,5y5 mlnulos) Se mcubaron en TS, 0.1% Tween

20, 1% de BSA o l% de leche y el anticuerpo secundano Se mcubaron por 20 minutos y se

lavaron cuatro veces con TS, 0.1% Tween 20 ( IO, 5:5y5 mmulos). Las proteinas se revelaron
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~con ECL (Amersham Pharmacia. England) por | minuto y se expusicron de 5 a 45 minutos ¢n

placas de rayos X (Biomax MR, KODAK, Sigma Aldrich. St. Louis. MO, USA).

iv. Flujos de Calcio
Se marcaron 5x10° células con Fluo- 3 (l‘-1242 Molecular Probcs. Oregon, USA) y
Fura-Red (F-302t, Molecular Probes, Oregon, USA) siguiendo ¢l su,uncnlc protocolo’ Se
preparé una soluclén de Acldo Plurémco (0 Spg/ml ens$ ml de mcdno RPMI al 2% de Sucro
Fetal Bovmo) (P 6867, Molecular Probes, Oregon, USA) Se dlluycron los. vlales de Fluo3 'y
Fura Red cn 50 ul dc DMSO esténl y se preparé la solucién de tincién 2x, anadlendo 30 plde
) l‘luo3 (6p;,/ml) y 50 ul de Fura Red (10ug/ml) a los 5 ml de mcdlo RPMI al 2% de SFB +
Acido plurémco Esta soluci6n es utilizada para permeablllzar las cclulas y pcnnmr Ia cntrada

de los ﬂuoréforos Aparte, se contaron Ias células yise dnluycron en mcdno RPMl al 2% de

suero Fetal Bovino a lxIO7 células por. ml spenslon de. celulas y-la

soluclén de tmcxén 2x (ejem‘ o, 5 ml de célulus y.0.5ml’ de la soluclon dc lmclon 2x) y se

: mcubaron por 45 mmutos a 37°C agmmdo cada 10 minutos. Se lavuron las celulas 3 veces

con 1 ml de medlo RPMI al 2% SFB, Las pasullas celulares se rcsuspendneron en medio

RPM] al 2% de suero fetal Bovmo y se mcubnron por 45 mmu(os a temperalura ambiente,

s -ugltando cadu IO mmutos Lus células se Iavaron nuevamcnle con l ml dc RPMI sin SFB y se '

B rcsuspendleron ﬁnalmenle enl mI de este medlo Para Ias esnmulacloncs, se prepararon tubos

de FACS con 1 ml de medlo sin SFB Al momen de pa arlns por el FACS, se le anadlcron

"300 ul de la suspcnslén de células a cida’ bo’ y se: colocaron a 37°C Se csumularon O

'{*nﬁadnendo' aI momenlo. los dlm nzadores,FKIOIZ H2 0. APlSlO (lpM), anti- CD3bxolma 7

(Spg/ml) 0 un - CD2 blonna (Spg/ml) se;,u dos de estreplawdma (lOpymI) Para vcnf' fcar las '
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condiciones de las células y la maxima liberacion de calcio se afiadié el iondforo lonomicina
(500ng/ml). La ionomicina forma poros cn la superficic de la membrana celular permitiendo la
entrada del calcio presente en ¢l medio, Los resultados fucron adquiridos utilizando un
Citometro de Flujo marca FACScan® (Becton and Dickinson) y el programa CellQuest®
(Becton and Dickinson). Para analizar los flujos de calcio se utilizé el programa FACS
Assistant® (Becton and Dickinson), que permite calcular 1a  razén de las ﬂubresccncias

FL1/FL3 y los resultados fueron importados en el programa Microsoft Excel® para graficar.

v. Sccrecion de Fosfatasa Alcalina (SEAP)

07 células de las lineas cstables EG-1 (silvestre), E6L y E6CD4 se transfectaron
lransiloriamente con Spug del plismido que conticne el gen de la fosfatasa alcalina como gen
reporjero"y lps sitios de unién a NF-AT. Se incubaron en cajas de 96 pozos con 100 ul de
medio RPMI: 1640, 10% de SFB a una concentracion de 7x10° células por pozo. Las células
. kfucron estlmuladas afiadiendo 100 gl de medio con: 2nM de PMA (phorbol mynstnte acetate)

f+ l].lM de lonomlcma, Smg,/ml de nnucuerpos (antl -CD3 o anti-CD2) 6 1M de los

: dlmcrlzadores FKIOl2k 12 o APISIO y se mcubaron por 24 horas a 37"C Para verificar que
nueslros resultados son producto dc Ia acuvxdad de la fosfatasa a]calma, se incubaron las

: cclulas a 65- 70°C por 2 horas A esm tcmperatura la fosfatasa alcalma no ‘pierde su actividad,

“mientras que las fosfalasas del medlo de culuvo sl se inactlvan Las células se centnfugaron 5
minutos a 1000 pmy se recupcmron los sobrenadantes de cnda pozo y se incubaron a37°C

por 24 horas con ¢l sustrato de la fosfalasa alcalma, 4- meul lumbenfenlfosfato (M-3168

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), La acthldad de fosfnmsa alcahna se lcyé a 355nm de’

exitacion y 460 nm de emision uuhzando un lcctor de ﬂuoresc
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“ VIII; Resultados -
VIII a, Expresion de Ias quimeras en lg linea de linfocitos T murina Byl55.18

Para analizar cl papel la cadena TCRE y del co-receptor CD4 en la sefializacion mediada
por cl receptor del linfocito T (TCR) se utilizé un sistema de dimerizacién que ﬁos permite
entrecruzar espeelficamente la proteina de interés y de esta manera, poder evaluar la contribucion
de cada una de las cadenas de mancera individual, De la misma mnnera; podemos analizar las
;senalcs inducidas por dos o més cadenas al mismo llcmpo. Nuestro slslema de dlmenzacién se
basa en la utilizacion de quimeras que conticnen los dommios cltoplasméticos de las cadenas
TCRC y del co-receptor CD4 como nuestras proteinas de mterés.y Las qulmeras se ubican en la
membrAna gracias a que contienen los dominios extracelular y il;aﬁgmeljibranal de la molécula del
CD2 humano (CD2). Las quimeras contiencn en el dominio éérbéxilo terminal, tres copias de la
inmunofilina FKBP-12, como ligando de nuestro dimerizador y un epitope de la Hemaglutinina
(HA) del virus de la Influenza como marcador (YPYDV,P‘DVYA) (Fighrﬂ I:O). Cabe mencionar que

en el caso de la cadena TCRE, la cola citoplismica contiene las regiones ITAM involucradas en

la sefalizacion, y en la quimera de CD4 contiene el 'sibtvio'de'intefa_c'cién con la cinasa Lck, ,Asf

mismo, la presencia del dominio extracelular de’la*m

entrecruzar exteriormente las quimeras’ con la’ finalidad * de  generar: una : sefial méxima de ~

ilCthdClon

Las quuncms CD2Lcit-FKBP- 12x3 y CDZ CD4cxt KBP-12x3 ““fueron’ e‘xpre'Sudas‘

establemente en un hibridoma de linfocitos T murine; cl'ByISS.l se ‘generaron clonas bara S
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Figura 10. Estructura de las quimeras de las cadenas TCRY y de CD4. Se disefiaron quimeras que contienen los dominios
extracelular y transmembranal de la molécula CD2 humana, el dominio intracelular de las cadenas TCRz y CD4 unidos a tres
copias de la inmunofilina FK1012. En en extremo carboxilo-terminal se afiadi6 la secuencia del epitope HA del virus de Influenza.
Este disefio nos permite analizar la contribucién de (a) una sola cadena (homodimerizacion), por ejemplo, s6lo TCRE: o (b) de mas
de una cadena (heterodimerizacion), TCR{ y CD4.



. antlcuerpos antj- CD2. Ademds, el hibridoma BylSS 18 ha Sld

* nuestras qu1meras connenen e} CD2 humano. nos’ permllc dlsungulr claramenlc que las sefales

,obscrvudus son gencradas umcamcntc por las qunncrus medianlc cl entrccruzamlcnto con

grupo de la Dra Barbnra Bierer (Dana I‘arber Cunccr Insmutc, Bostox MA USA) para el estudio

. de la funcl(m de mulantes puntuales de la molécula cp2 human ) Las clonas se cligicron
mcdlanle una tmclén con anticuerpos especificos contra e dominio extracelular de la quimera,
uullzundo el anticuerpo anti-CD2 (TS2-18) (F:gura 11). La cxpresién se vcrif' cd tambncn

mmunoprecnpnando las quimeras con anticuerpos especificos para el epltope HA (l2CA5 y F-7)

y posteriormente mediante ensayos de inmunoblot utilizando estos mlsmos anu xpos. Nosotros' ;

: csperamos observar nuestras quimeras como una banda que mlgra en uprxxmndamcnte 83 Kdar
._ (Figura ]2a) Se probaron cuatro diferentes anticuerpos contra este epitope para vcnﬁcar tanio la
5 expresnén como ln mejor cond:cnén de deteccion de las quimeras en esta llnea. De igual manem,
yla expresnén de las qunmeras pudo ser detectada utilizando anticuerpos que reconocen los

tracelulares de la cadena TCRE y el co-receptor CD4 mediante ensayos de

mmunopreclpﬂaclén ¢ inmunoblot (anurn 12b). Las diferencias en la deteccion de la expresion
“ide las qulmeras, obtemdas por los diferentes anticuerpos, se debe principalmente a las

: caraclerisucus de los mlsmos

Vlll b. Anal:sts de Ia fmforllacwn de las quimeras en Ia Ilnea By155 18

n'de Ia cnscada dc senallzacién at re u‘ere de Iu fosfonlaclon

; de la tlrosmas presentes en las reglones ITAM de las cadenas del complejo TCRUCDJ ‘Como s¢

“: menciona anlenormeme, se reqmere de la acuvidad de las cinasas de la famllm Src‘ en pamcular

de la cmasa Lek. Esla cinasa es reclutada a lns cadenas del complejo TCRC/CDJ grnclas a que es

8




LS

100

— Byl55.18

30

=== Jurkat E6-
1 4

B0

=== Jurkat Tag

Counts
40

esmx: Clona2

20

p— Clona 6

107

Figura 11. Expresién de quimeras en hibridoma murino By155.18. Se tifieron 0.5 x 10° células de las lineas By155.18,
Clona 2, Clona 22, Jurkat E6-1 y Jurkat Tag con el anticuerpo anti-CD2 humano (TS2.18) acoplado a biotina +
EstreptavidinaPE. Las florescencia se detecté mediante la utilizacion de un citémetro de flujo (FACScan) y se analizaron
utilizando el programa CellQuest®.
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Figura 12. Deteccién por inmunoblot de las quimeras en el hibridema murino By155.18. | x 107 células de las lineas
By155.18, Clona 2, Clona 22 se lisaron e inmunoprecipitaron con (a) diferentes anticuerpos anti-HA (2ug de F-7 v
12CAS5) y se revelaron por inmunoblot con anti-HA (3ug/ml de 12CA35, Roche). (b) Inmunoprecipitacion de las quimeras
expresadas en la linea By155.18 y E6-1 con los anticuerpos anti-TCR{ (2ug de B610.2) y anti-CD4 (3ug de C-18). La
quimeras sc revelaron por inmunoblot con anti-HA (3pg/ml de 12CAS5. Roche).



capaz de asociarse con los co-receptores CD4 y CD8; Cuayndd se lleva a cabo el reconocimiento -
del péptido, la interaccion entre los co-rccpp(orés/ y las moklékcﬂulas del MHC permite cl

acercamiento de Lek a las cadenas del complejo, lo que permite inducir la fosforilacién de las

tirosinas presentes en lns secuencias ITAM. s
Para dclcrminar‘la I'uncionalidad de huc‘s'trﬁs:ql‘xirﬁeras: se esﬁmularoﬁ Ins células con
anticuerpos anti-CD3 murmo (2C11) —para entrccruzar ‘¢l complejo endégeno- ‘con anticuerpos
anti-CD2: humano —para entrecruzar las quimeras extracelularmente- y con los dlmerlzadores
AP1510 y FK1012 —para entrecruzar las quimeras mtracelulannente En estos ensnyos se observo -
que ¢l entrecruzamicnto de la quimera de la cudena TCR§ utilizando cl nntlcuerpo unn CD2 -

induce una fucrie fosforilacién de la quimera pero no mducc la fosfi rilncién de la cadena TCRC

cndogena. Asi mismo, la estimulacién con anlicuerpos anti- CD3 mducc la fosfor clén de las

cadenas TCRE enddgenas (observadas como un dimero quc mlgra en 2l y 23 Kda) pero no

induce la fosforilacion de la quimera, Sin embargo, en esla linea, el dlmenzndor no es capuz de o

inducir una fosforilacion significativa de la qulmem dela cndena TCR!’, cuando éstn se entrecruza '

individualmente (Figura 13a). Para confi frmar que las bandas fosfonladas correspondcn a |a S

quimera de la cadena TCRE y las cudenas endégenas, se reve16 Iu mismn membrana con el

anticuerpo anu-TCRC Este blol conﬁnné que las bandas fosfonladas eran nuestm quimera, Cabe .

mencionar, quc eI anhcucrpo unn-TCRC no_es mu' efi clenle para_‘reconocer“a esta’ cadena -

fosfonhda en cI blot, ya que parece reconocer en sélo la fo
Es dccnr, las bandas fosfonladas sc. observa

(Flgu_ra l}b). Por otro Iado,'nuestros .res

anticuerpo anti-CD2 como con el anticuerpo
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Figura 13. El catrecruzamiento de la quimera de I cadena TCRE es capaz de inducir su fosforilacion y la co-
inmunoprecipitacion con la cinasa ZAP-70. 1 x 107 células de las lineas By 135,18 v Clona 2 fucron estimuladas con Sug'ml de los
anticuerpos anti-CD3 murino (2C11). anti-CD2 humano (TS2.18) v los dimerizadores APESTO v FR1012 (1uM). Se inmunoprecipito
la quimera con el anticuerpo anti-TCRE (6B10.2) v se detecto (a) la fosforilacion por inmunoblot con un anticuerpo anti-fosfotirosina
(4G 10). (b) La membrana fue sometida a “stripping”™ v posteriormente fue detectada la expresion de fa quimera con el anticuerpo anti-
TCRE (6B10.2). Las Nechas sefialan en (a) nuestra quimera de ta cadena TCRE (arriba) v Ta cinasa ZAP-70 (abajo) v ¢n tb) nuestra
quimera (arriba) v la forma no fosforilada de la cadena TCRE enddgena (p21. abajo). Las bandas que migran en 48 v 25 Kda.
corresponden a las cadenas pesada y ligera del anticuerpo para inmunoprecipitar.



de ZAP-70, puesto que al inmunoprecipitar la quimera y la cadena TCRE enddgena utilizando el ™~

anticuerpo antj-TCRE se coinmunoprecipita esta cinasa fosforilada. (Figura 13a).
Para analizar la contribucion del co-receptor CD4 en la sefial inducida por la cadena ,
TCRY, se éxpresé ‘(ransitoriémcnle la quimera de CD4 en la linea estable de |a chdef{a"l;CRC B
(Clona 2 + CD4). ‘Se anali‘zé la fosforilacién de la cadena TCRC bajo las condicidhég “dc'f
estimul‘acién uiilizadus anteriormente, ’utilizandd los anticuerpos ami-CDZ y anﬁ-CDB y o
dimerizador AP1510. En estos ensayos se observé Quc la presencia de la quimera dé CD4 facilita '
la fosforilacién de la quimera de la cadena TCR, tanto en la estimulacion con anticuerpos anti-
CD2 (Figura 14). En cste caso se observo tarvnbiénk la coinmunoprecipitacion de la cinasa ZAP-70,
incluso después de la estimulacién con el dinlcrimdor. (Figura 14). Esto sugicre que la .
fosforilacién'de la jgudyen‘kak TCRQ kind:ucida por el entrecruzamiento, tanto extracelular, como

intracelular, es bilpui de reclutar y activar a la cinasa ZAP-70. De csta manera, podria ser capaz

mds alto en las lineas que exprcsan constltuuvamente la qunmcra de CD4 (Clona 22 y Clon ;

co-transfectada con la quimera de Ia cndcna TCRC) en comparacnén con el mvel obtenldo en la'

linea By!55.18 y lade la qunmera de TCR§ (Flgurn 15 abajo)
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Figura 14. La co-expresion de la quimera de CD4 aumenta la fosforilacién de la quimera de la cadena TCRE. 1 x 107
células de las lineas By155.18, Clona 2 y Clona 2 co-transfectada con la quimera de CD2 fueron estimuladas con Sug/mi de
los anticuerpos anti-CD3 murino (2C11), anti-CD2 humano (TS2.18) y el dimerizador AP1510 (IpM). Las quimeras se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-TCRC (6B10.2) y se detect6 la fosforilacion por inmunoblot con un anticuerpo anti-
fosfotirosina (4G10). Las flechas muestran la quimera de la cadena TCRY (arriba) y la cinasa ZAP-70 (abajo). Las bandas que
migran en 48 y 25 Kda. corresponden a las cadenas pesada y ligera del anticuerpo para inmunoprecipitar.
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Figura 15. Fosforilacién de la cinasa Erk-1 en las lineas estables de las quimeras de la cadena TCR y CD4. 1 x 107
células de las lineas By155.18, Clona 2, Clona 22 y Clona 22 co-transfectada con la quimera de la cadena TCRY, se
estimularon con 5pug/ml de los anticuerpos anti-CD3 murino (2C11), anti-CD2 humano (TS2.18) y el dimerizador AP1510
(1uM). Se analizé la activacién de la cinasa Erk-1 mediante el andlisis por inmunoblot de la fosforilacién de esta cinasa

utilizando el anticuerpo anti-pErk (E-4, 1pg/ml).



VIl ¢, Andlisis de flujo de calcio inducido por el emtrecruzamiento de las quimeras en la linea -
Byi55.18 k

Uno de los eventos mds tempranos ¢ importantes para la activacion de los Iinfocilds T es
la elevacién dé calcio ihtracélulur generado por la activacion de ' la l'ésfolipasa Cy-l y:la
generacnén del segundo mensajero, 1P;. Esta clevacion en la conccnlructén de calcno e debe,
miclalmcnle, 2 la sahda de calcio del reticulo cndoplésmlcm por la umén del IP; a canales

especlf cos presentcs en este organclo, y poslcnormcme por la enlrada de calcio del medlo

cxtrncclular al m(enor de la célula a través de al[,unos cunules'dc cnlcno prcsenlcs cn la

membruna plasmﬁuca. Ln presencna del calcno cn el cnloplasma pcmme la acuvamén de factores

de transcrlpclén como NF-AT, 1mprescmd|blc para la nctnvaclén complcla dcl Imfoclto T.

Para anahzur si las sehalcs dc la cudena TCRC y el co rcceptor CD4 son suficientes para

mduclr la elcvacnén de] calclo inlracelular se reahzé un cnsnyo dc hbcracnon de calcio. Este

ensayo consiste tefiir lns células con dos ﬂuoroforos, Fura Rcd y I'Iuo 3 Eslos colorantes

modifican su ﬂuorescencia cuando se cncucntmn en prcscncla dc culcno (l’l[,ura 16) La finalidad

de estos ensayos es obscrvar la Inbcracmn de calclo mlracelular mduclda al csllmular las cclulas

con el dimerizador. o con anncuerpos anu CD2 y an

de incorporar los fluoréforos, al parccer debldo ala actividad dc canalcs anlonicos presentes en

esms cclulas, Pnra‘detenmnar‘m estos canale estnban mvolucrados jen. la sahda de los

ﬂuoréforos, se probé el mhlbldor Probenccxd Al mcubar las celulas con cste mhlbldor (0. 5 mM)

: durante el protocolo de tmcxén, se observo que las® celulns vsi fueron cnpaccs de mcorporar los

ﬂuoréforos. Sm embargo. la mcorporacnon de colorante' fue menor. quc en Otr'lS Ilneas celulares

' (ver més adelanlc), ya que el flujo de calclo obt

ido al. nnadlr lonomncma, que abre todos los

g canales de calcio presen(es enla mcmbrana y gencra la ma lma elcvacmn de C'l]ClO. no aumenla
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Figura 16. Descripcion del analisis del flujo de calcio. Las células son tefiidas con dos fluoréforos, FuraRed y Fluo3. Estos
colorantes modifican su fluorescencia en presencia de calcio. La variacién en la fluorescencia de estas moléculas nos permite
identificar la liberacién de calcio al citoplasma de las células como consecuencia de un estimulo. Para generar las gréficas del flujo de
calcio (abajo), se utiliza el programa FACS Assistant y se grafican en Microsoft Excel. (2) Células sin estimular. No existe liberacion
de calcio y por lo tanto, no hay variacion en la fluorescencia. (b) Células estimuladas con el anticuerpo anti-CD3 (OKT3) que
entrecruza el complejo CD3 enddgeno y por lo tanto induce la liberacién de calcio al citopldsma.



como se ha descrito, Utilizando estas condiciones, se estimularon las células con anticucrpos anti-
CD2, anti-CD3 y con ¢l dimerizador AP1510. En cstos ensayos, la estimulacion con el anticuerpo
anti-CD3 fuc capaz de inducir una liberacién de calcio débil en comparacion con el inducido al
estimular las células con lonoemicina, Por otro lado, las estimulaciones con el anticuerpo anti-
CD2 o cl dimerizador AP1510 no fueron capaces de inducir la liberacién de calcio ihtra(_:elular

(Figura 17). Los rcsultados ob(cnidos en esta linea celular, sugieren quc el entrecruzamiento

o individual de la quumera de Ia cadena TCRC y la co-exprcsién de la qulmera del co-recep(or CD4

sblo es capaz de mduclr 1a fosfori]aclén de los ITAM s sin llegar a actxvar moléculas “cascada

' ubujo” en la via de seﬁallzacn(m del TCR,

Dado que las caracteristicas de esta linea no nos pennmeron analizur todas las respuestas

funcionules inducidas lrus la activacién condlclonal de nues quimeras, se decidié expresar las

quimeras en otra linea de linfocitos T humnna, la llnea celular Jurknt E6 1.

VIIL d. Expresion de las quinieras en la linea d ana Jurkat E6-1
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Figura 17. Anilisis de Ia liberacién de calcio intracelular en la linea By155.18. 1x107 células de l4s lineas By155.18, Clona 2 y Clona
22 fueron tefiidas con los flouéforos Fluo3 y FuraRed y posteriormente estimuladas con Ionomicina, 5pg/mi de anti-CD3bn (2C11) o anti-
CD2bn (TS2.18) o 1M del dimerizador AP1510. La fluorescencia se midi6 en un citémetro de flujo (FACScan) y los flujos se analizaron

utilizando el programa CellQuest®.
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Figura 18. Deteccién por inmunoblot de las quimeras en la linea Jurkat E6-1. Las quimeras se expresaron
establemente, E6Z4 y E6GS, y transitoriamente en la linea Jurkat E6-1. Se hicieron lisados de 1 x 107 células y se
inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-HA (2ug 12CAS, Roche) y se revelaron por inmunoblot con el anticuerpo anti-

HA (3ug/ml de 12CAS, Roche). Las bandas observadas en 48 y 25 KDa. representan las cadenas pesada y ligera del
anticuerpo utilizado para inmunoprecipitar.
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““expresion de nuestras quiméras en esta linea es menor a la detectada previamenie en'la linea
By155.18 (Figura 12).

"Como método alternativo para la deteccion de las quimeras, decidimos intentar la tincién
intracitoplasmética de las mismas utilizando el anticuerpo anti-HA acoplado al fluoréforo FITC.
Estos estudios demostraron que debido a la reactividad cruzada del anticuerpo 12CAS es dificil
deteclar diferencias de expresion en las llneqs transfecfndns estaﬁleﬁémg:éon las quirﬁeras de la
cadena TCRY y CD4 respectivamente (Figura 19), Sélo cuando se probd la tinciién coﬁ la linea
By155 18 y la Clona 2 s;e pudo detectar un incferﬁ;:hto‘v‘i‘si‘ble de ln"ﬂubresce'ricia promcdio
(Menn Fluorescence lnlensnty. MI‘I) en el hlstograma correspondnente a la fluorescencia FLI

correspondlente a FITC (no sc muestra). Sm cmbar;,o, este Incremento es bajo en comparacion

con‘ lps ensayos de}mmunoprecnpltacién e inmunoblot presentados previamente,

3

VIII d A nalms de los palrones a'e fosfor:lac:dn en Ia linea E6-1

Deci i n lizar los patrones de f nlaclé' 'obtcmdos en Ia lmea estable de nuestra

qulmeru de la cadena TCRC'y Ia cont o otransfectada con esta quxmera

- Se analxzaron los patrones’de_fosforilacién separando, en geles desnaura]nzantes, lisados totales

de célula es| adas con lo unucuerpos antl-CDZ antiCD3 y cI dlmenzador APIS]O y :

_ revelando con’ nticucrpo‘ antn fosfotlrosina (4GIO) En estos ensayos se observo que el‘

entrecruzamlento dela quamera dc la cadena TCRY indujo un mayor mvel de fosfonlncxén en :

as células sin esumular Este efecto se observd tanto en la Iinea que expresa la e

qunmera dc la adena TCRC como en la silvestre, por lo que conclulmos que el numento en la

e fosfonlaclon se debc a la sealizacion a través del CD2 endégeno (Flgura 20 arnba) (ver

. dlSCUSlOﬂ)

7t
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,Figilra 19. - Tincién " intracelular de las quimeras con el anticuerpo anti-HA-FITC. 1x10° células fueron tefiidas

intracelulanﬁente con el anticuerpo anti-HA acoplado a FITC (dilucion 1/200). La fluorescencia se detectd con un citémetro de flujo

. (FACScan) y analizadas co el programa CellQuest®. Se muestra la tincin de las lineas estables de las quimeras de Ia cadena TCR{
"~ (Clona2, E6Z4 y TagZ) y CD4 (Clona 22, E6GS5 y Tag CD4) en las lineas By155.18, Jurkat E6-1 y Jurkat Tag.



,Pé,r,,b?(?li‘dQ' ghserva:nos que Ja cxpresion transitoria de la quimera de CD4 aumenté
Vconsi’demblcmcﬁl‘eblos' niveles de fosforilacion basal. Pero cste nivel de fosforilacion no aumentd
cpmd éox.lséénencia de la estimulacién en comparacién con la linea que expresa solo la quime‘ra
de la éadena TCRt; (Figura 20, arriba).

Ademas analizamos también la fosforilacién de la cinasa Erk-1 como consecuencia de la
estimulacion. En este caso, se observd el mismo efecto que en los blots anti-fosfotirosina, la
cinasa Erk-1 se fosforila como consccuencia de la estimulacién con los dos anticuerpos, tanto en
la linea silvestre como cn la linea que expresa nuestra quimera, Y esta cinasa aumenta su nivel de

fosforilacion basal cuando se expresa la quimera de CD4 (Figura 20, abajo).

VIII A Analmx de ﬁu_/a de calcio inducido por el entrecruzamiento de las quimeras en la linea
Jur, Aat E6-l

AT dlferencm de la linea murma de lmfocxtos T, estu linea mcorporé muy bxen los

‘coloranles Flu y Fura Red En es(os ensuyos se . entrecruzaron las© qulmeras lanto'

. exlracelulannenle con el anucuerpo anti- CDZ como mtracelulannente con el dlmenzudor. Como;

5 conlrol de la esumulaclon se unhzo un antlcucrpo anti-CD3 himano (OKTS) y como control de:‘
Ia tincién y vmblhdad de lus células se anndlé lonomlcma. : i
- A pesar de las dnf cultadcs para detectar os m\"eles de expresnén de as quxmems en esla“
: llnea, ¥ puesto que estas tineas estab]emente transfectadns crecieron en prcsencla de medlo dc‘ k
Selecclon (con l 2 pyml de ncomicina), se decidlé analizar la capacxdad de nuestras qunmeras
k para mdumr la senahzacnon que inicia la liberacidn de calcio intracelular, Para esto, se repxtxeron _
los ensayos de liberacion de calcio utilizando las mismas condiciones de esumulacnbn usadas con ;

V'la hnea Byl55 18 En estos ensayos, la estimulacién de la Hnea EG6 sin transfectar mduce un ﬂu_yo o
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Figura 20. Patrones de fosforilacion de
las lineas E6-1, E62Z4 y E6GS. Se
hicieron lisados de 1 x 106 células de las
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_de_calcio sostenido y de baja intensidad, inducido por la estimulacion de la molécula CD2
cndéécnu. Sin embargo, la estimulacién de la linca cstable para la cadecna TCRE con este
estimulo, indﬁce un flujo de calcio transitorio y de mayor intensidad en comparacién con el
inducido por ¢! CD2 endégeno. Cuando se co-expresé la quimera de CD4 en estas células, la
elevacién de calcio intracelular inducido por el entrecruzamiento de las dos quimeras con el
anticuerpo anti-CD2 fue de la misma intensidad que el inducido por la quimera de la cadena

TCRY, pero de manera més répida, como se observa con la pcndlcnte de las curvas (Flgura 21) :

En el caso de la quimera de CD4 se obscrvé que la llberaclén de calclo mducxd‘ 'con el :

adecuado entrecruzamiento (Ver diécusién)

Vil g Analms de la acllvacwn de faclmes de 1ranscr ipémn inducida por el énlrei‘ruéémienlo

de las quimeras en la linea Jurkat Tag,

El resultado final de la sefalizacién a tra\}és dél‘TCR es: a vaclén de la transcnpclén

de genes importantes para la prohferacnén de los lmfocnos, entrev ellos 'el gen dc la Inlerleucma-2
Este gen esta regulado por diversos factores de trnnscnpclén como el complcjo AP-l -formado

por fos y jun- y otros como NF-AT y NF-_KB.

s
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Figura 21. Analisis de Ia liberacion de calcio intracelular en la linea Jurkat E6-1. 1x107 células de las lineas E6-1, ESZ4 y E6G5
fueron tefiidas como se describe en la figura 15. Posteriormente fueron estimuladas con lonomicina, Spg/ml de anti-CD3 (OKT3) o anti-
CD2 (TS2.18) o 1uM del dimerizador AP1510. La fluorescencia se midid en un citdmetro de flujo (FACScan) y los flujos se analizaron
utilizando el programa CellQuest®.



Para evaluar si la estimulacidn de las quimeras es capaz de inducir la activacion de
factores de transcripeidn, se utilizé un plasmido que contiene ¢l gen de la fosfatasa alcalina unido
a tres regiones de unidn del factor de transcripcion NF-AT. Cabe mencionar la transcripcion de
esle plasmido cstd regulada por tanto por el promotor como por el origen de replicacion
(SV40ori/ SV40 origin of replication) del virus 8V40, lo que nos permite replicar el plismido
cuando se enéuemra en presencia del antigeno T grande de este virus, Cuando se activa la
i~cascadn de senahzaclén a través del TCR, se activan diversos factores de transcnpclén, entre

- ellos, el N]‘-AT endél,cno. Este cs capaz de unirse a los sitios de NF-AT prcsentes enel plésmldo

por lo tanto. mducnr la transcripcién de la fosfatasa alcalina Una vcz que la fosfalasa es

(TS2.18) (Figura 22). Estas células expresan tambléq‘CDﬁv'cndéggﬁb; sin":e'mbargo, lo hacen en

menor cantidad que la linea Jurkat E6-1;

X
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Figura 22. Expresién de quimeras en la linea de linfocitos T tumorales Jurkat Tag. 0.5 x 10 células de las lineas By155.18,
Clona 2, Clona 22, Jurkat E6-1 y Jurkat Tag, como controles; y las lineas estables Jurkat Tag Z y Tag CD4 fueron tefiidas con el
anticuerpo anti-CD2 humano (TS2.18) acoplado a biotina (1/400) + EstreptavidinaPE (1/200). Las florescencias se detectaron
utilizando un citémetro de flujo (FACScan) y se analizaron utilizando el programa CellQuest®.



Como se menciona anferiormente,las quimé;as fucron exprcsadixs transitorismente en la
linea de linfocitos Jurkal Tag y fueron ésliniuladaé utilizando fos anlicﬁefpos anﬁ-CDB, anti-CD2
y los dimerizadores AP1510 y FK1012, as{ COmé cﬁh PMA + Jonomicina como control positivo.
En estos ensayos sc observo que la estimulacién con CD2 en la linea que expresa la quimera de la
cadena TCRE induce una leve activacion de NF-AT, al igual que la estimulacién con el
dimerizador FK1012. Sin embargo, la estimulacién con ¢l dimerizador AP1510 no fue capaz de
inducir la activacion del factor de transcripcion, (Figura 23). Cuando se probd la linea estable de
la quimera de la cadena TCR{ en estos ensayos, se observ un incremento leve en la activacion
de transcripcidn NF-AT como consecuencia de la estimulacién con anti-CD2 y con el

dimerizador AP 1510 en comparacién con los obtenidos en la linea silvestre (Figura 24),
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i Figura 23. Anilisis de la activacion del factor de transcripcion NF-AT en la lineas transitorias de las quimeras TCRL y CD4. 1x107
! células de las lineas Tag fueron transfectadas con el plasmido que contiene el gen reportero de la fosfatsa alcalina y los plasmidos de las
j quimeras TCRL y CD4. 24 horas después fueron estimuladas por 16 horas con PMA+Ionomicina, Spg/ml de anti-CD3bn (OKT3) o anti-
; CD2bn (TS2.18) o 1uM del dimerizador AP1510. La actividad de la fosfatasa alcalina se determind por la fluorescencia que emite el
! sustrato cuando es defosforilado por la enzima. Para ello se utilizé un lector de fluorescencia (FluorScan). Las barras de error representan
la desviacion estandar obtenida en triplicados.
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Figura 24. Anilisis de la activacion del factor de transcripcién NF-AT en la linea estable de la quimera TCRE. 1x10 células de las
lineas Tag, TagZ y TagCD4 fueron transfectadas con el plasmido que contiene el gen reportero de la fosfatsa alcalina. Se estimularon y
analizaron como se describe en la Figura 20. Las barras de error representan la desviacion estindar obtenida en triplicados.



IX, Discusidén ] . e

La finalidad de este trabajo consiste en determinar la contribucion individual de la cadena
TCRY y del co-receptor CD4 a la sefializacién iniciada a través del compylcjo TCR/CD3, Poreste
motivo se generaron quimeras que conticnen los doxninio§ inl;acclularcs de las cadenas TCRE y
del co-receptor CDA4 ancladas a la membrana por IOS;'vd.omi“nios extraéclylar y transmembram| de
la molécula de! CD2 humano. Ademds, e‘sl;xs_l pfd@elnés estdn unidas a tres copias de la
inmunofilina FKBP-12 que es el ligando de l(")s"diﬁerizadores AP1510 y FK1012, La finalidad
de incluir estos sitios blanco de los dimerizzlladrés‘és inducir el entrecruzamiento de las moléculas
'qunméncus mtrncelulannentc como . una’ forma alterna al entrecruzamiento extracelular con
anticuerpos 'y como unn hcrmmlentu para generar una activacion mds regulada. Ademds,

mcdwme la utllizacnén de diferentes concentraciones del dimerizador, asi como de diferciles

niimeros de copfns del hgando para el dimerizador, podemos modular los distintos grados de

cn(recrummlento de Ia quxmera (dlmenzaclon, ohgomenzacnén, multimerizacion). Por otro Iado,
podemos anahzar la contnbuclén de una sola qulmera (homod:menzacnon) o de mas de una

qulmem (heterodlmerlzacxén)

Las qulmerus fueron expresadas en dlferentes llncas de hnfocnos T mnduros para semcj

la ucuvaclén de: la céluln in w!ro. Se utlhzé lmciulmente un hibridoma_ de lmfocnos T munnos»

cuyn curaclerlsuca pnncnpal es que carece de la expresxén de CD2 endégeno Eslo nos penmtc v

idemlf jcar de manera sencllla, medlante anticuerpos que reconocen el dommlo ; tracelular de Ins

. qunmcms la expresnén de nuestras proteinas. Se genemron clonas para cada una de lus quuneras y

se ehgné la’ clona ctiya expresion fuera alta, Se obtuvo la Clona2 que expres'l l ’qulmera de a:

- cadena TCR§ y las Clonas 6 y 22, para la quimera de CD4 que expresaban la qmmera de mancn

similar, Una vez identificada la expresion de las qmmcras se determmo la f‘uncion de las mismas
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. mcdiax/lle cl cn(rcemzanliéqto de éstas utiliznndb tanto hmicucmos contra ¢} doniinio extracelular,
como “con  los dimerizadores, que reconocen cl dorﬁihié inrl‘race\lullnr. En los cnsayos dc
estimulacién se observo que la estimulacién exlrucclular dc la quimera de la cadena TCRE fue
capaz de inducir la fosforilacién de ésta, asi como dc reclumr a Ia cinasa ZAP- 70 Estos mismos
resultados fueron obtenidos en las células a»las‘ ,que se les co-expreso la quimera de CD4,
observéandose un incremento en la fosfoﬁlaci&ﬁrd{lé qu‘imera’ de la cadena TCRE. Sin embargo,

la estimulacién de esta quimera con los dimerizadores fue‘ capaz de inducir una leve fosforilacion

de la | qulmera de Ia cadcna TCRC sélo en la.llneu que expresaba la quimera de CD4. Estos

resultados conﬂmum que CD4 (y presumx cmcnte‘, la:cmusa Ick asociadn a su region

. cltopla "xit‘lcak) es una mplécula fuynt}:l‘ame‘ma[ a ‘mplfﬁéacién de la sefial iniciada tras la

 interaccion del TCR]c MHC/pépti ra mteresumc. observamos que la expresion

mlcrodommlos de: membrnna —presumlblcmeme fncnhtada por el dominio transmembranal de

CDZ- podria uumenlur Ia ucuvndad de la cmasa Lck, la cual se encuentra asociada a su cola
clloplasmﬂtica. en las vlas de sefializacion que se encuentran rio abajo del complejo TCR/CD3.
El hlbndoma murino By155.18 -posee cnructeristlcas diferentes a los Imfocnos T

‘ normales, lales como la morfologia (estas células son de mayor tamafio, de forma 1rrel,ular) y la

capacndad de adhenrse alas cajas de culuv' ; Otra‘caraclerfstlca particular de estas celulas es que

fucron mcapaces dc mcorporar los colorantes utlhzados para los ensayos de liberacion de calcno

mtracntoplasmlco. Eslo nos llevo a pensar que las celulas pudieran tener algln mecanismo que no .-

3 permmem la cntrada de nuestro dlmenzadores o facmtara la salida automética de los mismos,*

asi como podrla ‘suceder con los‘ﬂuoréforos. Por csle motivo decidimos probar ¢l inhibidor de
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canales ianiéqiqo# P;qbcnqéid (Sigma). Cuando las_células sc.incubaron con el inhibidor, se
rccupvcré‘lzyx éah&i:cid:'idr de iﬁcofporar los fluordforos utilizados pﬁra los ensayo de clevacion de
calcio,vSin cxln.bafgo, esto no facilité la fosforilacién de la ,q“imera'dc Ja cadena TCRE, como
consecuencia de la estimulacién con los dimerizadores, Estos‘resuluidos nos sugieren que estos
canales no estan involucrados con la falta de l‘osf‘onlaclén de nuestra qulmcra como resultado de
~ la estimulacién con los dimerizadores. Nucslros resultados sugneren que la fulta dc fosfonlacién

" podria deberse a que el entrecruzamicnto de la qunmera de la cadena TCRC mednante anucuerpos‘

cs de mayor grado en comparacion con el gcnerndo por los dnmenzadores. Por otro ludo, es‘

probablc que la composicion de los mlcrodominlos de membr a de esta Ifnca celular sea dlstmta,

a la de otras lincas de linfocitos T lumorales como las Jurkat E6-1 [ las Jurkat Tag, de la mxsma] B

mancra que s¢ han reporiado diferencias entre llpOS celulares dlstlntos y células _dlstmtos

) cslndlos de dlfercncmcmn (103). Esto podria exphcnr dxfercncnas en las fosfonlactones obtenldas‘

con la linea Jurkul Tag, donde nuestro grupo dcmostré que tanlo el entrecruza iento extracelular'

(con anllcucrpos anti-CD2) como el cmrccmznmlcnto mtracelular (con el dnmenzador) de la

qulmera de 1a cadena TCRE es capuz de mduclr una fuene fosf‘onlacnén de la qulmera, asi como

el rcclutamlemo y la activacion de la cinasa ZAP 70 (104)
Para poder realizar otros ensayos funclonales con Ios rcceptores quiméricos, decldlmos ‘

cxprcsar nuestras qunner'is en otra linca de cclulus T cuyas caracteristlcas fuernn més parecndas a.

los hnfocnos T normalcs Para ello, decndnmos expresar las qmmems en lu linea de Imfocntos T; ‘

‘humanos, Jurkal E6 1. Esta linca ticne cl mconveniente de cxpresar en la sup rfi ci grandes“,

quimeras. Para esto decidimos utilizar el anncuemo quc‘rgconpce el ‘ep(top‘e HA ‘ubicado‘e‘n el
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_extremo _ carboxilo-terminal _de nuestra quimera (12CAS). Se comparé la expresion de- las
quimeras tanto e lus lincas cstables como en lineas que las expresan de manera transitoria, En
ambos casos, la expresion de las quimeras fue menor que la expresion de las quimeras en el
‘hibryidoma murino, También se analizd la expresion mediante la tincién intracelular con el
anticuerpo anti-HA acoplado a FITC, pero en estos ensayos no se pudo determinar la expresion
dado‘que nuestro anticuerpo reconace también alguna molécula presente de manera constitutiva
en las células.

Se analizaron los patrones de fosforilacion de las lineas estables en la linca E6-1'y se
observd un- incremento en la fosforilacién como consecuencia de la estlmulacién con los
anueucrpos anti-CD2 'y unu -CD3. Sin cmbargo esic aumento se presenta tanto en la llnea
silvestre como en la que expresa nuestra qliﬁmern de la cadena TCRE, por lo que suponemos que
este cfcclo'sc debe a la sefializacion a través del CD2 endégeno (105, 106). Este efecto sé obtuvo -
también para la fosforilacion de la cinasa Erk-1/2. Se observé también que la éx’presién de la ;
quimera de CD4 aumenta los niveles basales de fosforilacion, lo que sugiere que la presencirili de

CD4 en los microdominios puede cstar faclhlando la fosforilacién de las proteinas presentes de

mancra constitutiva en estas regiones y por lo tanto mnn(ener un estado de nchvacnén parclal de'

la via de sefializacién (ver mas adeldnte) )

Utilizando estas cclulas. se- realizaron Ios ensayos de clevamén de ca]clo mtrucelular, ;

despugs del cntrecruzamlcnlo cxtracclular

lransfcclada eslablcmc con la quimer,

qulmcra dc CD4, el ﬂlle de calcno intracelular. obtenido’ fue ‘de’ mayor. intensidad 'y de ma'yorv )

pendlcnte que eI oblemdo en | Ins cclu as E6- ue carecen de la expresién de las uimeras Este'—;

- fiujo de calcio es snmllar al ﬂujo mducldo po, la esum' acno con nnhcuerpos anti-CD3. El ﬂﬂjo :
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de calcio qué se bs va ¢ ée dcbé a la cascada de scfializacion inducido por

el CD2 cndégeno y cs ﬂu_|o cuya pendlenlc ¢s menor, Estos resultados concuerdan con lo
descnto en dlversos traba)os antcrlorcs que demuestran que la sefializacion a través del CD2 tras
el entrecruznmlemo con anticuerpos es capaz de inducir la activacién de la PLCy-1 y por lo (anto
gencrar Ia clevacion de calcio intracelular ((107, 108) y revisado en (109)). En estos ensayos se
observé también un ligero flujo de caleio inducido por la estimulacién de la quimera de la cadena
TCRC, este flujo es més lento y més tardio, a diferencia del inducido por el anticuerpo anti-CD2, -
. Esto éonc‘uerda con resultados previos de nuestro laboratorio, donde se estimularon timocitos de
fat@nés transgénicos para la quimera de la cadena TCR (105).
s i’innlménle, las quimeras sé expresaron de manera transitoria y cstable en Ia linea Jurkat
: Tag'.',qu" ﬁiVéles de cxpresion de las lineas estables TagZ y TagCD4 se determinaron por la
) expre‘sic'm; en superficie del dominio CD2 humano Como se observa en la figura 23, la expresién
k de nuestras quimeras es muy baja con respecto a la obtenida en las células BylSS 18

Los ensayos de- activacién del factor de transcnpcnén NF-AT dem '

- resultados o

en lineas transitorias condujo rcahza Ios m|smos ensnyos en lmens estables Jurka Tag, que
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expresaban TCRY y CD4 respectivamente, El,;c‘ritrrrcg[l’lrzarmicnlo, de la quimera de la cadena
TCRE, tanto con ¢l anticucrpo anti-CD2 como" con el dimerizador AP1510 en las lineas estables
fue capaz de inducir una activacién moderada de NF-AT. Los bajos nivcles de NFAT obtenidos
en nuestros ensayos puede deberse d una baja expresion de las quimeras, asi como a la poca
sensibilidad obtenida con este -gen reportero. Actualmente se pretenden utilizar otros genes
reporteros, como el gen de la luciferasa, cuya sensibilidad es mayor,

Uno de las limitaciones del sistema empleado en el presente trabajo, como se’_ mencioné
antcriormente, ‘e's" cl heého de que los dimerizadores utilizados (FK1012 y APIS]O) va'déx.m\is de
umrsc asu hgando presente en los receptores quiméricos, pucde tamblén mteraccnonar con las

; moléculas de FKBP- 12 endégenas, abundantes en Ia célula (110), y de esta manera se podrla
diluir la accidn entrecruzadora de los dimerizadores. Por ello, en nuestro labora(orlo se estan
actualmente disefiando nuevos recebtores quiméricos que contienen un nuevo likgando mutante,
FKBP-12 (F36V), que solo es reconocido por un nuevo dimerizador AP20187. Con este sistema
pretendemos continuar estudiando el papel de cada‘uno de los componentes del complejo
TCR/CD3 y del co-receptor CD4 en el dcsarrollo yla activhcién de los linfocitos T,

Nuestros estudios no se han enfocado n‘ mvesngar en detalle el papel de los

receptores quimericos. Sc ha’ demos(r{ad

‘ ,prmmplo la reglén utl!lzadn en nucst ‘

- deberfa -ser capaz de’ translocarse
8T




permanencia estable en estas regiones podria requerir el inicio de la sefal por.un lado y Ia
interaccion con el citoesqueleto de actina por otro lado ( 111)(53), lo cual favorece la
formacién de la sinapsis inmunoldgica conduciendo & la activacién completa del linfocito T,

Estos estudios nos ayudarin a entender mejor la funcién de los receptores  quiméricos,
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X. Conclusiones
N El entrecruzamiento de la quimera de la cadena TCRY por arili’cuerpos anti-
CD2 humano es capaz de inducir : -
a. - la fosforilacién de la misma y de la cinasa ZAP-70 enla l!'qé'a BylSS.IS.

b. la liberacién de calcio simulando el flujo gcncr_ado al @nl;écmzar el complejo

CD3 enddgeno en la linea Jurkat EG-I :
c. “la activacion del factor de tmnscripclén NF-AT y por lo tanto, completar la

via de sefializacién del TCR pero en un menor grado en comparacién con la

estimulacién de todo el complejo.

2) La expresion de la quimera de CD4 en las lfnens de la qu1mera de la cadena

TCRE, es capaz de mcrcmentar lﬂ fosfonlacién de la qulmera de la cadena

TCRE, sin tener efecto en eventos més t ) di Y en la act "ucnén coma el ﬂuJo de

calcno o la activacién de factores de trnn ripcién

3) El entrecruzamiento de Ia qulmcra de C as lincas establcs, es capaz de:’

a.  inducir un nivel de fosf

la linea silvestre, como s [ isados totales y;ep In fosfonlacnén de

la cinasa Erk-l -

b. gene{a; un ﬂl;jo de 3 n Ia linéq silvcstfé por el CD2
cnd(;g;:nd. ’ |

4) ©El enlkrcérubz"an‘libe‘r;‘t‘dk'de_la qui l,'a;c-ie CD4 né es capaz de activar factores de

transcripcion,
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