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6LOSARIO

aa  Aminodcido

Ac  Anticuerpo

AcMo Anticuerpo Monoclonal

APC Célula Presentadora de Antigeno

BCR Receptor para Antigenos de Células B
BCS Suero Bovino de Recién Nacido

DAG Diacilglicerol

DPC Complejo Distal Polar

EMSAEnsayo de Movilidad Electroforética
ERM Ezrina-Radixina-Moesina

FCS Suero Fetal Bovino

HRP Peroxidasa de rdbano

Ig  Inmunoglobulina

IL  Interleucina

INF Interferdn

kDa KiloDaltones

MAPK Proteinas Cinasas Activadas por Mitégenos
MHC Complejo Principal de Histocompatibilidad
NaN3 Azida de Sodio

PBS Buffer Salino de Fosfatos

PKC Proteinas Cinasas C

aPKC PKC atipicas

cPKC PKC cldsicas o convencionales

nPKC PKC nuevas



PLC Fosfolipasa C

PMA Forbol Miristato Acetato (éster de forbol)

PMSF Fenil-Metil-Sulfonil-Fluoruro

PS  Fosfatidil Serina

p/v  Peso/Volumen

SDS-PAGE Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes

SI  Sindpsis Inmunoldgica

SMACComplejo Supramolecular de Activacién

T amb Temperatura ambiente

TCR Receptor para Antigenos de Células T

TNF Factor de Necrosis Tumoral



RESUMEN

La activacién de los linfocitos T estd controlada por las sefiales
generadas a través del Receptor para Antigenos de Células T en combinacidn
con las sefiales inducidas por las moléculas accesorias que interactuan con sus
contra-receptores presentes en la superficie de las Células Presentadoras de
Antigenos. Esta activacién lleva a la reorganizacién del citoesqueleto de
actina que trae consigo la redistribucion de proteinas de membrana y de
moléculas de sefializacion. Estos fendmenos tempranos de activacién celular
promueven la proliferacion y la diferenciacion celular asi como la expresion

de genes involucrados en la respuesta inmune.

La molécula co-receptora CD43 se expresa abundantemente en la
superficie de las células T y participa en eventos de proliferacion y
diferenciacién celular, de apoptosis, asi como en eventos de adhesidn y de
migracion celular. A nivel molecular, CD43 promueve sefiales que llevan a la
asociacion y activacién de las cinasas de tirosina de la familia Src, Fyny Lck.
Ademds, la estimulacién de células T a través de CD43 induce el
reclutamiento y activacion de PLCy, evento relacionado con la generacién de
IP;y de DAG, por consiguiente la elevacién de los niveles de Ca'? intracelular

y la activacion de PKC, entre otros eventos.

En células T, la activacién de PKC es esencial en los procesos de
activacién, diferenciacién, adhesién y migracién, asi como en los eventos

relacionados a la sobrevivencia celular.



En este trabajo mostramos que, en células T, el entrecruzamiento de
CD43 promueve la translocacién a la membrana de PKCa/B, ¢, 8,5y u, e
induce la actividad enzimdtica de PKCa/B y PKCO . Ademds, la activacidn de
PKC6, peo no la de PKCo/B, se requiere para inducir la expresion de CD69 en
respuesta a CD43, al promover la activacidn de los factores transcripcionales
AP-1y NF-xB por un mecanismo dependiente de ERK, y a la activacion de
NFAT por un mecanismo independiente de ERK. En conjunto, estos resultados
sugieren que PKCH tiene un papel critico en las funciones coestimuladoras de
CD43 en células T humanas [1]. Por otra parte, la activacién de PKCO en
respuesta al entrecruzamiento de CD43, es necesaria para la fosforilacidn de
ERM y para la relocalizacién de €D43 a un punto particular de la membrana.
Esto sugiere que PKCO también participa en los procesos de adhesién y

migracién inducidos por CD43 en linfocitos T.

En resumen, nuestros datos sugieren que la activacién de las
diferentes isoformas de PKC tienen un papel importante en las funciones de
CDA43 en linfocitos T humanos y probablemente en otras células del sistema

hematopoyético.



I.- INTRODUCCION

1.1.- GENERALIDADES DEL SISTEMA INMUNE Y DE LA RESPUESTA
INMUNE

El sistema inmune provee al organismo la capacidad para discriminar
entre lo propio y lo extrafio, y de responder rdpida y especificamente en
contra de un sinndmero de microorganismos potencialmente patdgenos que
cohabitan en el mismo nicho biolégico (virus, bacterias, hongos, pardsitos,
etc.). Estos mecanismos de proteccién contra microorganismos patégenos
incluyen barreras fisicas (piel, mucosas, etc.), sustancias secretadas por
diferentes células (cebadas, eosindfilos, neutrdfilos y macréfagos), y
eliminacion del patdgeno por fagocitos (neutrofilos y macrdéfagos) o su
destruccion por células asesinas naturales. En conjunto, estos mecanismos de
defensa son los que constituyen la Inmunidad Natural o Innata. Todos estos
sistemas de proteccidn se encuentran en el organismo antes de la exposicion
al agente patdgeno invasor y carecen de selectividad y especificidad.

Ademds de estos mecanismos protectores, los organismos superiores
(a partir de vertebrados) han desarrollado sistemas de proteccién que son
inducidos por la exposicién a sustancias extrafias o antigenos, éstos
constituyen la Inmunidad Especifica o Adquirida, la cudl es exquisitamente
selectiva, especifica y con "memoria”, esto significa que en un segundo
encuentro con el agente que la provocd, la velocidad, la intensidad y la
especificidad de la respuesta es mayor.

La respuesta inmune especifica se ha clasificado en dos grandes
grupos con base en los componentes del sistema inmune que ejecutan la

respuesta:



1) Inmunidad Humoral, la cual es mediada principalmente por los linfocitos B,
que a través de su receptor para antigenos de células B (BCR) expresado en
la superficie celular o que es secretado (anticuerpo), es capaz de reconocer a
macromoléculas particulares. Esto conduce a la expansién de células
plasmdticas secretoras de anticuerpos especificos y a la eliminacion del
antigeno.

2) Inmunidad Celular, la cual es mediada principalmente por los linfocitos T.
Estas células reconocen antigenos particulares a través del receptor para
antigenos de células T (TCR). Este reconocimiento induce la produccién de
citocinas que propician la proliferacién y diferenciacion de células efectoras

(tanto de células B como de células T), asi como la lisis de células blanco.

Existen caracteristicas muy importantes que comparten estos dos
tipos de respuesta inmune adquirida: su alto grado de especificidad hacia
antigenos particulares, la amplia diversidad en el reconocimiento antigénico,
la capacidad de estos sistemas para generar memoria (amplitud y velocidad
mayor en posteriores reecuentros antigénicos) y la tolerancia hacia antigenos
propios. Los mecanismos responsables para el alto grado de especificidad asi
como para la gran diversidad en el repertorio de anticuerpos o del TCR
encontrados en un organismos son muy similares, y se deben al proceso de
recombinacion de los genes germinales que codifican tanto para las
inmunoglobulinas (BCR) como para el TCR [2, 3].

Por otro lado, existen diferencias significativas en la forma de
reconocer antigenos. Mientras que las moléculas de anticuerpo (solubles o
ancladas en la superficie celular) son capaces de reconocer epitopes

proteicos con estructuras tridimensionales, los linfocitos T a través de su



TCR reconocen principalmente epitopes proteicos lineales asi como epitopes

provenientes de glicoproteinas y lipidos.

1.2.- ACTIVACION DE CELULAS T

Como ya se menciond en el capitulo anterior, tanto la inmunidad innata
como la adaptativa son muy importantes para que un organismo se mantenga
sano. Sin embargo, en lo subsiguiente de éste trabajo me enfocaré en la
respuesta inmune especifica inducida por células T. Esta preferencia (o
menosprecio hacia la inmunidad innata y a las células B) se debe a las
siguientes razones:
1) Las células T son fundamentales en la eliminacién de células infectadas con
virus (como el virus de la inmunodeficiencia humana, gripe, etc.), con
pardsitos intracelulares (como los responsables del paludismo,
tripanosomiasis, leshmaniasis, etc.) y de células tumorales. Asi como de jugar
un papel critico en el rechazo de érganos trasplantados.
2) La activacion de estas células trae como consecuencia la secrecién de gran
cantidad de citocinas que son requisito esencial para orquestar la respuesta
inmune en general (tanto la respuesta inmune celular como la respuesta
inmune humoral).
3) Por (ltimo, pero no menos importante, en el laboratorio en el cual realicé el
trabajo experimental que me llevé a escribir esta tesis tiene como objetivo
principal entender los mecanismos a nivel molecular, por los cuales, la

molécula co-receptora CD43 influye en la respuesta inmune de células T.

La activacién de células T se define como el conjunto de eventos

posteriores al reconocimiento antigénico, que llevan al linfocito T al rearreglo



del citoesqueleto, a la expresién de genes (por ejemplo citocinas y nuevos
receptores de superficie celular), a la proliferacién y a la diferenciacién
celular, con el consiguiente establecimiento de una respuesta inmune
adecuada. El TCR es la molécula responsable de reconocer principalmente
péptidos antigénicos proteoliticamente procesados (8-30 aa) y presentados
en el contexto de las moléculas clase I é II del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) en la superficie de las células presentadoras de
antigeno (APC). Ademds del TCR, existen otras moléculas Ilamadas co-
receptores o coestimuladoras que contribuyen de manera importante en la
activacidn celular. Entre las funciones de estas moléculas co-receptoras se
encuentran el darle selectividad al tipo de MHC reconocido y por tanto al
tipo de antigeno a reconocer (ejem. CD4"-MHC II y CD8'-MHC I); también,
incrementar la avidez por el antigeno o la interaccion con la APC (ejem. LFA-
1); o por inducir sefiales intracelulares que influyan en la respuesta final

(ejem. CD28, CD43, CD45, etc.).

1.2.1.- Diferenciacién Th1/Th2. Aunque el establecimiento de una
respuesta inmune es un proceso altamente complejo, podemos decir que
cierto tipo de microorganismos desencadenan preferentemente una
respuesta inmune de tipo humoral (orquestada principalmente por células B) y
otros una respuesta inmune celular (orquestada principalmente por células T).
En general, estas diferencias estdn dadas por el tipo de citocinas que son
liberadas en el microambiente en donde ocurre la activacién de los linfocitos
T. Se han identificado dos tipos de subpoblaciones de células T CD4"
(también llamadas "cooperadoras” o “helper”) cuyo fenotipo estd dado por el

patrdn de citocinas que secretan: las células T CD4" "Th1" y las células "Th2"



[4]. La diferenciacién hacia una respuesta Thl 6 Th2 estd regida tanto por el
tipo de APC que presenta el antigeno como por el tipo de antigeno a
reconocer, por las citocinas presentes en el momento de la activacidn asi
como por las sefiales generadas por la interaccién de las moléculas co-
receptoras con sus ligandos. Las células Thl secretan principalmente INFy y
TNFB, por lo que cooperan para el establecimiento de una respuesta de tipo
celular (por ejemplo citotoxicidad y produccién de citocinas): este tipo de
respuesta se establece frente a microorganismos intracelulares, tales como
virus, algunos tipos de bacterias y protozoarios. Por otro parte, las células T
CD4" "Th2", secretan preferencialmente IL-4, IL-5 e IL-10, y de esta forma
cooperan para la proliferacién de células B y para el cambio de clase de
inmunoglobulinas; este tipo de respuesta es efectiva contra patdgenos
extracelulares, como es el caso de infecciones con algunos helmintos.

El balance adecuado entre estos dos tipos de poblaciones celulares,
Thl y Th2, dardn como resultado una respuesta inmune efectiva. El
desbalance entre estos dos tipos de poblaciones favorecen diversos estados
patoldgicos, tal como ocurre en los procesos asmdticos, infecciones

parasitarias crénicas, inflamacidn crénica, etc.

1.2.2.- Eventos bioquimicos. Uno de los eventos principales en el inicio de la
respuesta de células T es la fosforilacion de proteinas. EI TCR no posee
actividad de cinasa intrinseca ni residuos para ser fosforilados; sin embargo,
forma un complejo con las cadenas invariantes llamadas CD3 (formadas por
los dimeros CD3ed y CD3ey) y con el dimero de la cadena t. Este complejo
CD3-C es el responsable de unir al TCR con la maquinaria de sefializacién

intracelular [5-7] (Figura 1). Las cadenas CD3-{son fosforiladas (en sus



motivos de activacién basados en tirosina 6 ITAMs) poco después de la
interaccion del TCR con su ligando. Se ha reportado que las cinasas de
tirosina Lck y/o Fyn (miembros de la familia de Src) son las principales
responsables de esta fosforilacién, la cual provee de sitios de union para
proteinas con dominios SH2 (se ha sugerido que el co-receptor CD4
favorezca la asociacidn de Lck al complejo TCR/CD3, permitiendo asi su
fosforilacion). Tal es el caso del reclutamiento y activacion de la cinasa de
tirosina ZAP-70 (miembro de la familia Syk) y posteriormente la
fosforilacion de la proteina adaptadora LAT, la cual es de especial
importancia para coordinar los eventos cascada abajo indispensables para la
activacidn celular. A través de LAT se recluta a la proteina adaptadora 6rb2
que une y promueve la activacion de Sos (un factor intercambiador de
nucledtidos) y consecuentemente la activacién de la via de Ras-MAPK,
importante para la activacion de factores transcripcionales como NF-xB y
AP-1. Por otro lado, LAT permite el anclaje y activacién de la cinasa de lipidos
PI3K, cuyos productos son importantes para la union de proteinas con
dominios de plextrina (PH), como la cinasa Akt relacionada con proliferacion
celular. Ademds, PI3K juega un papel esencial en los rearreglos del
citoesqueleto. Adicionalmente, se sabe que LAT recluta a la membrana
celular a la fosfolipasa Cy (PLCy), y posteriormente su activacion. PLCy
permite la hidrélisis del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP;) generando los
segundos mensajeros inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG).
Estos segundos mensajeros son los responsables del flujo rdpido y sostenido

del calcio intracelular ([Ca*?]) y de la activacién de Proteinas Cinasas C
(PKC), respectivamente, que se observa en respuesta al TCR. En tanto que el

aumento de [Ca’®) lleva a la activacién de la fosfatasa calcineurina,

10



3 5 Activacion de Genes
Figura 1.- Vias de sefalizacion inducidas por el TC



responsable de la activacion del factor transcripcional NFAT; PKC lleva a la
activacion de la MAP cinasa JNK, y coopera junto con calcineurina para
inducir la activacion de NFAT. Ademds, la activacion de PKC se ha implicado
en la activacién de la via de Ras-MAPK y de ciertos factores
transcripcionales (como NF-xB y AP-1) importantes para la expresion de
genes que codifican para diferentes citocinas requeridas para proliferacion y

diferenciacion celular.

1.2.3.- Polarizacion y redistribucién de moléculas en la superficie celular
durante el reconocimiento antigénico. Como ya se menciond, la activacion
de los linfocitos T requiere una interaccion sostenida del TCR con el complejo
péptido antigénico-MHC presente en la superficie de la APC. Una interaccion
productiva induce cambios bioquimicos (como los descritos en el inciso 1.2.2)
y de reorganizacidn de dominios especificos de la membrana, lo cual lleva a la
formacion de una estructura altamente organizada en el sitio de contacto que
se le ha denominado Sindpsis Imunoldgica (SI) o Complejo Supramolecular de
Sefializacion (SMAC) [8, 9]. La formacién de la SI es un proceso rdpido por el
cudl las células T adoptan una polaridad con respecto a la APC y en donde se
concentran el TCR y moléculas co-receptoras como CD4/CD8, CD28 y LFA-1,
asi como moléculas intracelulares de sefializacién (Lck, Fyn y PKCO) y
moléculas del citoesqueleto (actina y moléculas asociadas a actina). La alta
densidad de moléculas sefializadoras en el sitio de contacto antigénico
permiten una unién estable y prolongada, asegurando que los eventos cascada
abajo del TCR se lleven a cabo con éxito.

Inicialmente se pensé que la formacién de la SI sélo permitia el

reclutamiento de moléculas indispensables para el reconocimiento antigénico

12



(como CD4/CD8, CD28 y LFA-1) y excluia a las moléculas “no necesarias”, por
ejemplo las moléculas de gran tamafio en su regién extracelular, ya que al
permitir la exlusién de estas moléculas se aseguraba el contacto y
reconocimiento antigénico.

Sin embargo, se demostré recientemente que a la par de la formacién
de la SI se establece otra estructura membranal distinta a ésta, a la cual se
le ha denominado "complejo distal polar" (DPC) y estd caracterizada por la
presencia del co-receptor CD43 (una molécula larga y con una carga negativa
alta), la molécula Rho-6DI (regulador de la actividad de 6TPasa de la familia
Rho), y proteinas de la familia de ezrina-radixina-moesina (ERM) [10], estas
dltimas involucradas en conectar receptores de la membrana celular con el
citoesqueleto (actina). Talina es el principal componente del citoesqueleto
que organiza a la SI, mientras que la familia de ERM juega un papel crucial en
el establecimiento del DPC. La sobre-expresién de formas inactivas de ERM
(incapacidad de unirse a actina, y por tanto de reorganizar adecuadamente el
citoesqueleto), ha llevado a sugerir que el DPC tiene un papel funcional
relevante para la activacion de células T [11, 12]. Si bien es cierto que la
sobre-expresién de estas formas aberrantes de ERM no desordenan a la SI,
el resultado de la activacién celular es alterado ya que se disminuye la

capacidad de estas células para producir IL-2 e INFy.

1.3.- PAPEL DE LAS MOLECULAS CO-RECEPTORAS

La activacién de las células T no solo requiere de la interaccién del TCR
con el antigeno, sino también la interaccién de las moléculas co-receptoras
con sus contrarreceptores o ligandos. Estas sefiales pueden incidir con las del

TCR (via dependiente), o bién, seguir su propio camino (via independiente). La
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suma de la intensidad y duracién de estos dos tipos de sefiales (TCR y
moléculas co-receptoras), llevan a un linfocito T a responder adecuadamente
hacia un antigeno en particular (activacion celular), y la falta de sefiales co-

receptoras llevan al linfocito T a un estado de anergia (“falta” de respuesta).

1.3.1.- La molécula co-receptora CD43. A esta molécula también se le
conoce como leucosialina, sialoforina, glicoproteina abundante de leucocitos 6
gpL115 [13, 14]. CD43 es una mucina cuya expresion estd restringida al linaje
de células hematopoyéticas, exceptuando a eritrocitos y a algunas
poblaciones de células B [13]. Esta proteina se extiende 45 nm al exterior de
la membrana celular, siendo asi una de las moléculas mds largas de la
superficie de células T [15]. Por su tamafio grande y su abundancia, CD43
cubre aproximadamente el 28% de la superficie de las células T, formando
asi un glicocdliz alrededor de la membrana celular

El gene que codifica para CD43 se encuentra localizado en el
cromosoma 16 en humanos y en el cromosoma 7 en ratones [16, 17]. Este gene
comprende una region de 12 kilobases aproximadamente (en humanos), consta
de dos exones y solo el segundo de éstos codifica a la proteina [18]. Esta
pesa entre 113-135 kDa y estd formada por tres dominios: el dominio
extracelular constituido por 235 aa que es abundante en residuos de serina 'y
treonina, lo que le confiere sitios potenciales para O-glicosilacién; ademds
tiene una arginina en la posicién 220 que la hace candidato para ser N-
glicosilada. El dominio transmembranal estd formado por 23 aa y su secuencia
es tipica de proteinas integrales de membrana Tipo I. El dominio citopldsmico
tiene 123 aa con un alto contenido en residuos de serina (11) y treonina (6) y

varios de ellos se encuentran en regiones consenso para la fosforilacion por
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proteinas de la familia de PKC, de hecho, esta regién se encuentra
constitutivamente fosforilada y se ha identificado a la serina de la posicién
332 como el principal sitio de fosforilacion [19-21]. Este dominio tiene una
regidn rica en residuos de prolina que se ha propuesto ser sitio de unién para
proteinas con dominios SH3 [22]. La regidn intracitopldsmica de CD43 tiene
alta homologia entre humanos y roedores lo que sugiere que este dominio
tiene un papel importante en las funciones de CD43 [23].

Esta molécula se encuentra altamente glicosilada y dependiendo del
tipo celular y del estado de diferenciacidn es el tipo de oligosacdridos unidos
a la estructura proteica de CD43. Los principales azlcares detectados en
esta proteina son galactosa, N-acetilgalactosamina y dcido sidlico [13]. De
acuerdo con este criterio, se han identificado dos glicoformas principales de
CDA43: una de 113-123 kDa que posee principalmente tetrasacdridos [NeuNAc
a2—>36alpl—3(NeuNAc a2—-6)GalNAc], esta forma se expresa
preferentemente en timocitos, en células T CD4" en reposo y en monocitos.
La otra glicoforma de CD43 tiene un peso aproximado de 130-135 kDa, posee
principalmente hexasacdridos [NeuNAc a2— 36Galp1—->3(NeuNAc
a2—>36alpl—4GIcNAcB1—=6)GalNAc] y su expresion es preferencial en
linfocitos T CD4" activados, en linfocitos T CD8" en reposo o activados, en
células plasmdticas, neutréfilos y plaquetas. La isoforma de alto peso
molecular lleva una estructura de O-glicanos (tipo 2), la cual depende de la

actividad enzimdtica de la B1—-6-N-acetilglucosaminiltransferasa [24].
1.3.2.- Ligandos de CD43. Se ha demostrado que CD43 une a ICAM-1, a

moléculas clase I del MHC, a galectina-1, a albiimina de suero humano, al virus

de la influenza tipo A, a micobacterias 6 a sialoadhesina, que es un receptor
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de adhesion a macréfagos [25-31]. La interaccion de CD43 en células T con
ICAM-1 podria contribuir al contacto célula-célula y a la activacién celular
[29]. Por otro lado, la adhesién espontdnea de células T inactivas a cierto tipo
de células presentadoras de antigenos (como las células dendriticas)
posiblemente es mediada por la interaccién de CD43 con las moléculas clase T
del MHC; ademds, esta unién regula la union de €D2 con su ligando CD58 [28].

Galectina-1 es una lectina que une a proteinas con residuos de B-
galactésidos y estd expresada en dérganos linfoides periféricos y centrales
[32]. La isoforma de alto peso molecular de CD43 (130-135 kDa) es uno de los
principales ligandos de galectina-1. Esta isoforma de CD43 se expresa en los
timocitos corticales y en células T periféricas que han sido activadas, y su
union con galectina-1 induce apoptosis dependiente de la presencia de la
fosfatasa CD45 [26, 33]. Esto sugiere la participacion de CD43 en los
procesos de seleccion y maduracién de células T en el timo, asi como en la
regulacién de la respuesta inmune periférica [25, 26, 33]. CD43 también
interactda con la albdmina de suero humano (ASH). En neutrofilos, esta union
evita el "spreading” e inhibe las funciones relacionadas con este proceso
(como por ejemplo la liberacién de compuestos reactivos de oxigeno).
Asimismo, la interaccién ASH-CD43 previene el corte de CD43 de la
superficie celular que se observa durante la activacién de neutréfilos
impidiendo asi su activacién [34]. Por otro parte, el virus de la influenza (tipo
A) interactua especificamente con CD43 en la superficie de células
polimorfonucleares. Al incubar estas células con el virus o con anticuerpos
anti-CD43 y exponiéndolas posteriormente a un estimulo secundario (como

PMA o fMLP), se observé una disminucion en la degranulacién de
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mieloperoxidasa, lo cual estd relacinado con la disminucion de la actividad
antibactericida de las células [35].

Asimismo, la regién extracelular de CD43 es importante para la union
y/o entrada de micobacterias a macréfagos, ademds de la produccién de
TNFo en respuesta a esta infeccion. La produccion de TNFa afecta la
sobrevivencia de micobacterias al inducir apoptosis en macrdfagos
infectados [27]. Finalmente, CD43 también es el contra-receptor de
sialoadhesina (receptor de adhesidn a macréfagos) lo que sugiere que CD43
promueve las interacciones de macrdéfagos con diferentes células del sistema
inmune [30].

En conjunto estos datos sugieren la participacién de CD43 en procesos
de adhesion celular, asi como en eventos de sefializacién que modulan
diferentes funciones celulares en respuesta a la interaccion con sus ligandos.
Sin embargo, no existen evidencias directas que demuestren como es que la
interaccidn de CD43 con estos ligandos regula las funciones bioldgicas de los

linfocitos T.

1.3.3.- Mecanismos de sefializacion inducidos a través de CD43. Las
sefiales generadas por el entrecruzamiento de CD43 en la superficie de
linfocitos T inducen la activacion y proliferacién celular, la produccién de
citocinas y la adhesién con otras células o con componentes de la matriz
extracelular [36-40]. Ademds, se ha sugerido la participacién de CD43 en
procesos de sobrevivencia celular y apoptosis [41, 42]. Estos eventos
inducidos por CD43 son independientes de las sefiales generadas por el co-
receptor CD28 [37, 43] y estrictamente dependientes de la regién

citopldsmica de CD43, la cual es hiperfosforilada durante la activacién de las
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células T [19, 39]. En estas células, el entrecruzamiento de €CD43 (usando
anticuerpos monoclonales) promueve la asociacién del dominio citopldsmico de
CDA43 con las cinasas de la familia de Src, Lck [44] y Fyn, esta dltima a
través de su dominio SH3 que interactua con la region rica en prolina de
CD43 [22] (Figura 2). Estas interacciones inducen la actividad catalitica de
ambas cinasas de tirosina [45], permitiendo asi la fosforilacion de varias
moléculas de sefializacién importantes para la activacién celular. Una de estas
moléculas es la cadena ¢ del complejo de activacién CD3, que es fosforilada
en residuos de tirosina, lo que a su vez permite el acoplamiento de la cinasa
ZAP-70 [45]. Este reclutamiento y activacién promueve la fosforilacidn de
las moléculas adaptadoras Shc y SLP76 y del intercambiador de nucléotidos
de guanina, Vav. La fosforilacion de estas proteinas permite la formacién de
complejos macromoleculares como Shc-6rb2-Vav y Vav-SLP76 [45, 46].
Estos eventos son importantes para la activacién de las proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAP cinasas), la activacion de los factores
transcripcionales AP-1, NF-kB y NFAT y la expresién de genes de
interleucinas como IL-2 e INF-y, asi como del gene temprano de activacion,
CD69 [46, 47](Olivares, N. Datos no publicados).

Ademds de inducir sefiales intracelulares que dependen de la
fosforilacion en tirosinas, CD43 estd funcionalmente acoplada a la via de
fosfolipasa Cy (PLC-y) y a la hidrélisis de fosfoinositidos de membrana, dando
como resultado la translocacion a la membrana de PKC y a la mobilizacién de
calcio intracelular [21, 48]. Estos datos son consistentes con lo reportado
por Pedraza-Alva y cols. [49] en donde inhibidores de PKC previenen la
fosforilacién en residuos de serina de la molécula Cbl, inducida por CD43.

También previenen la asociacién de Cbl con la isoforma t de la proteina 14-3-
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3 y la activacién de la MAP cinasa ERK, en respuesta al entrecruzamiento de
CD43. Sin embargo, no existen evidencias directas que demuestren que las
sefiales intracelulares generadas a través de CD43 lleven a la activacion de
PKC, ni tampoco cudles isoformas de PKC pudieran ser activadas por CD43 en

células T.

1.4.- ¢QUIENES SON LAS PKC?

1.4.1.- Familia y dominios estructurales. La familia de PKC fué definida
inicialmente como un grupo heterogéneo de cinasas dependientes de
fosfolipidos [50]. En mamiferos, se han identificado 10 genes que codifican
para 11 isoenzimas diferentes de PKC (en el caso de PKC B, es el mismo gene
que por "splicing alternativo” da como resultado dos productos: PKCPI y
PKCBII) [51]. Cada una de estas isoenzimas estd formada por una sola cadena
polipeptidica, compuesta por un dominio amino-terminal con capacidad de
unirse a la membrana celular (dominio regulador) y un dominio carboxilo-
terminal que tiene la actividad de cinasa (dominio catalitico) (Figura 3). El
dominio catalitico contiene dos médulos funcionales, uno de unién a ATP (C3)
y el otro de unidn al sustrato (C4). Este dominio permanece en un estado
inactivo debido a que el sitio activo se encuentra impedido estéricamente por
el pseudosustrato ("ps”, amino-terminal de C1) [52]. La fosforilacion en
algunos residuos del dominio catalitico y la unién de cofactores especificos al
dominio regulador permiten la liberacién del pseudosustrato del sitio activo y
la activacion de la PKC [53, 54]. En el dominio regulador se encuentran dos
regiones llamadas C1 (Cla y Clb), las cuales poseen sequencias ricas en
cisteinas que coordinan la unién de dos dtomos de Zn*. Las regiones C1 son

las responsables de la interaccion con diacilglicerol (DAG) o con ésteres de
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forbol (ejem. PMA). En las PKC atipicas existe un solo dominio C1 (homélogo a
Cla) el cual es insuficiente para la interaccién con DAG/PMA [54-56]
Adyacente a la regién carboxilo-terminal de C1 se encuentra una region
denominada C2 cuya caracteristica esencial es la presencia de cinco residuos
conservados de dcido aspdrtico que se requieren para la unién de dos dtomos
de Ca'%; en las PKC nuevas uno o mds de estos residuos no estdn conservados
y por lo tanto no unen a Ca'?. Asimismo, la regién -NH; terminal de C2 posee
un sitio de interaccion con fosfatidilserina indispensable para la activacién de

PKC [57, 58].

D.Regulador D .Catalitico

Ps)Cl1 €2 €3 cC4

PKC cldsicas: o f1 B2y N ] I 1 C
PKC nuevas: d € 8 1) N C
PKC atipicas: T /A N-wm—{—H+H——1C
PKD H————1+C

PH

Figura 3 . - Estructura de las diferentes isoenzimas de PKC

Las proteinas de la familia de PKC se han agrupado en tres categorias
dependiendo del tipo de cofactores necesarios para su activacion [59].
Ademds del lipido de membrana fosfatidilserina, las PKC cldsicas o
convencionales (a, I, BIl y y) requieren de calcio (Ca™, unién a €2) y de
diacilglicerol (DAG; unién a C1) o ésteres de forbol (unién a C1), mientras que
las PKC nuevas (3, €, 6 y n) solamente requieren DAG o ésteres de forbol. Un

tercer grupo de PKC, llamadas PKC atipicas (E, ./A) no requieren calcio ni DAG
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para su mdxima actividad [57, 60] y alin se desconoce el mecanismo de
activacién de estas isoformas.

Un nuevo grupo de cinasas fué identificado e inicialmente se clasificé
dentro de la familia de PKC. Este nuevo grupo de serina/treonina cinasas es
llamado PKD, y esta formado por tres miembros: PKCu/PKD, PKD2 vy
PKCu/PKD3. Esta familia es dependiente de fosfolipidos, insensible a
concentracines de Ca" y activada por ésteres de forbol. Ademds, contiene un
dominio hidrofébico con homologia a plextrina (PH) en la regidn

aminoterminal, y un dominio catalitico distinto a PKC [61-63].

1.4.2. - Regulacion por fosforilacion. Estas enzimas son sintetizadas en el
ribosoma como precursores inactivos y se asocian con la fraccién celular
insoluble en detergente. La fosforilacion de la familia de PKC es necesaria
para inducir un cambio estructural que permita la mdxima actividad
enzimdtica (Figura 4). En PKCBII, la translocacién a la membrana (a través del
dominio regulador) y la activacién enzimdtica es precedida por tres eventos
de fosforilacién [56, 64, 65]. La enzima es inicialmente fosforilada en la
treonina T500 del asa de activacién, probablemente por la proteina cinasa-1
dependiente de inositidos fosforilados en la posicion 3 (PDK1) [66]. Se cree
que esta fosforilacién alinea a los residuos de aminodcidos del sitio catalitico
para permitir a la enzima ser cataliticamente competente [67]. Como
consecuencia de esto, se induce la autofosforilacién en la treonina Té641. La
adicion de un grupo fosfato en esta posicion, reemplaza la necesidad de la
carga negativa en el asa de activacion.

Posteriormente, la desfosforilacion selectiva en la treonina T500 del

asa de activacién le permite a PKCBII retener su actividad enzimdtica. El
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Figura 4.- PKC es regulada por fosforilacion
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tercer sitio de fosforilacién es la serina S660 localizada en la regidn
carboxilo-terminal de la proteina, y esta es una reacciéon de
autofosforilacion. Este evento permite la localizacién subcelular de la enzima
permitiéndole liberarse al citosol como una proteina madura capaz de
responder a cofactores (por ejemplo PS y DAG) necesarios para su mdxima
actividad enzimdtica.

En las PKC cldsicas, estos tres sitios de fosforilacion sirven como
“interruptores” que controlan interacciones intra- e inter-moleculares. Y
aunque estos sitios de fosforilacion son conservados en las isoformas no
convencionales de PKC, no se sabe si este mismo orden se lleva a cabo para
que las PKC no convencionales respondan a los cofactores presentes en la
membrana celular (tales como PS y/o DAG).

Asimismo, se ha demostrado que existen otros sitios de fosforilacidn,
en residuos que no estdn conservados entre los miembros de la familia de
PKC. El hecho de que las diferentes isoformas de PKC sean fosforiladas en
residuos no conservados en respuesta a estimulos especificos, sugiere que la
fosforilacién de estos sitios provee de mecanismos de regulacién adicionales
para cada isoforma de PKC. Ejemplo de esto son la fosforilacién en residuos
de tirosina de PKC & y 6 inducidos por cinasas de la familia de Src, esto en

respuesta a diferentes estimulos [68, 69].

1.4.3.- Regulacion por cofactores. Las enzimas de PKC usan las dos
regiones del dominio regulador para interaccionar con segundos mensajeros,
los cuales son indispensables para localizar a PKC en la membrana y regular

alostericamente la actividad de estas enzimas. Estas dos regiones son el
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dominio €1, el cual une a DAG y a ésteres de forbol, y el dominio C2 que une a
lipidos dcidos (PS) y a Ca™.

La translocacién a la membrana y la activacion de las isoformas
cldsicas de PKC se lleva a cabo en dos pasos [57, 70]. El primer paso,
involucra la unién de la regién €2 a Ca™ la cual es favorecida por un
incremento en las concentraciones intracelulares de este cation. Esta union
induce un cambio conformacional en la proteina y promueve su asociacién a la
membrana. Esta asociacién favorece la interaccién de la regién C1 a DAG
presente en la membrana celular lo cual induce una insercidn parcial de PKC a
la membrana y desestabiliza las interacciones autoinhibitorias entre el
dominio regulador (pseudosustrato) y el dominio catalitico, permitiendole
finalmente el acceso al sustrato. La union de C1 a DAG reduce
considerablemente las concentraciones de Ca" necesarias para la activacién
de PKC. Los ésteres de forbol, que son andlogos no hidrolizables de DAG, no
necesitan de la unién de €2 con Ca™ e inducen una fuerte asociacién de PKC a
la membrana celular.

En contraste a las PKC clasicas, en las PKC nuevas la translocacion a la
membrana y la activacion alostérica de estas isoformas se cree que es
iniciada por la union de DAG (o ésteres de forbol) a la region C1 [57, 70].
Después de la insercion a la membrana las PKC pueden interactuar con
distintos sustratos o proteinas adaptadoras antes de que sean inactivadas

por el metabolismo de DAG o por el corte proteolitico por calpaina [71].
1.4.4.- Regulacion por localizacion. El uso de técnicas inmunohistoquimicas

ha permitido establecer que las diferentes isoenzimas de PKC se localizan en

diferentes compartimientos dependiendo del tipo celular que se analice [60,
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72]. Los cambios de localizacién de estas enzimas, inducidos por la
diferenciacién y transformacion celular, sugieren que los mecanismos
moleculares que determinan la localizacion subcelular son modificados
durante estos procesos.

Se han encontrado dos tipos de proteinas que unen a PKC, aquellas que
ademds de unirse a PKC son sustratos de ésta, y las que Gnicamente se unen a
PKC pero no son sus sustratos. Entre las primeras encontramos a vinculing,
talina, las MARCKS (Myristoylated Alanine-Rich C Kinase Substrate),
proteinas relacionadas a MARCKS, proteinas de la familia de ERM, a-aducina,
y-aducina, anexinas I/II y desmoyokina. Estas proteinas unen a componentes
de la membrana celular con el citoesqueleto y, ademds de ser sustratos de
PKC, son también proteinas de unidn a fosfatidilserina (PS) [60, 72]. Esto ha
llevado a proponer que un componente importante en la activacién de PKC es
regular las interacciones membrana-citoesqueleto.

Otro tipo de proteinas que se unen a PKC son los “receptores para PKC
activas” (RACKs) [60, 72, 73). A diferencia de las descritas anteriormente,
las RACKs no son sustratos para PKC ni dependen de PS. Debido a que estas
proteinas solo interactuan con PKC activas/fosforiladas, pudieran regular la
localizacidn especifica de las PKC y por tanto su funcion. Tal es el caso de la
union de la cadena B del receptor para IgE que se asocia con PKCS, de ésta
manera le permite fosforilar a la cadena y de ese mismo receptor,
modificando los eventos cascada abajo [60].

Por tanto, las proteinas de unién a PKC regulan la eficiencia y la
especificidad de la reaccion PKC-efector (sustrato) al coordinar su
interaccidn con el citoesqueleto o su distribucién, de una forma espacial y

temporal.
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En suma, los mecanismos que regulan a PKC son muy complejos. Los
principales mecanismos que regulan su actividad son: 1) la fosforilacién, la
cual es necesaria para la competencia catalitica de la enzima; y 2) los
segundos mensajeros, los cuales son necesarios para regular alostericamente
la actividad enzimdticamente. Ademds, aquellos mecanismos que regulan su
localizacion celular y la especificidad de sustrato. Por tanto, las sefiales que

dependen de la activacién de PKC se han encontrado ser muy versdtiles.

1.5.- CELULAS T Y PKCe

Las isoenzimas de PKC se expresan en una gran variedad de células y
tejidos. En las células T se expresan todas las isoenzimas de PKC con
excepcion de PKCy [74, 75]; aunque la contribucidn especifica de las distintas
isoformas de PKC en los mecanismos de sefializacién en células T solo se
conoce parcialmente. Sin embargo, es necesario sefialar que entre todas las
isoenzimas de PKC presentes en las células T, PKCO tiene un papel importante
en los mecanismos de sefializacién inducidos por el TCR y por tanto para las

funciones de estas células.

1.5.1.- PKCO regula distintas vias de sefalizacion. En los dltimos afios,
varios grupos de investigacién se han enfocado en esclarecer la participacién
de PKC6 en la activacion de células T inducida por antigenos o por el
entrecruzamiento con anticuerpos anti-TCR/anti-CD28. Como se menciond
anteriormente, la interaccion del TCR con su antigeno induce la formacion de
la SI (6 SMAC), la cual requiere de rearreglos en las proteinas del
citoesqueleto y del ensamblaje de varias moléculas intracelulares

indispensables para la activacién de las células T. Se ha demostrado que PKCO
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se situa junto con el TCR en la regién central del SMAC (¢SMAC) y esta
localizacién requiere de la reorganizacion del citoesqueleto de actina, la cual
a su vez depende de la funcionalidad de las proteinas Vavl y Rac. La
localizacién de PKCO en la SI es importante para activar al factor
transcripcional NF-xB y para la activacion de las células T [76-78]. Asimismo,
PKC6 promueve la activacion de manera selectiva del factor transcripcional
AP-1y junto con calcineurina induce la activacién transcripcional de NFAT y
la expresion del gene de IL-2 [79-81]. Se ha visto también que PKC6 integra
las sefiales generadas a través de la activacion del TCR y de CD28 por inducir
la unién de factores transcripcionales a la secuencia conocida como
"sequencia de respuesta a CD28" (CD28RE), en el promotor de IL-2 [82]. Por
otra parte, la activacién de PKC6 iniciada por el entrecruzamiento de
TCR/CD28 en la superficie de las células T, lleva a la activacién de NF-xB y a
la produccién de INFy por una via dependiente de la cinasa de
serina/treonina dependiente de PI3K, Akt [83, 84]; también, bajo las mismas
condiciones de estimulacion PKC6 regula la expresion del gene de IL-4 por
una via de sefializacion que depende de Vav/LAT/SLP76 y de componentes
que conducen a la activacién de JNK y NF-kB [85]. Ademds de la
participacién de PKC6 en regular la expresién de citocinas necesarias para la
proliferacion y diferenciacién de células T, participa en la induccion de la
expresion de CD69 (antigeno de activacién temprano) probablemente al
activar la via ERK/Ras [86-88]. Otro aspecto importante en las vias de
sefializacién que son reguladas por PKCH es el requerimiento de ésta para
activar a JNK en células T [79, 89-91]. Sin embargo, la trascendencia
bioldgica de este hecho ha sido cuestionada ya que, células T obtenidas de

ratones carentes de las cinasas JNK1 y JNK2 producen una cantidad mayor

28



de IL-2 y tienen un indice mayor de proliferacién en comparacién a células
obtenidas de ratones normales [92]. La importancia de PKCO en la activacidn
y proliferacion de células T inducidas por el TCR se corroboré cuando se
activaron a las células T provenientes de ratones deficientes de PKC6 y se
observé que habia una reduccién en el indice de proliferacion debido a
defectos en la activacion de los factores transcripcionales AP-1, NF-xB y

NFAT y un decremento en la expresion de CD69 y CD25 e IL-2 [81, 93].

1.5.2.- PKC 6 y el citoesqueleto de células T. Como ya he mencionado, la
activacion de las células T requiere una reorganizacién especial de la
membrana celular al sitio de contacto con el antigeno. La formacion de este
modulo requiere de una compleja interaccién de los receptores de la
superficie de las células T con algunas moléculas de sefializacidn incluyendo a
componentes del citoesqueleto.

La unidn inicial entre la APC y el linfocito T es llevada a cabo por
integrinas, tal como LFA-1, o por moléculas distintas a las integrinas, como
por ejemplo CD2-CD58. La interaccidn de estos co-receptores en las células
T, inducen la activacién de distintos mecanismos de sefializacién entre los que
se encuentran la activacion de PI3K, de PKC y el incremento en los niveles
intracelulares de Ca'® [94). Esta activacién “inicial” es un prerrequisito
indispensable para la formacion de la SI, asi como para la adecuada
activacion celular. Se sabe que el citoesqueleto de actina tiene un papel
fundamental en la activacidn de las células T [95]. Por ejemplo, la morfologia
y la estructura del citoesqueleto de la linea de timoma EL4 es afectada por la
transfeccion de la mutante inactiva de PKCn, sugiriendo un papel de esta

isoforma de PKC en la remodelacion del citoesqueleto. Por otro lado, el
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entrecruzamiento de LFA-1 induce la translocacién tanto de PKCB como de
PKC3 a los microtibulos, esto, durante el proceso de locomocién de los
linfocitos T activados. Por otra parte, la activacién dependiente del antigeno
induce la relocalizacién de ezrina a la SI [96] y la exclusién-dependiente de
moesina del co-receptor CD43 hacia el complejo distal polar [11, 12], ambos
eventos dependientes de la activacion de PKC.

Ademds, la activacién de PKC estd asociada con la fosforilacién de
varios componentes del citoesqueleto. Por ejemplo, el co-receptor CD47
induce la nucleacidn de actina y la translocacién de PKC6 al sitio de contacto
celular [97], e in vitro, PKCO es capaz de fosforilar al componentes del
citoesqueleto que une a actina, moesina [98].

Se sabe que estimulacién a través del TCR induce, selectivamente, la
translocacidn a la membrana y al citoesqueleto de actina de la isoforma nueva
de PKC, PKCO [87, 99]. Se ha demostrado que Vav es necesaria e
indispensable para la translocacién de PKCO a la membrana y al citoesqueleto,
ya que las formas "dominantes negativas" de Vav o de Rac, bloquean la
activacion de PKCO y su translocacién. Contrario a esto, la sobre-expresién de
Vav o la forma “constitutiva activa” de Rac inducen un incremento en la
actividad enzimdtica de PKC6. Ademds, en este Ultimo modelo, la forma
“dominante negativa” de PKCO no afecta la polimerizacién de actina, pero
bloquea la expresién de CD69 inducido por la sobre-expresién de Vav [87].
Estos datos sugieren, que Vav y Rac, ademds de inducir la remodelacion del
citoesqueleto, ayudan en la translocacién de PKCO al citoesqueleto.

Por todo esto podemos decir que, la activacién de PKC y la
remodelacidn del citoesqueleto son eventos importantes para la adecuada

activacion de las células T.
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II.- ANTECEDENTES

La especificidad de una respuesta inmune adquirida a través de células
T estd determinada por la interaccién entre su TCR con un antigeno
especifico bajo el contexto de las moléculas cldsicas del MHC expresadas en
la superficie de las APC. Sin embargo la respuesta final de esta estimulacion,
ya sea la activacion celular o la anergia celular, depende de las sefales
intracelulares generadas por las interacciones de los co-receptores con sus
respectivos contrarreceptores en la APC. Se ha propuesto que entre los
principales mecanismos de sefializacién que movilizan las moléculas co-
receptoras estd el de aumentar y prolongar la hidrélisis de los
fosfoinositidos de membrana, y por ende, la activacién de las proteinas
cinasas C (PKC). Esto esta sustentado por el hecho de que, en células
transformadas (células Jurkat) o en linfocitos T humanos normales, las
sefiales generadas por las moléculas co-receptoras pueden ser sustituidas al
tratar a las células con ésteres de forbol (PMA, andlogos no hidrolizables del
diacilglicerol), los cuales unen y activan a las PKC (Palacios, 1985 #2).

Nuestro grupo de trabajo estd interesado en determinar el papel
fisioldgico que tiene el co-receptor CD43 en la respuesta inmune adquirida y
mucho de su esfuerzo se ha enfocado en dilucidar los mecanismos de
sefalizacion que son inducidos por ésta molécula.

En las células T el entrecruzamiento de CD43 lleva a la activacién y
proliferacién celular, a la produccién de citocinas, a la migracién y a la
adhesidn homotipica. A nivel molecular, la via de sefializacién de CD43
requiere de la generacion de IP3y de DAG con la elevacion inmediata de los
niveles de Ca™ intracelular y la activacién de PKC (Axelsson, 1988

#120;Silverman, 1989 #71). Existen evidencias experimentales que sugieren
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la participacidn de isoformas de PKC en las vias de sefializacidn inducidas por
CD43: 1) la fosforilacién en serinas de Cbl y su asociacién con la molécula 14-
3-3 (Pedraza-Alva, 2001 #72); 2) la activacién de ERK1/2 (Pedraza-Alva,
1998 #80); 3) la activacion de factores transcripcionales como AP-1, NF-xB
y NFAT, importantes para la transcripcién del gen de IL-2 (Santana, 2000
#73) y 4) regular el proceso de adhesion homotipica (Layseca-Espinosa, 2003
#195).

Sin embargo, hasta el momento no se conocen cudles isoformas de PKC
se activan en respuesta a la estimulacidn con €D43 y de qué forma éstas

cinasas regulan la funcion de CD43.
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III.- HIPOTESIS DE TRABAJO

Dado que el entrecruzamiento de CD43 en células T promueve la
activacién de los factores de activacién para PKC, DAG y Ca™?, y puesto que
PKC juega un papel importante en la activacion de las células T, proponemos
que la activacion de los linfocitos T a través del co-receptor CD43 requiere
de la activacion selectiva de una o varias isoformas de PKC, las cuales podrian

regular algunos procesos fundamentales que conducen a la activacion celular.
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IV.- OBJETIVOS

4.1.- Objetivo general.

Determinar cudles isoenzimas de PKC son activadas en células T en
respuesta a la estimulacion a través de CD43, y cudl es el papel fisioldgico de
éstas en los mecanismos de sefializacidn en los que estd involucrado el co-

receptor CD43.

4.2.- Objetivos especificos.

4.2.1.- Determinar qué isoformas de PKC son afectadas en células T en

respuesta al entrecruzamiento a través de CD43.
4.2.1.1.- Analizar el patrén de expresién de los diferentes miembros de la
familia de PKC en los modelos a estudiar: la linea celular Jurkat (linfoma de

células T) y linfocitos T provenientes de donadores humanos sanos.

4.2.1.2.- Definir cudles isoformas de PKC son translocadas a la membrana en

respuesta a la estimulacién a través de CD43.

4.2.1.3.- Determinar cudles isoformas de PKC son activadas enzimdticamente

(ensayo de cinasa in vitro) en respuesta al entrecruzamiento con CD43.
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4.2.2. - Establecer relaciones funcionales entre CD43 y PKC.

4.2.2.1.- Determinar el papel de isoformas especificas de PKC en la activacion

de las MAP cinasas dependiente de CD43.
4.2.2.2.- Determinar la importancia de la activacién de PKC en la capacidad de
union al DNA de los elementos transcripcionales AP-1, NF-xkB y NFAT, asi

como la expresion de CD43, inducidos por CD43.

4.2.2.3.- Determinar si la coestimulacién TCR/CD43 requiere de la activacién

de PKC.

4.2.2.4.- Analizar la importancia de PKC en los rearreglos del citoesqueleto

inducidos por CD43 (establecimiento de “cap” de CD43).
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V.- RESULTADOS
5.1.- Resultados enviados a publicacion.

PKC8 is required for the activation of human T lymphocytes induced by
CD43 engagement.

Roxana del Rio, Mercedes Rincdn, Esther Layseca-Espinoza, Nora A. Fierro,
Yvonne Rosenstein, Gustavo Pedraza-Alva.

Biochemical and Biophysical Research Communications 325 (2004) 133-143.
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Abstract

The turnover of phosphoinositides leading to PKC activation constitutes one of the principal axes of intracellular signaling. In
T lymphocytes, the enhanced and prolonged PKC activation resulting from the engagement of the TcR and co-receptor molecules
ensures a productive T cell response. The CD43 co-receptor promotes activation and proliferation, by inducing IL-2 secretion and
CD69 expression. CD43 engagement has been shown to promote phosphoinositide turnover and DAG production. Moreover,
PKC activation was found to be required for the activation of the MAP kinase pathway in response to CD43 ligation. Here
we show that CD43 engagement led to the membrane translocation and enzymatic activity of specific PKC isoenzymes: cPKC
(2/B). nPKC (¢ and 6), aPKC (L) and PKCpu. We also show that activation of PKC8 resulting from CD43 ligation induced
CD69 expression through an ERK-dependent pathway leading to AP-1, NF-xB activation and an ERK independent pathway pro-
moting NFAT activation. Together, these data suggest that PKC8 plays a critical role in the co-stimulatory functions of CD43 in

human T cells.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: CD43; PKC; T cell activation; NFAT; AP-1; NF-xB; CD69

The interaction between the antigenic peptide pre-
sented by the major histocompatibility complex mole-
cules (MHC) on the antigen-presenting cell (APC) and
the T cell receptor (TcR)/CD3 complex on the T lym-
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phocyte is the first requirement to induce an antigen-
specific T cell response. However, T cell activation
depends also on additional signals provided by the
association of co-receptor molecules with their counter-
receptors on the APC. The fact that those co-stimula-
tory signals can be replaced by phorbol esters (PMA),
which bind and activate most members of the family
of protein kinase C (PKC), strongly suggests that some
of the signals delivered through these co-receptors
depend on PKC activation [1-3].

The CD43 molecule is a heavily glycosylated trans-
membrane protein expressed on the surface of most
hemopoietic cells. Its extracellular domain has an elon-
gated structure that protrudes 45 nm from the cell sur-
face. On T cells, CD43 is differentially glycosylated,
generating two major forms: a 113-123 kDa product,
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mainly present on resting CD4" T lymphocytes, and a
125-135 kDa form expressed mostly on CD8" T lym-
phocytes and activated CD4™ T lymphocytes (review
in [4]). CD43 engagement has been shown to enhance
TcR-mediated cell proliferation and IL-2 production
in wild type and CD287/~ T cells [5-7]. Furthermore,
CD43-mediated signals were recently shown to enhance
HIV-1-dependent gene expression in response to TcR
ligation [8].

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

The PKC family consists of serine/threonine-specific
protein kinases that transduce a plethora of signals
mainly derived from the hydrolysis of phosphatidylino-
sitol 4,5-biphosphate (PIP;). At present, 11 different
PKC isoenzymes have been identified and classified
according to their structure and cofactor requirements
for activation [14]. In addition to the membrane lipid
phosphatidylserine, the classical PKC (¢cPKC) a, BI/
BII, and vy isoforms require diacylglycerol (DAG) and
Ca®" for activation. In contrast, the novel PKCs
(nPKC) 8, g, n, and 0 isoforms, together with the related
protein PKCp (murine homologue protein kinase D,
PKD) need DAG but do not require Ca" [14,15]. Reg-
ulation of the atypical PKC (aPKC) { and 1 isoforms has
not been clearly established [16,17]. With the exception
of PKCy, all the PKC isoforms are expressed in T cells
[18,19]. However, among them, PKC8 plays a particu-
larly important role in T cell activation. T cell stimula-
tion by TcR ligation induces the translocation of
PKC6 to membrane lipid rafts and its localization at
the central core of the supramolecular activation com-
plex (¢SMAC) formed at the contact region between
antigen-specific T cells and APC [20-22]. Studies per-
formed on mature T cells from PKCO~/~ mice [23,24]
and on human T cell lines transfected with constitutive
active or inactive forms of PKC# [2,25-27] have demon-
strated that activation of Ras, AP-1, NF-xB, and NFAT
are PKCO-dependent events. In addition, PKC8 induces
activation of the c-Jun-N-terminal kinase (JNK),
expression of the IL-2 gene and of the leukocyte early
activation antigen CD69 [2,27-30].

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

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

Materials and methods

Reagents. L10, an IgGl mAb that recognizes CD43 [31], was
purified from ascites on protein A-Sepharose columns or used as
ascites. Rabbit anti-mouse IgG (RaMIg) was generated by repeated
immunization with purified mouse IgG, and anti-mouse IgG immu-
noglobulins were affinity-purified. The anti-CD3 mAb OKT3 (1gG2)
was originally obtained from the American Type Culture Collection.
The antibodies recognizing different PKC isoforms and anti-STAT1
antibody were from Transduction Laboratories. The anti-actin and
anti-c-Fos antibodies were obtained from Santa Cruz Biotechnology.
The anti-CD69 antibody was from Caltag. The protein A- or A/G-
Sepharose was from Zymed Laboratories. Rottlerin, G66976, and
PD98059 were from Calbiochem.

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

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

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

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

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

Subcelllar fractionation. Experiments were conducted basically as
described [32] with the following modifications. Cells were resuspended
in cold hypotonic buffer [42 mM KCI, 10 mM Hepes (pH 7.5), 5 mM
MgCl,, and 10 pg/ml each aprotinin and leupeptin] and incubated at
4 °C for 20 min, transferred to a 1 ml syringe, and sheared by being
passed 10 times through a 29-gauge needle. Lysates were centrifuged at
200g for 10 min at 4 °C to precipitate nuclei, and the supernatant was
collected and centrifuged at 100,000g for 1 h at 4 °C (cytosolic frac-
tion). The pellet (membrane fraction) was resuspended in 100 pl of lysis
buffer and vortexed for 20 min at 4 °C. Samples containing 10° cellular
equivalents of membrane fraction were separated by SDS-PAGE and
immunoblotted with the appropriated Ab.

Electrophoretic mobility shift assay ( EMSA). Nuclear extracts were
prepared from stimulated and unstimulated T cells as previously de-
scribed [33,34]. Binding reactions were carried out using 2 pug nuclear
proteins and [*’PJdCTP-end labeled double-stranded oligonucleotide
probes containing an NFAT binding site from the proximal IL-4 gene
promoter [35], an AP-1 binding site from the collagenase gene pro-
moter [36], NF-xB binding site from the mouse x intron enhancer [37]
or a consensus SP-1 binding site. Samples were separated by electro-
phoresis under non-denaturing conditions and exposed to film for
autoradiography.

Transfection. Jurkat cells were transfected with expression vectors
encoding for wild type PKCB or a dominant negative PK.C8 mutant [2]
using the cell line nucleofector kit V from Amaxa, following Amaxa’s
optimized protocol. Transfected cells were cultured for 24 h before
stimulation; after 8 h stimulation, cells were harvested and nuclear
extracts were prepared.

Results

CD43 induces the translocation to the membrane of
PKCulf, & 6, {, and

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

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

Taking advantage of the fact that in resting cells,
PKCs have preferentially a cytoplasmic distribution
and become membrane-associated upon activation
[41], we investigated which PKC isoenzymes were re-
cruited to the membrane in response to CD43 engage-
ment. T cells were stimulated with the anti-CD43 L10
mAb for different periods of time, or with PMA as a po-
sitive control, and the presence of specific PKC isoforms
in the membrane fraction was evaluated. In Jurkat cells,
CD43 activation induced a transient translocation to the
membrane of a slow migrating form of the cPKCa/ iso-
forms, peaking at 5 min and decreasing to undetectable
levels after 15 min stimulation. Phosphorylation of the
membrane-bound form of PKCa/p results in its activa-
tion and slow mobility in SDS-PAGE [42,43], suggest-
ing that CD43 engagement results in translocation to
the membrane of active cPKCo/p. PMA treatment
clearly enhanced the levels of PKCa/p on the membrane
fraction. However, in agreement with previously pub-
lished data PMA treatment did not result in a change
in the mobility of PKCa/p [44]. Similar levels of CD43
were found in all lanes indicating equal protein loading
(Fig. 1A). CD43 engagement resulted also in activation
of novel PKC isoforms. PKCe and PKC# translocated
to the membrane after 1 min stimulation and remained
so until 15 min following activation, whereas the distri-
bution of PKC3 was not affected. In contrast, PMA in-
duced the translocation to the membrane of all nPKC
isoforms (Fig. 1B). Crosslinking CD43 for 5Smin re-
sulted in transient translocation of the aPKC{ isoen-
zyme to the membrane, while the levels of PKCt
remained stable, as compared to control cells. Both
aPKC isoenzymes were resistant to PMA-activation
(Fig. 1C), as previously reported [45]. Finally, a tran-
sient enhancement in the levels of PKCp detected in
the membrane fraction was found as a result of CD43
activation, peaking at 5 min stimulation and decreasing
after 15 min to levels lower than those found in control-
treated cells. PMA stimulation resulted also in mem-
brane translocation of PKCpu (Fig. 1D). These results
suggest that the CD43 signaling pathways involve the
activation of cPKCao/B, nPKC6 and &, aPKC{, and
PKCp.
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Fig. |. CD43 induces the translocation to the membrane of PKCa/B, €, 8, £, and p. Jurkat cells were activated as described under Materials and
methods with RaMIg only (“C"), the anti-CD43 L10 mAb or PMA. Membrane fractions were prepared and the levels of (A) PKCa/p. (B) PKCe,
PKCH, and PKC5, (C) PKCt and PKCL, and (D) PKCu were determined by Western blot analysis. CD43 levels were determined as loading control

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

CD43 engagement promotes PKCO and PKCulf
catalytic activity

PK.C6O and PKCu/p have been shown to play a role in
Ag-dependent T cell activation [23,24,46-48]. Since we
had found that the CD43-dependent signals resulted in
membrane translocation of PKCO and PKCo/p, we
evaluated whether CD43 engagement promoted also
their kinase activity. In vitro kinase assays were per-
formed on PKC6 and PKCq/p immunoprecipitates ob-
tained from Jurkat cells or human peripheral blood T
lymphocytes activated with the anti-CD43 L10 mAb.
PKCB8 activity resulting of crosslinking CD43 on Jurkat
cells (Fig. 2A) or normal T lymphocytes (Fig. 2B) fol-
lowed a very similar kinetics, with maximum enzymatic
activity at 1 and 5 min after activation. PKC6 kinase
activity after CD43 engagement was approximately 3-
fold above the levels observed in RaMIg-treated cells.
Whereas, PKCo/B kinase activity was increased 2-fold
in Jurkat cells (Fig. 2C) as well as in human T lympho-
cytes (Fig. 2D), | min after CD43 engagement. As ex-
pected, PMA treatment enhanced PKCO and PKCa/B
catalytic activity (Figs. 2A-D). Thus, engagement of
the CD43 molecule in human T cells induces PKCO
and PKCo/B enzymatic activity.

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

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

of the PKC family in the CD43-mediated signals, we
investigated the participation of PKCO and/or PKCy/
B in ERK 1/2 MAP kinase activation by using rottlerin,
a selective PKCO inhibitor, or G66976, a ¢PKC isoen-
zyme inhibitor [49,50]). As previously reported [12],
engagement of CD43 on Jurkat cells resulted in a
time-dependent ERK phosphorylation (Fig. 3). How-
ever, when cells were pre-incubated with rottlerin,
ERK activation was abrogated. Similarly, PMA-medi-
ated ERK phosphorylation was reduced in the presence
of rottlerin (Fig. 3A). In contrast, the selective cPKC
inhibitor, G66976, had no negative effect on the
CD43-induced ERK activation, yet it reduced ERK
phosphorylation levels induced in response to PMA
stimulation (Fig. 3B). Equivalent amounts of protein
were present in all lanes as determined by blotting the
same membranes with anti-actin antibody. At the con-
centration used, rottlerin (6 uM) and G66976 (0.5 pM)
selectively inhibited PKCO and PKCa/f, respectively,
as determined by in vitro kinase assays (data not shown)
in agreement with previously published data [51]. Thus,
these results suggest that although CD43 can activate
PKC8 and PKCua/pB, PKCO but not PKCa/ is involved
in the early activation of ERK resulting from CD43
engagement,

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

Receptor-induced AP-1, NF-xB, and NFAT activa-
tion has been shown to be deficient in PKC6 knockout
T lymphocytes [23.24]. Since we had previously shown
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Fig. 2. CD43 engagement promotes PKC8 and PKCa/f catalytic activity. Jurkat cells (A,C) or human T lymphocytes (B.D) were stimulated as
described under Materials and methods with RaMIg only (“C”), the anti-CD43 L10 mAb or with PMA. PKC6 (A,B) or PKCuq/p (C.D) were
immunoprecipitated from precleared cell lysates and enzymatic activities were evaluated by an in vitro kinase reaction using MBP as a substrate.
Phosphorylated MBP (p-MBP) was resolved by SDS-PAGE and detected by autoradiography (top panel). Total MBP was visualized by Coomassie
blue staining (middle panel). The actual amount of PKC present in each lane was determined by Western blot analysis with anti-PKC6 or PKCx/p
antibodies (bottom panel). “Fold Increase™ represent the phosphorylation levels of MBP corrected for the amount of MBP present, and PKCH or
c¢PKC immunoprecipitated in each experimental condition was compared with the value obtained in control cells. A representative experiment of
three is shown.
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Fig. 3. Activation of the MAP kinase pathway induced in response to CD43-mediated signals is PKC8-dependent. Jurkat cells were activated with
RaMlg (*C”), with the anti-CD43 L10 mAb or with PMA. Before activation, cells were incubated with rottlerin (A) or G66976 (B). Whole cell
extracts were prepared and the levels of phosphorylated ERK (p-ERK) were determined by Western blot analysis. The levels of actin were

determined as a loading control.

that in human T cells, CD43 signaling enhances AP-1,
NF-kB, and NFAT DNA binding activity [13], we
investigated whether the positive effect on the DNA
binding activity of these transcription factors in re-
sponse to CD43 ligation was mediated through a
PKCB-ERK pathway. Blocking PKC6O or MEK activa-
tion with rottlerin or PD98059, respectively, reduced
AP-1 DNA binding activity in response to CD43
engagement (Fig. 4A), while consistent with data pre-
sented above, the cPKC inhibitor, G66976, had a minor
effect on AP-1 binding. These results suggest that PK.C0
and ERK activation is required to promote AP-1 DNA
binding activity in response to CD43 crosslinking.

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

the transcription factor Elkl through the ERK pathway
[53-55]. Since our data suggested that ERK activation
was downstream of PKC60 in the CD43-mediated signal-
ing cascade leading to AP-1 DNA binding, we tested
whether PKCO activation was required to induce c-Fos
expression in response to CD43 engagement in T cells.
The levels of the c-Fos protein detected in nuclear ex-
tracts from CD43-activated Jurkat cells were higher
than those found in control cells. This was prevented
by the PKCO inhibitor rottlerin, while blocking MEK
or cPKCa/p catalytic activities had no effect on the lev-
els of c-Fos found in the nucleus of CD43-stimulated
cells (Fig. 4B). CD43 engagement did not alter STAT-
1 protein levels (Fig. 4B), indicating that the increase
in c-Fos levels is specific and that it does not reflect a
generalized effect on gene expression. This also shows
that at the concentrations used the PKC inhibitors did
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Fig. 4. PKCH activation is required to induce AP-1, NF-kB, and NFAT DNA binding in response to CD43 engagement. (A) Jurkat cells were
stimulated as described under Materials and methods with RaMIg only (“C”) or the anti-CD43 mAb L10 for 8 h. Where indicated, cells were
stimulated in the presence of rottlerin (Rott), PD98059 (PD98), or G66976 (G669). Nuclear extracts were prepared and the AP-1 binding activity was
determined by EMSA analysis. (B) Nuclear extracts were prepared from cells stimulated as described in (A) and the levels of c-Fos and STAT-1 were
determined by Western blot analysis. (C) Cells were treated as in (A) and nuclear extracts were used to determine NF-xB binding activity by EMSA
analysis. (D) Jurkat cells were stimulated with the anti-CD43 L10 mAb in the presence or absence of rottlerin. Total cell extracts were prepared and
the levels of IxB-p and actin were determined by Western blot analysis. (E) Nuclear extracts from Jurkat cells stimulated as in (A) and were used to
determine NFAT DNA binding activity by EMSA analysis. (F) Jurkat cells transfected with wild type PKCH (WT) or with a dominant negative
PK.CH mutant (K/R) were stimulated with isotype control antibodies (IgG1) or with the anti-CD43 mAb L10 for 8 h and nuclear extracts were used
to determine NFAT and SPI binding activity. Similar results were obtained in two independent experiments.

not have a pleiotropic effect on the cell metabolism.
These results indicate that PKCH regulates AP-1 DNA
binding activity by inducing c-Fos expression in re-
sponse to CD43-specific signals.

PKC8 has also been shown to be required for NF-xB
activation [2,23,26]. To test whether PKC# played a role
in the NF-kB activation mediated by CD43 signals, the
NF-kB DNA binding activity of nuclear extracts ob-
tained from Jurkat cells stimulated with the mAb L10
was evaluated in the presence of PKCO or MEK inhib-
itors. The induction in NF-kB DNA binding activity ob-
served after CD43 engagement was partially abrogated
by rottlerin or PD98059 (Fig. 4C). In contrast, prevent-
ing cPKC activation with the inhibitor G66976 had no
effect on the CD43-induced NF-kB DNA binding. Acti-
vation of NF-xB requires the degradation of its inhibi-

tor IxkB, which maintains NF-xkB in an inactive form
in the cytoplasm [56,57]. Consistent with NF-xB activa-
tion following CD43 engagement, CD43 ligation re-
sulted also in IkB degradation, in a PKC6-dependent
fashion (Fig. 4D). These results suggest that the
CD43-induced NF-kB DNA binding activity is depen-
dent on PKC6 and ERK activation.

It was recently shown that following TcR engage-
ment, PKCO regulates the DNA binding activity of
NFAT by modulating IP; and Ca®>" levels [24]. Since
CD43 engagement results also in activation of this tran-
scription factor [13], we assessed whether the CD43-in-
duced NFAT DNA binding activity was mediated by
PKC8 activation. Nuclear extracts obtained from Jurkat
cells stimulated through CD43 were tested for NFAT
DNA binding activity. Interestingly, the CD43-medi-
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ated NFAT binding activity was completely blocked by
rottlerin, while G66976 had no effect (Fig. 4E). Contrary
to AP-1 and NF-kB, inhibition of ERK did not affect
NFAT binding activity (Fig. 4E). The fact that similar
levels of SP-1 DNA binding activity were observed in
extracts from all experimental conditions (Fig. 4E) indi-
cates that the differences in NFAT DNA binding activ-
ity observed were not due to differences in the quality of
the nuclear extracts. To confirm that the effect of rott-
lerin on the NFAT binding activity was due to the spe-
cific inhibition of PKC6, Jurkat cells were transfected
with expression vectors encoding wild type or a domi-
nant negative PKCO mutant and the DNA binding
activity of NFAT was determined after CD43 engage-
ment. In contrast to wild type PKC8, expression of the
dominant negative PKC6 mutant abolished the NFAT
binding activity resulting from CD43 ligation (Fig.
4F). The effect of the dominant negative PKC6O mutant
on NFAT binding was specific since the binding of the
SP1 transcription factor was not affected (Fig. 4F). To-
gether, these results suggest that in response to CD43
engagement, PKCH but not PKCo/f regulates activation
of AP-1 and NF-xB by an ERK-dependent pathway.
Furthermore, these data also suggest that PKC6 regu-
lates NFAT activation, independently of the ERK
pathway.

The CD43-dependent CD69 expression requires PKCO
activation

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

rottlerin (Figs. 5C and D, and data not shown). These
results suggest that activation of PKC6O and ERK is
necessary to induce CD69 expression in response to
CD43 engagement.

Discussion

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

The activation of PKCH has been shown to activate
PKCp in T cells [62], in agreement with this the activa-
tion of PKC6H precedes the recruitment to the membrane
of PKCy in response to CD43 engagement, thus it is pos-
sible that the activation of PKCy resulting from CD43
ligation is mediated by PKC0. Although, there is exper-
imental evidence suggesting that the activation of PKC(
may involve a PI3K-dependent pathway [63] and CD43
ligation promotes PI3K activity ([38], Oceguera-Yanez
unpublished data), the molecular mechanism by which
CD43 ligation leads to PKCC activation remains to be
elucidated.

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

In human T cells, CD43 engagement promotes the
expression of several genes involved in innate and
adaptive immunity [13,65,66)], and whose expression de-
pends on the activation of transcription factors such as
AP-1, NF-xB, and NFAT. We had previously shown
that ligation of CD43 on human T cells promotes the
DNA binding activity of AP-1, NF-kB, and NFAT
[13]. The data we present here suggest that, PKCO par-
ticipates in the CD43-dependent signaling leading to
activation of these transcription factors, since the
PKCO catalytic activity was required to enhance c-
Fos expression and AP-1 DNA binding activity.
Although the ERK pathway has been shown to be re-
quired for AP-1 recruitment as well as for c-Fos
expression by inducing binding of Elk-1 to the SRE
[53,54], preventing ERK activation with the MEK
inhibitor PD98059 had no effect on c-Fos expression
in response to CD43 engagement. This result suggests
that the effect of PKCO on c-Fos expression is indepen-
dent of ERK activation, and that PKC8 may use an
alternative pathway to regulate SRF or Elk1 transcrip-
tional activities to promote c-Fos expression. In agree-
ment with this, PKCu« and PKCe have been shown to

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

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

The first genetic analysis of PKC8 indicated no phys-
iological role for this isoenzyme in the TcR/CD28-in-
duced NFAT activation, yet it confirmed its role in
AP-1 and NF-kB activation [23). However, in a second
independent study, PKCO deficiency abrogated the
TcR/CD28-dependent NFAT activation, suggesting
that PKC6 participates in NFAT activation [24]. Con-
sistent with this, we show that NFAT activation in re-
sponse to CD43 ligation on human T cells requires
PKCO kinase activity, since the addition of rottlerin
abrogated the CD43-induced NFAT binding activity.
The possibility that the effect of rottlerin on NFAT
binding was due to the inhibition of another atypical
PKC was ruled out by the fact that a dominant negative
PKCO mutant prevented NFAT binding activity. This,
together with the fact that CD43 engagement did not in-
duce the membrane localization of PKC$ and failed to
induce the phosphorylation of PKC38 on Thr’® (data
not shown), which has been shown to correlate with
PKC3 activation [73], strongly suggests that the effect
of rottlerin on NFAT binding resulted from the specific
inhibition of PKC#. The data obtained with T lympho-
cytes from the PKCO-deficient mice indicate that PKC6O
is necessary for the generation of IP; and for the sus-
tained Ca®>" mobilization needed to maintain NFAT in
the nucleus in response to TcR engagement [24].
Although in murine T cells it is possible that PKC8 is
an upstream regulator of PLCY, in human cells however,
PLCy is required for PKCO activation in response to
TcR/CD28 engagement [74]. In the CD43 signaling
pathway, PKCO is most likely located downstream of
PLCy, since preventing PLCy activity with the inhibitor
U73122 blocked PKCO activation (data not shown).
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Therefore, we propose that activation of PLCy by CD43
promotes on one hand, the rise in Ca>" concentration
induced by IP3 and on the other hand the activation
of PKCO by DAG. PKC6 may in turn lead to further
rise in Ca®" levels by opening membrane Ca®" channels
[75] in order to reach the critical Ca>" concentration re-
quired for NFAT activation.

PKCO ™/~ T lymphocytes show defects in CD69
expression and proliferation as a result of impaired
TcR-induced IL-2 production [23]. In Jurkat cells, re-
cent experimental evidence indicates that PKCO is
important for the TcR/CD28-dependent NFAT activa-
tion and CD69 expression [2,30,76). We had previously
reported that ligation of the CD43 molecule induced
CD69 expression [13]. Here we provide evidence that
CD69 up-regulation in response to CD43 engagement
is dependent on PKCO activity in Jurkat cells and par-
tially dependent in human peripheral T lymphocytes.
Activation of PKC8 and the subsequent recruitment of
NF-xkB and NFAT resulting of CD43 engagement is
probably not exclusive of the CD69 or IL-2 genes [13]
but constitutes rather a general mechanism through
which CD43 signaling modulates gene expression during
immune response. Consistent with this, the CD43-de-
pendent co-stimulatory signals were found to enhance
the TcR-induced HIV transcription and virus produc-
tion through a mechanism involving the participation
of NF-xB and NFAT [8].

The fact that almost all PKC isoforms are expressed
in T cells suggests overlapping functions for these ki-
nases. However, the results from the PKC6-deficient
mice show that this isoform plays an important role in
the TcR/CD28-mediated activation. Data we report
here indicate that following CD43 engagement on hu-
man T lymphocytes, PKCO promotes activation of the
AP-1, NF-kB, and NFAT transcription factors, regulat-
ing specific biological responses such as IL-2 production
and CD69 expression. Although the precise role of the
additional PKC isoforms recruited in response to
CD43 ligation (o/B, €, £, and p) remains to be investi-
gated, it is tempting to think that they may be involved
in distinct CD43-induced biological functions such as T
cell adhesion, polarization, and migration.
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5.2.- Resultados no publicados.

CD43 promueve su relocalizacion en la membrana plasmdtica al inducir la
fosforilacion de ERM por PKC6.

RESUMEN

El movimiento de proteinas a lo largo de la superficie celular es un
evento de suma importancia para la formacién de la sindpsis inmunoldgica,
para la migracién celular y para los fendmenos de adhesidn celular, entre
otros. Esta relocalizacién de proteinas es mediada por componentes del
ciotesqueleto. Recientemente ha llamado la atencién la familia de proteinas
ERM las cuales conectan a receptores de membrana con el citoesqueleto. En
célula T, el co-receptor CD43 se encuentra asociado al citoesqueleto a través
de su unién con ERM y, bajo activacién antigénica, CD43 se relocaliza hacia el
"complejo distal polar” y en células migrantes en el urdpodo. Esta
redistribucion de CD43 depende de su regidn citopldsmica y de su asociacién
con moesina. En este trabajo proponemos que la activacion de PKC6, en
respuesta al entrecruzamiento de CD43, es necesaria para la fosforilacién de

ERM y para la relocalizacion de €D43 a un punto particular de la membrana.

INTRODUCCION

La polarizacién de las células T hacia las células presentadoras de
antigenos (APC) es un evento rdpido que ocurre a los 5 min después del
contacto antigénico. Esta interaccion célula T-APC induce el movimiento de
moléculas receptoras, moléculas intracelulares de sefializacién y de moléculas
del citoesqueleto hacia el sitio de contacto [1]. A este sitio particular de

encuentro molecular se le ha denominado Sindpsis Inmunoldgica (SI) o
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Complejo Supramolecular de Activacién (SMAC) [2]. Hacia la regién central
de la SI se localiza el receptor para antigenos (TCR), el cual a su vez se
encuentra rodeado por las moléculas CD2 y por la integrina LFA-1. Debajo de
la membrana celular se localizan talina (componente del citoesqueleto) y PKCO
[2, 3] El uso de inhibidores quimicos ha demostrado la participacion
fundamental del citoesqueleto de actina en la formacidn y el establecimiento
de la SI. El tratamiento de células T con inhibidores del citoesqueleto impide
la redistribucién del ligando de LFA-1, ICAM-1, a la zona de contacto [1] asi
también como el transporte del complejo péptido-MHC a la SI [3]. Diversas
moléculas que migran a la SI se asocian directamente con el citoesqueleto, o
bien con moléculas adaptadoras que indirectamente las unen con éste [4]. Por
dltimo, la interaccién del TCR con el péptido antigénico induce la
redistribucién de talina y la polimerizacién de actina [5, 6]. La formacidn de
esta estructura en la zona de contacto antigénico se cree que favorece y
facilita las sefiales promovidas por el TCR.

Un modelo inicial para la formaciéon de la SI proponia que la
distribucion diferencial de moléculas receptoras al sitio de contacto
antigénico era estrictamente dependiente de su tamafio y de su carga [7]. De
aqui que, moléculas pequefias como CD2 y LFA-1 podrian reforzar las sefales
generadas por el TCR (el caso de CD2) o bién incrementar la interaccion
entre célula Ty la APC (el caso de LFA-1). Este modelo implicaba la exclusién
de la ST de moléculas largas como CD43, reforzando asi el papel regulador
hegativo de esta mucinha sobre las sefiales generadas por el TCR [8, 91].

El co-receptor CD43 es una proteina transmembranal altamente
glicosilada presente en la superficie de la mayoria de las células

hematopoyéticas. Su dominio extracelular tiene una estructura elongada que

57



extiende aproximadamente 45 nm hacia el exterior celular, catalogandola
como una de las moléculas mds largas de superficie en las células T [10].
Ademds, este dominio tiene una gran cantidad de azlcares y dcido sidlico
unidos. Debido a su largo tamafio y a su gran abundancia (~ 1 x 10°
moléculas/célula), se ha calculado que CD43 ocupa el 28% de la superficie de
una célula T.

La regién citopldsmica de CD43 estd constituida por 123 aa, presenta
varios residuos de serina y treonina potencialmente fosforilables [11, 12] y
esta region es altamente conservada entre las distintas especies. S.
Yonemura y cols. [13] demostraron que 3 aa bdsicos (KRR, 276-278 aa) en la
region citopldsmica de CD43 localizados muy cerca a la membrana celular son
responsables de la union de €D43 con la familia de proteinas ERM. Dos
grupos de investigacion independientes [14, 15] demostraron que en
conjugados de células T-APC, CD43 colocaliza con las proteinas ERM
(especialmente con ezrina y moesina) formando un nuevo complejo que se le
conoce como “complejo distal polar” (DPC). El DPC es un complejo funcional,
ya que la inhibicién de su formacion (usando formas dominantes negativas de
ERM) trae consigo alteraciones en las sefiales de activacién de las células T
resultando en un decremento en la activacion del factor transcripcional
NFAT y una disminucién especifica en las cantidades de IL-2 e INFy
secretadas, ya que las cantidades de TNFa e IL-5 excretadas son normales
[14-16]. Estos datos sugieren que la relocalizacién de CD43 per se es
importante para las sefiales de los linfocitos T.

Ademds de la importancia de la polarizacion de €D43 hacia el DPC
promovida por la interaccién célula T-APC, existen otros procesos celulares

en los cuales CD43 localiza en puntos especificos de la membrana celular
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("caps") como son el urdpodo de células en migracion (en células T vy
neutréfilos) y en los fendmenos de adhesién homotipica, ambos procesos
involucran el rearreglo de componentes del citoesqueleto [17, 18]. Un evento
relacionado a esto es el fenotipo que exhiben los ratones deficientes en
CD43, en donde se observan importantes defectos en la extravasacion de
linfocitos T hacia tejidos inmunocomprometidos [19], lo que sugiere que la
redistribucion de CD43 es importante para el proceso de migracidn y, por lo
tanto, para el establecimiento de una respuesta inmune adecuada. Por otra
parte, el trabajo de S. Seveau y cols. [20] demuestra que el
entrecruzamiento de CD43 a través de anticuerpos induce la polarizacion de
neutréfilos y la migracidn celular, asi como la relocalizacién de CD43 hacia el
urépodo. Sin embargo, el mecanismo molecular por el cual se relocaliza CD43
hacia regiones especificas de la membrana estd solo parcialmente dilucidado.

Las proteinas ezrina, moesina y radixina constituyen la familia de
proteinas ERM. Estas proteinas estan implicadas en la unién de receptores de
la membrana con el citoesqueleto de actina y tienen un papel fundamental en
la formacidén de estructuras membranales. Estas tres moléculas tienen una
alto grado de identidad en su secuencia de aminodcidos (75%) y estudios con
modelos murinos deficientes en algin miembro de la familia de ERM sugieren
que estas proteinas tienen papeles redundantes [21].

Las proteinas ERM se localizadan en el citoplasma celular. En su
estructura se identifican 3 dominios, el dominio amino-terminal (dominio
FERM) que permite la union con proteinas de la membrana , un dominio alfa-
helice y el dominio de unién a actina (dominio carboxilo-terminal). La
fosforilacién regula la actividad de las proteinas ERM. En las formas no

fosforiladas, el dominio FERM interactua con su propio dominio COOH-
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terminal, impidiendo la unién con proteinas de la membrana asi como con
actina. La fosforilacién en la treonina T558 préxima al dominio COOH-
terminal y/o la unidn a lipidos de la membrana (fosfatidilinositol) inducen
cambios estructurales en la molécula que le permite unirse a proteinas de la
membrana asi como a los filamentos de actina [21]. Hasta el momento no se
conoce(n) la(s) cinasa(s) responsable(s) de esta fosforilacion in vivo; sin
embargo, tanto la cinasa-Rho (ROCK) como la isoforma nueva PKCH, pueden
fosforilar in vitro a moesina [22, 23].

Aunque se sabe que la redistribucién de CD43 al DPC y al urépodo en
células T en migracidn son mecanismos que dependen de ERM, se desconocen
los mecanismos moleculares por los cuales ocurre la relocalizacion de CD43.

Los resultados de este trabajo sugieren que la redistribucién de CD43
hacia un punto focal de la membrana depende de la activacion de PKC6, al
promover la fosforilacién de ERM y, por ende, su interaccién con el

citoesqueleto.

MATERTIALES Y METODOS

Anticuerpos y reactivos. L10, es un AcMo Ig61 que reconoce a la molécula
CD43 [24]y fue obtenido al purificar ascitis en una columna de proteina A-
sefarosa. Los Acs que se utilizaron para entrecruzar y activar a través de
CD43 o TCR se obtuvieron del suero de conejos inmunizados con suero de
raton y posteriormente se purifico la fraccion de Ig's (IgG) por columnas de
afinidad (RaMIg). El Ac L10-FITC se adquirié de Molecular Probes. El Ac
anti-PKCO fué obtenido de Transduction Laboratories (Lexington, KE), los
anticuerpos anti-ERM fosforilada (anti-ERM-p) y anti-Moesina se obtuvieron

de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). La proteina A-sefarosa se
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adquirié de Zymed Laboratories Inc (San Francisco, CA). El inhibidor
Rottlerina fué obtenido de CALBIOCHEM (San Diego, CA) y los demds

reactivos empleados se adquirieron de Sigma (St. Louis MO).

Cultivos celulares. Las células Jurkat (J22) se cultivaron en RPMI 1640
(Hyclone, Logan, UT) suplementado con 5% de suero fetal bovino (Hyclone) y
5% de suero bovino de recién nacido (Hyclone), 2 mM de L-glutamina, 50
ug/ml de penicilina, 50 ug/ml de estreptomicina y 50 uM de -
mercaptoetanol. Dos horas antes de los ensayos de activacion, las células se
lavaron con PBS (154 mM de NaCl, 8.1 mM de NazHPO4y 1.9 mM de NaHzPO4,

pH de solucion 7.4) y se resuspendieron en RPMI no suplementado.

Aislamiento y purificacion de linfocitos T de sangre humana. Las células T
humanas fueron purificadas de concentrados leucocitarios provenientes de
sangre de donadores voluntarios, adultos y sanos. El aislamiento de linfocitos
T se hizo mediante centrifugacion diferencial utilizando Ficoll-Hypaque que
permitié la obtencién de células mononucleares. Posteriormente, este
concentrado de células mononucleares se lavé 2 veces con PBS y se
resuspendié en RPMI suplementado. Las células adherentes (principalmente
macrdéfagos-monocitos) se removieron al colocar la suspensién celular en
cajas de petri de pldstico durante 4 h a 37°C en una atmésfera que contenia
5% de CO;. Las células no adherentes (principalmente linfocitos T y B) se
colectaron y se hicieron pasar por una columna de nylon pre-equilibrada con
RPMI suplementado, se incubaron durante 1 h a 37°C en una atmésfera que

contenia 5% de COz. Por (ltimo, la columna se eluyé con RPMI suplementado
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(37°C). Las células purificadas obtenidas fueron predominantemente células

T (OKT3" [>85%] y L10" [>95%)).

Activacidn celular. Las células Jurkat o las células T humanas (1 x107) se
incubaron en 0.5 ml de RPMI con el AcMo L10 (4 ug/ml) durante 5 minutos a
T amb. Para entrecruzar y activar a través de CD43, las células se incubaron
con RaMIg (4 ug/ml) a 37°C por los tiempos indicados en el texto. Como
control positivo, las células se activaron con TPA (100 ng/ml). En algunas
ocasiones (en el texto se indica) se le adiciond al cultivo DMSO o rottlerina

(6 uM), 15 min antes de la activacién.

Inmunoprecipitacion. Las células se lisaron en 100 pl de buffer de lisis (25
mM de HEPES [pH 7.5], 150 mM de NaCl, 1.5 mM de MgClz, 0.2 mM de EDTA,
0.5% de Tritén X-100, 0.5 mM de ditiotreitol, 20 mM de B-glicerofosfato, 1
mM de Na3VOs4, 5 mM de NaF, 4 mM de fenilmetilsulfonilfluoruro, 1 ug/ml de
leupeptina y 1 ug/ml de aprotinina) durante 20 min a 4°C. Los lisados
celulares se centrifugaron a 13,000 x g durante 15 min a 4°C, y a los
sobrenadantes se pre-clarificaron al incubarlos durante 2 h a 4°C con
proteina A-sefarosa. Los lisados celulares pre-clarificados provenientes de
células T activadas o no activadas (equivalente a 2 x 107 células) se
inmunoprecipitaron con el Ac apropiado (1 ug/ml) durante 2 h a 4°C. Los
complejos inmunes formados se recuperaron al incubarlos con proteina A/G-

sefarosa ON a 4°C.

Inmunblot. Las proteinas obtenidas de los extractos celulares totales o de

los inmunoprecipitados se separaron en geles de SDS-PAGE y se
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transfirieron a membranas de nitrocelulosa (BioRad). Las membranas se
bloquearon con TBS-T/5% de leche (10 nM de Tris [pH 7.5], 150 mM de
NaCl, 0.1 % de Tween 20) durante 2 h a T amb, seguido por la incubacidn con
el Ac primario diluido en TBS-T/5% de leche 0 TBS-T/3% de BSA. Después
de 3 lavados con TBS-T, las membranas se incubaron con el Ac secundario-
HRP y las proteinas se visualizaron por quimioluminisencia (Ammersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK), siguiendo las especificaciones del

fabricante.

Ensayo de cinasa in-vitro para €D43. Como se detalla en pdrrafos anteriores
los inmunoprecipitados se obtuvieron a partir de lisados provenientes de
células estimuladas o de células control. Estos inmunoprecipitados se lavaron
dos veces con TNE (50 mM de Tris-HCl [pH 7.5], 140 mM de NaCl, 5 mM de
EDTA) y dos veces con TNE-T (TNE con 1% de Triton X100). Los
inmunoprecipitados obtenidos fueron incubados en 50 ul de buffer de cinasa
(20 mM de Tris-HCl [pH 7.5], 100 mM de NaCl, 5 mM MgClz, 5SmM de MnCl;,
20 mM de B-glicerofosfato, 2 mM de Na3VOs) que contenia 10 uCi de ¥2p-
yATP y 10 uM de ATP. La reaccién se paré centrifugando las muestras e
inmediatamente el sobrenadante se mezclé con un volumen igual de buffer de
cargado para SDS-PAGE (2X). Las perlas de proteina A-sefarosa se
mezclaron con 20 ul de buffer de cargado para SDS-PAGE (2X). Las
proteinas se separaron por SDS-PAGE, CD43 y sus proteinas asociadas se
visualizaron por autorradiografia. La cantidad de proteina inmunoprecipitada

se determind por inmunoblot.
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Agregacién homotipica. Las células T (1 x 10° células/500 ul RMPI-2% SFB)
fueron incubadas en placas de 48 pozos en presencia o ausencia de DMSO o
de rottlerina (6 uM) durante 15 minutos a 37°C. Posteriormente, se adiciond
L10/ RaMIg o solamente RaMIg y las placas fueron incubadas nuevamente a
37°C durante 30 minutos. Finalmente las células se fijaron adiciondndoles 2%

de p-formaldehido y los agregados se visualizaron por microscopia.

Inmunotincién y Microscopia Confocal. Células Jurkat (1 x 10°) o linfocitos T
humanos (1 x 10°) fueron preincubados o no con DMSO 6 rottlerina (6 uM)
durante 15 min a 37°C/5 % de CO.. Posteriormente se incubaron con esferas
de ldtex recubiertas con AcMo €D43 (L10), o bien con RaMIg 6 poli-L-lisina,
en una relacién 1:2, durante 30 min/37°C/5 % de CO.. Posteriormente las
células se lavaron en la solucién de FACS (PBS/2% FCS/0.02% NaN3) y se
centrifugé durante 5 min a 1100 rpm. Subsecuentemente, las células se
fijaron en una solucion de p-formaldehido (PFD) al 4% a T amb durante 10
min. Al término de la fijacién, los conjugados se lavaron suguiendo las
condiciones previamente descritas y se incubaron durante 1 h a 4°C con
solucidn de FACS en presencia de saponina al 0.05% y un Ac anti-CD43
(Santa Cruz Biotechnology), el cual reconoce la regidn intracelular de CD43.
Al término de tiempo, las células se lavaron y se incubaron con el anticuerpo
secundario Alexa-fluor 488 (Molecular Probes) en presencia de saponina.
Finalmente las células se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con PFD al
4% durante 10 min a T amb. Los conjugados obtenidos se montaron sobre
laminillas de vidrio en medio de montaje (PBS 50%:Glicerol 50%). Las
muestras se analizaron utilizando un microscopio confocal MRC-600 equipado

con un ldser de krypton/argén (Bio-Rad) acoplado a un microscopio
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Axioscopio (Zeiss, Germany) con objetivo PlanNeufluar 40X (apertura 0.75) ¢

un objetivo PlanApochromdtico 63X W Korr (apertura 1.2).

RESULTADOS

€DA43 induce la fosforilacion de ERM por un mecanismo dependiente de la
activacion de PKC 8. Aunque se sabe que el movimiento de CD43 hacia
puntos discretos de la membrana (como en el DPC, urépodo y en el sitio de
contacto célula-célula en la agregacién homotipica) depende de su asociacién
con el citoesqueleto a través de su unién con moesina, una de las proteinas de
la familia ERM [14, 15, 20], el mecanismo molecular que regula este proceso
se desconoce. La activacién de ERM (moesina) depende de la fosforilacion en
la treonina 558 (T558) que estd conservada entre los miembros de esta
familia, y ésto le confiere la capacidad de unirse tanto a las proteinas de
membrana como al citoesqueleto [21]. Por lo tanto, determinamos si las
moléculas de ERM asociadas a CD43, después de su entrecruzamiento, se
encuentran fosforiladas. Para esto, se realizaron ensayos in vitro de cinasa
de los inmunoprecipitados de CD43 provenientes de células estimuladas a
través de CD43 por diferentes periodos de tiempo. De acuerdo con los
resultados descritos previamente [12], CD43 se encuentra fosforilada en
células en reposo; sin embargo, el entrecruazamiento de CD43 aumenta sus
niveles de fosforilacién (Fig. 1A, asterisco). La estimulacién a través de CD43
también induce su asociacién con distintas proteinas fosforiladas. La
fosforilacién de estas proteinas es dependiente de CD43 ya que no se
encuentran en los inmunoprecipitados de CD43 provenientes de células
tratadas con RaMIg. Entre las proteinas fosforiladas asociadas a CD43, se

encuentra una proteina de peso molecular aproximado de 72-75 kDa que
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podria ser algin miembro de la familia de ERM (Fig. la, flecha) y esta
fosforilacion se mantiene hasta los 60 min post-estimulo.

Como mencionamos anteriormente, las proteinas de la familia de ERM
son fosforilada en la T558 para su activacién, de aqui que determinamos si
las proteinas de 72-75 kDa asociadas a CD43 se encontraba fosoforilada en
Ser/Thr. Para ésto, las mismas membranas fueron incubadas durante 2
hr/55 °C con una solucion 1.0 M de KOH. Este tratamiento remueve grupos
fosfatos de proteinas fosforiladas en residuos de tirosina [25]. La figura 1B
muestra que los niveles de fosforilacion de las proteinas de 72-75 kDa
asociadas a €D43, no se modificaron con el tratamiento de KOH, lo que
sugiere que las proteinas de 72-75 kDa estdn fosforiladas en residuos de
serina/treonina. Estos datos nos sugieren que el entrecruzamiento de CD43
induce la asociacion con proteinas de 72-75 kDa fosforiladas en
serinas/treoninas.

Para demostrar que las sefiales generadas a través de CD43 inducen la
fosforilacion de ERM en la treonina 558, se utilizé un anticuerpo que
reconoce a ERM fosforiladas en la T558, y se determinaron los niveles de
éstas por medio de inmunoblots. El entrecruzamiento de CD43 indujo un
aumento en los niveles de ERM fosforilada (Fig. 2), claramente detectables a
los 5 min, cuando se comparan con los niveles de ERM fosforilada de las
células tratadas dnicamente con RaMIg. Los niveles mdximos de ERM
fosforilada se detectaron a los 15 min y se mantuvieron por arriba de los
hiveles basales hasta los 60 minutos de estimulacion. En conjunto, estos
datos indican que la activacion de linfocitos T a través del entrecruzamiento
de €D43 induce la asociacién de ERM con la regidn citopldsmica de CD43 y la

fosforilacién en la T558 de ERM.
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Dado que PKC6 es capaz de fosforilar a moesina in vitro [23], y dado
que la activacién de linfocitos T a través de CD43 promueve la actividad
catalitica de PKCO [26] determinamos si se requiere a PKCO para la
fosforilacién de ERM (posiblemente moesina) en respuesta al
entrecruzamiento de CD43. La fosforilacién de ERM inducida por CD43 se
previno cuando las células se trataron con el inhibidor de PKCO, rottlerina
(Fig. 2). Esto no se debid a problemas de cargado del gel ya que se
detectaron cantidades equivalentes de proteinas en todas las condiciones,
como lo revela el blot anti-moesina (Fig. 2). Estos datos nos sugieren que
CD43 induce la fosforilacién de ERM (posiblemente moesina) en la treonina

558 por una via que involucra a PKC8.

La compartamentalizacion en la membrana de CD43 requiere de la
actividad de cinasa intacta de PKCO. ERM se asocia a la regién citopldsmica
de CD43 a través de tres aminodcidos bdsicos situados cerca de la membrana
celular [13]. Esta asociacion de CD43 con ERM (principalmente moesina) le
permite a la primera conectarse con el citoesqueleto de actina y su
reclutamiento en puntos especificos de la membrana celular [21]. Tomando en
cuenta estos antecedentes y en virtud de que CD43, via PKC6, induce la
fosforilacién de ERM, nos preguntamos si la relocalizacién de CD43 depende
de la actividad de cinasa de PKCO. Para esto utilizamos un sistema de
conjugados de células T-esferas de |dtex recubiertas con el AcMo L10. Las
células T fueron preincuabas o no con rottlerina, se pusieron en contacto con
las esferas de ldtex y la distribucion de CD43 fué evidenciada por
microscopia de fluorescencia al utilizar un anticuerpo anti-CD43/Alexa-fluor

488 que reconoce la regidn citopldsmica. Los datos muestran que CD43 se
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relocaliza preferentemente hacia el sitio de contacto con la esfera que ha
sido recubierta con el AcMo L10 (Fig. 3B, paneles de la izquierda), por el
contrario, cuando las células fueron preincubadas con el inhibidor de PKC 6,
rottlering, la distribucién de CD43 es aleatoria en toda la superficie celular
(Fig. 3B, paneles de la derecha). La grdfica superior presenta a un linfocito
con morfologia uropodada, mientras que la grdfica inferior presenta a un
linfocito redondo. Esta redistribucién de CD43 es especifica y no es una
consecuencia de su tamafio grande y/o su carga, ya que en los conjugados
formados con esferas recubiertas con RaMIg, CD43 permanece distribuida
homogéneamente en la superficie celular (Fig. 3A, panel izquierdo y derecho).
De los conjugados formados entre las células T-esferas de ldtex recubiertas
con anti-CD43, el 92% mostré una redistribucion de CD43 hacia el sitio de
contacto, evento que fué inhibido aproximadamente un 50% con el inhibidor
de PKCH. De los conjugados formados con las esferas de ldtex recubiertas
con RaMIg, sélo el 17% de éstos mostrd una redistribucién similar (Fig. 3C).
Estos datos nos sugieren que la compartamentalizacion de CD43 es un
proceso parcialmente dependiente de la actividad catalitica de PKC 6.
Anteriormente nuestro grupo demostrd [18] que en la agregacion
homotipica dependiente de CD43, esta mucina se localiza en los sitios de
contacto célula T-célula T. De acuerdo con estos datos, la estimulacién de
células T a través de CD43 induce la agregacién celular (Fig. 4B). Esta
agregacion es promovida por CD43 y no por las interacciones casuales entre
el anticuerpo anti-CD43 (L10) con receptores Fc, ya que las células incubadas
con un anticuerpo control no se agregan (Fig. 4A). La agregacidn inducida por
CDA43 se inhibe totalmente al preincubar a las células con rottlerina (Fig. 4C).

En conjunto estos resultados sugieren que la distribucion de CD43 hacia una
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region especifica de la membrana y el proceso de adhesion homotipica

requieren de la activacién de PKC6.

DISCUSION

La membrana es una estructura altamente dindmica, en parte por el
recambio continuo de componentes de la misma (lipidos y/o proteinas) y por
otra parte por los cambios continuos en su organizacién. Estos cambios
requieren de la integridad del citoesqueleto, ya que el uso de drogas que
inhiben la funcionalidad de algin componente del citoesqueleto bloquean
completamente la formacion de estructuras "compartamentalizadas” en la
membrana [27].

La respuesta inmune es un proceso altamente complejo que involucra
tanto la migracién de linfocitos T al sitio donde se localiza el antigeno como
el reconocimiento especifico del antigeno a través de su TCR. En ambos
eventos, la redistribucion de proteinas en la membrana celular es crucial, ya
que durante la migracién la célula se polariza y adopta una morfologia dnica:
el "leading edge”, que es la parte anterior de la célula donde se localizan
moléculas como el TCR y receptores para quimiocinas y estd dirigido hacia el
gradiente del quimioatrayente. En la parte posterior de la célula conocida
como “urdpodo” [28, 29], se concentran CD43 y proteinas de la familia de
ERM [17, 30]. La relocalizacién de CD43 a puntos especificos de la membrana
celular (por ejemplo el urépodo y el DPC) requiere de su asociacién con el
citoesqueleto de actina a través de su interaccion con proteinas de la familia
de ERM y especialmente con moesina [30]. La capacidad de ERM (moesina) de
unir a receptores de la membrana con los filamentos de actina depende en

gran medida de su fosforilacion en la treonina 558 (T558) [21, 31]. Nuestros
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resultados muestran que la activacién de linfocitos T a través del
entrecruzamiento de CD43 induce la fosforilacion de las moléculas de ERM
en la treonina 558 y éstas se encuentran asociadas a CD43 (Figs. 1y 2).
Aunque la cinasa responsable de la fosforilacion in vivo de ERM se desconoce,
se ha demostrado que in vitro PKCO puede inducir la fosforilacion del
miembro de la familia de ERM, moesina [23]. De acuerdo con ésto, la
fosforilacion en la T558 de ERM inducida por CD43 requiere de la actividad
catalitica de PKC6 dado que su fosforilacidn se previno parcialmente en
presencia del inhibidor selectivo de PKCB, rottlerina. En conjunto estos
resultados sugieren que CD43 induce la fosforilacion de ERM en la 7558 a
través de la activacién de PKC6.

Recientemente nuestro grupo demostré que CD43 se relocaliza hacia
los sitios de contacto célula-célula en agregados homotipicos [18] y que este
evento depende de un citoesqueleto integro de actina. Aqui mostramos que la
actividad de PKC6 inducida por CD43 se requiere para la mobilizacion de
CD43 en la membrana y para la adhesion homotipica (Figs. 3 y 4).

En resumen, nuestros datos sugieren que durante la adhesion
homotipica CD43 induce la fosforilacién de la T558 de ERM a través de un
mecanismo que depende de PKCO. Este ERM activa es capaz de unir a CD43
con el citoesqueleto y promover su distribucion hacia el sitio de contacto
célula-célula.

Es posible que éste mismo mecanismo opere in vivo durante la
migracion celular y en el proceso de extravasacién de los linfocitos, ya que
durante este (ltimo proceso es necesaria la adhesidn linfocito T-linfocito T.

De acuerdo con ésto, las células leucocitarias de los ratones deficientes en

70



CD43 tienen alteraciones en el trdfico de éstos hacia el sitio de estimulacion

antigénica [19, 32].
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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PIES DE FIGURA

Figura 1.- Actividad de cinasa de serina/treonina asociada a CD43. Las
células Jurkat (1 x 107) se estimularon como se describe en “Materiales y
Métodos" durante los tiempos indicados con el AcMo L10 (lineas 2-5) o se
trataron Unicamente con RaMIg (linea 1). CD43 se inmunoprecipité de los
extractos celulares no-preclarificados y se evalud la actividad in vitro de
cinasa asociada a CD43 (ver "Materiales y Métodos"). Los inmunoprecipitados
de CD43 se separaron por SDS-PAGE y las proteinas fosforiladas se
visualizaron por autorradiografia (Fig. 1A, panel superior). Estas mismas
membranas fueron tratadas con una solucién 1 M de KOH para eliminar los
grupos fosfatos presentes en tirosinas, y las proteinas fosforiladas en
residuos de serina/treonina se visualizaron al exponer nuevamente las
membranas (Fig. 1B, panel superior). Como control de cargado equivalente de
proteinas, las mismas mebranas fueron blotteadas contra CD43 (paneles
inferiores). El asterisco (*) representa a CD43 fosforilada, y la flecha (<)a
proteinas de 72-75 kDa fosforiladas. Estos resultados mostrados son

representativos de tres experimentos independientes.

Figura 2.- CD43 induce la fosforilacion de ERM por un mecanismo
dependiente de la activacién de PKC 6. Células Jurkat (2 x 107) se
estimularon durante diferentes periodos de tiempo con el AcMo L10 (carriles
2-7 y 9-14) o se trataron dnicamente con RaMIg (carriles 1y 8) como se
describe en "Materiales y Métodos". Quince minutos antes de la activacidn,
las células se incubaron con DMSO (carriles 1-7) o con rottlerina (carriles 8-

14). 30 pg de los lisados totales provenientes de células estimuladas se
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separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y
las moléculas de ERM fosforilada (T558) se inmunodetectaron con Ac
especificos para ERM fosforilada (ERM-p; panel superior). Las mismas
membranas se probaron con Ac anti-Moesina (panel inferior), esto para
determinar la cantidad de proteina presente en cada condicién. Se muestra

un experimento tipico de dos realizados en forma independiente.

Figura 3.- La compartamentalizacion en la membrana celular de CD43,
depende de una actividad de cinasa intacta de PKCO. Células Jurkat (1 x
10°) fueron pre-incubadas con DMSO (A y B, paneles de la izquierda) o con
rottlerina (6 uM:; A y B, paneles de la derecha) durante 15 min/37°C/5% COa.
Posteriormente se realizaron los ensayos con esferas de ldtex recubiertas
con el AcMo L10 (B) o Unicamente con RaMIg (A), siguiendo el protocolo
descrito en "Materiales y Métodos". La distribucién de CD43 se evidencié por
microscopia confocal al utilizar un Ac Alexa-fluor 488 dirigido en contra de
CD43 que reconoce su region citopldsmica. En el panel C se presenta el
porcentaje de células con redistribucién de CD43 hacia el sito de contacto

con la esfera. En cada toma se muestra el campo claro.

Figura 4.- La adhesion homotipica de células T inducida por CD43
depende de la actividad catalitica de PKC 6. Las células fueron pre-
incubadas con DMSO (A y B) o con rottlerina (€) durante 15 minutos.
Posteriormente se siguié el protocolo descrito en “Materiales y Métodos”
para la formacién de agregados celulares homotipicos. Los agregados se
visualizaron por microscopia (40X). Se muestra un resultado tipico de 3

realizados en forma independiente.
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VI.- CONCLUSIONES GENERALES

En células T, las sefiales generadas a través del entrecruzamiento con
CD43 llevan a la translocacién a la membrana de PKCo/B, ¢, 6, C y u.

Ademads, inducen la actividad catalitica de PKCa/B y PKCH.

La activacion de PKCH, dependiente de CD43, modula la unién al DNA de
los factores transcripcionales AP-1 al regular la expresién de c-Fos, y de
NF-xB al permitir la degradacidn del inhibidor IxB-B. Ambos eventos son

dependientes de la activacién de ERK

La activacion del factor transcripcional NFAT, inducida por las sefales
generadas por CD43, es dependiente de la actividad catalitica de PKCO e
independiente de la activacién de ERK y cPKC.

Las sefales generadas a través de CD43 que inducen la activacion de PKC6

son necesarias para la expresién de CD69.

¢ La activacién de PKCO, inducida por CD43, es importante para la

fosforilacion en la treonina 558 de ERM y para la relocalizacién de CD43

hacia sitios particulares de la membrana celular.
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VII.- PERSPECTIVAS

Determinar si la expresidn de CD69, inducida por CD43, depende de los

factores transcripcionales NF-xB y AP-1.

Determinar cual es el mecanismo molecular por el que PKCO promueve la

union de NFAT al DNA.

En un sistema célula T-APC, determinar si CD43 establece los primeros
contactos con la APC (antes que el TCR) y conocer si CD43 favorece su

exlusion por un mecanismo dependiente de PKC6/moesina.

Determinar cudl es la relevancia real de la via CD43/PKC6 en la activacidn
de células T inducida por APC o en células T de ratones deficientes de
CD43 al retarlos con antigenos (micobacterias, virus de inmunodeficiencia

humana, etc.).
Conocer cudl es la participacion de las isoformas de PKCo/B, €, Ty u en las

funciones de CD43, tanto en células T como en otras células del sistema

inmune.
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