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RESUMEN

El sistema inmune se encuentra altamente regulado y su adecuado
funcionamiento es fundamental para el organismo. Entre los procesos mas

importantes de esta red se encuentra la migracion celular.

Las vias de sefalizacion a través de las cuales las diversas quimiocinas
actian, aun no se han logrado dilucidar por completo en la actualidad. Se sabe
gue en ratones deficientes de la proteina JAKS, los ganglios linfaticos carecen de
linfocitos T, debido a una deficiencia en migracion dirigida o “homing”. Estudios
realizados por nuestro grupo de trabajo han demostrado que esta deficiencia se
vincula con problemas en la via CCR7, con la via JAK/STAT y mas recientemente,

se han observado deficiencias en la dinamica del citoesqueleto.

Debido a que las moléculas que participan en la sefalizacion via CCR7 y
que estan involucradas con la sefializacion a través de JAK/STAT no se han
descrito completamente, en este trabajo nos enfocamos en el estudio de AKT, una
proteina cinasa, que se ha relacionado con los fendmenos de metastasis y
migracion en diversos tipos de cancer y la cual parece tener una participacion (via
PI3K) en la transduccion de sefales de la quimiocina CXCL12, en la cual participa
la via JAK/STAT. Para determinar la posible participacion de AKT a través de
CCRY7 y su relacién con la ruta JAK/STAT, se realizaron ensayos de fosforilacion
de esta molécula, en linfocitos T de ratones de la cepa C57BL/6 y en ratones

deficientes para la proteina JAKS.

Los resultados obtenidos muestran que en el ratbn C57BL/6, AKT se
fosforila en respuesta al ligando de CCR7, CCL21 y que tiene un pico maximo de
respuesta a los 30 seg; de la misma forma, en el raton deficiente de la proteina
JAK3 se observa fosforilacion de la cinasa AKT a los 30 segundos, en respuesta a
CCL21. Con estos resultados se determiné que la fosforilacion de la cinasas AKT
en respuesta a CCL21 no presenta diferencias entre el raton WT y el raton JAK3
KO, por lo que la fosforilacion de AKT y sus efectos en migracion, parece no verse

afectada por la deficiencia de JAKS.



1. MARCO TEORICO
1.1SISTEMA INMUNE

La funcién principal del sistema inmune es protegernos contra agentes
extrafios, denominados patdgenos; para poder llevar a cabo este proceso, es
necesario que sea capaz de discriminar entre agentes propios y extrafios. Todo
este sistema se divide, conforme al tipo de respuesta en inmunidad innata e

inmunidad adaptativa.

Tanto en la respuesta inmune innata, como en la adaptativa, encontramos
participacion de diversos agentes solubles y de distintos tipos celulares. La
inmunidad innata es llevada a cabo por: 1) barreras fisicas y quimicas (células y
factores solubles); 2) células fagociticas (neutrofilos, macréfagos, células
dendriticas); 3) proteinas de la sangre (complemento); 4) proteinas que son
capaces de regular la respuesta inmune y que coordinan la forma en la que esta
se lleva a cabo (citocinas y quimiocinas) [1]. Los mecanismos por los cuales la
inmunidad innata reconoce a los patégenos son “inespecificos”, pero a pesar de
esto, son bastante conservados frente a estructuras que son comunes, a diversos
grupos de microorganismos (patrones moleculares asociados a patégenos o
“PAMPS”).

La inmunidad adaptativa se lleva a cabo por dos mecanismos distintos: 1)
respuesta celular: Células Linfociticas (Linfocitos B y T); 2) Respuesta Humoral:
Proteinas Solubles (Anticuerpos). Las caracteristicas que definen a este tipo de
inmunidad son: especificidad por diversas moléculas (especificidad antigénica), y
la capacidad de generar “memoria”, lo que permite al sistema inmune responder

de manera mas rapida y con mayor intensidad a un reto [2].

Para poder tener una respuesta “antigeno especifica”, tanto los linfocitos T,
como los linfocitos B requieren de un proceso adecuado de desarrollo. La
homeostasis de los linfocitos se lleva a cabo en distintos compartimentos del
sistema inmune, los cuales se denominan 6érganos linfoides (Fig 1). Los 6rganos

linfoides se dividen en primarios y secundarios, siendo los primarios, aquellos



organos en los cuales se lleva a cabo el desarrollo y/o maduracion de las células,
y los secundarios, aquellos en los cuales se promueve la activacion y generacion

de una respuesta inmunoldgica.

Fig 1. Distribucién de los érganos linfoides en el cuerpo humano.

La parte humoral de la inmunidad adaptativa estd determinada por los
linfocitos B, ya que estos son los encargados de la produccién de anticuerpos. En
los mamiferos existen 5 tipos de anticuerpos distintos IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM.
Todos los anticuerpos se unen de manera especifica a los antigenos contra los
que estan dirigidos, provocando varios tipos de respuestas, entre las cuales se

encuentran la neutralizacion, opsonizacion, activacion de complemento, etc [3].
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La parte celular de la inmunidad adaptativa depende de los linfocitos T, cuyos
precursores se generan en médula 6sea y migran hacia el timo, donde concluyen
su maduracion, la cual incluye la expresion de receptores antigénicos altamente

especificos.
1.2DESARROLLO DE LINFOCITOS T

Los progenitores de los linfocitos T entran a timo como precursores linfoides,
gue aun no se encuentran comprometidos a linaje de T y debido a ésto expresan
receptores comunes a células progenitoras linfoides (Sca 1 y Ckit) [4], pero no
expresan ningun receptor de linaje diferenciado como los correceptores CD4 y/o
CD8 [5].

Para poder tener una respuesta adaptativa adecuada se requiere que el timo
reclute periédicamente células a través de vénulas, que irrigan la corteza
perimedular. Después que estos precursores linfoides entran al timo, siguen un
curso a través del estroma timico para poder llevar a cabo una maduracion
completa y adecuada [6]. Este recorrido se distingue por medio de marcadores
expresados en la superficie de las células: los timocitos simples positivos (SP),
que pueden ser CD4+ o CD8+; los timocitos dobles positivos (DP), que co-
expresan CD4+ y CD8+; los timocitos dobles negativos DN, que a su vez, se
pueden subdividir en DN1 (CD44+ CD25-), DN2 (CD44+CD25+), DN3 (CD44-
CD25+) y DN4 (CD44- CD25-) [7]. (Fig. 2)

A lo largo del desarrollo en el timo, los timocitos se mueven en respuesta a
diversos factores solubles como las qumiocinas CXCL12, CCL19, CCL21, CCL25.
Ademas, las células en proceso de maduracion reciben sefiales de sobrevivencia
a través de receptores de membrana como Notch con su interaccion con el ligando
Delta, expresado en células estromales, en cooperaciéon con la citocina IL-7 [8,
9]En la poblacion DN2 se inicia el rearreglo de la cadena 3 del TCR y en el estadio
DN3 los timocitos expresan la cadena  del TCR rearreglada (por lo cual se
restringen al linaje T) asociada a una cadena pre-Ta, para formar un complejo

pre-TCR. Si el rearreglo de la cadena B es funcional entonces las células son
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capaces de sobrevivir, en el caso contrario las células mueren por apoptosis.
Después de sobrevivir a la seleccion de una cadena B funcional, las células
expresan en el estadio DN4 (pre-DP) un TCR-off funcional e inmediatamente

incrementan sus niveles de CD4 y CD8, convirtiéndose asi en timocitost DP [10].

Las células DP pasan por un proceso de seleccion conocido como
seleccion positiva, el cual se lleva a cabo en corteza. Consiste en la presentacion
de antigenos propios a través del MHC y su reconocimiento por medio del TCR de
los timocitos DP. En este proceso, los timocitos DP que son capaces de reconocer
a estos péptidos-MHC sobreviven al proceso, mientras que aquellos que no son
capaces de reconocer el complejo péptido-MHC mueren por “negligencia”

mediante muerte celular programada o apoptosis [11].

Después de este proceso, los timocitos incrementan la expresion de CCR7
y responden eficientemente a los ligandos CCL19 y CCL21, los cuales se
expresan en el epitelio cortico-medular y medular, permitiendo su movimiento de
la corteza hacia la médula. En este punto, los linfocitos DP también disminuyen la
expresion de uno de los dos correceptores (CD4 o CD8), lo cual genera la
produccion de timocitos SP, ya sean CD4+ o CD8+ [12].

En la region cortico-medular y en la médula los timocitos SP, tanto CD4+ o
CD8+, sufren un segundo proceso importante, denominado seleccion negativa. En
la seleccion negativa las células epiteliales de médula (mTEC) y las células
dendriticas de médula (CD), con gran capacidad costimulatoria, presentan

péptidos propios a los timocitos, [11].

Al término de todos estos procesos de desarrollo, los timocitos SP maduros
son capaces de salir del timo (mediante un proceso dependiente del receptor
SIP1), y migrar hacia los 6rganos linfoides secundarios, por medio de la expresion
del receptor CCR7 y la presencia de sus ligandos CCL19 y CCL21 en las HEVs
(Vénulas del Endotelio Alto) [13, 14].
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Figura 2. Desarrollo de Timocitos. Adaptado de Takahama. Nat. Rev. Immunol. 2006. [7]

1.2.1 MIGRACION DE LINFOCITOS T HACIA ORGANOS
LINFOIDES SECUNDARIOS.

Los organos linfoides secundarios son el sitio donde la respuesta inmune
innata conduce a una respuesta inmune adaptativa. Para que los 6rganos linfoides
secundarios ejerzan su funcién de manera eficiente, es necesaria la migracion

adecuada de todos los componentes del sistema inmune hacia ellos [15].

De los érganos linfoides secundarios, los que se encuentran en mayor

proporcién y con una distribucion mas amplia son los ganglios linfaticos.
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Los ganglios linfaticos son estructuras organizadas que se encuentran a lo
largo del cuerpo. Existen distintos tipos: cervicales, axilares, mediastinales,
mesentéricos, inguinales, popitleos, etc. Las principales funciones de estas
estructuras son: 1) reclutar linfocitos T y B virgenes o “naive”, provenientes tanto
de la sangre como del timo; 2) Colectar antigenos y reclutar CDs para generar
tolerancia antigeno-especifica o bien; 3) Iniciar la activacion de los linfocitos T/B y

dirigir los linfocitos T/B efectores a distintos tejidos.

La estructura de los ganglios linfaticos se puede dividir en 2 grandes zonas,
corteza y meédula. En la corteza se distinguen la zona de linfocitos T (paracorteza)
y la zona de linfocitos B. La zona de linfocitos B es el lugar en donde se llevan a
cabo las respuestas humorales, mientras que la Zona de T es la region en la cual
entran la mayoria de los linfocitos T y donde los linfocitos T interactdan con las
CDs. La médula es la region donde se encuentra una gran cantidad de capilares

linfaticos, aunque su funcién no se conoce de manera clara [16]. (Fig. 3)

Vasos Linfaticos —
Aferentes

Médula ’j’
Vasos Linfaticos 1

Eferentes

Figura 3. Estructura general de los ganglios linfaticos. Adaptado de H. Von Andrian et al.
Nat. Rev. Immunol. 2003. [16]
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Para que los linfocitos puedan llegar a los ganglios linfaticos se requieren
de HEVs o de vias linfaticas aferentes. Los HEVs son vénulas que controlan la
migracion de linfocitos T por la expresion (CCL21) o reclutamiento de quimiocinas
a ellas (CCL19). Ademas, expresan diversas moléculas de adhesion (MADCAM1
en neonatos y PNAD en adultos, ICAM1-2, VCAM1). La via linfatica se compone
de vasos linfaticos, los cuales absorben fluido y células de la region intersticial de
los tejidos y los conducen a los o6rganos linfoides secundarios (aferente), o
conducen células y fluido de los 6rganos linfoides secundarios a la circulacion

sistémica (eferente).

La mayor parte de los linfocitos T y B entran a la region cortical y
paracortical de los ganglios por medio de los HEVs y para esto requieren de una
serie de interacciones. Estas interacciones son: 1) Union y Rodamiento (Rolling)
por medio CD62L (Ligando de PNAD). De manera general, el “rolling” se lleva a
cabo debido a la polarizacién de la célula. Después de la adhesion de los linfocitos
a las HEVs, estos se polarizan. Esto involucra la formacion de polimeros de actina
denominados “lamelipodia” en el frente de migracién (leading edge) y también
involucra la formacion de polimeros de actina en la parte trasera de la célula
(urépodo). El rodamiento es un proceso dinAmico en el cual el frente de migracion
se une a la superficie de las HEVs por medio de moléculas de adhesion, mientras
que el uropodo se despega de la superficie y asi consecutivamente; 2) Activacion
de integrinas LFAL, la cual interactia con ICAM1-2, o de VCAM-1 [17]. Este punto
es clave para la migracion hacia ganglios linfaticos y requiere de la unién de
CCL21 y/o CCL19 al receptor CCR7 expresado en linfocitos T virgenes. CCL21 se
expresa de manera constitutiva en HEVs, mientras que CCL19 se expresa en
ganglios linfaticos o en el endotelio linfatico y es capaz de transportarse a los
HEVs. A diferencia de lo que sucede en humanos, CCL21 tiene 2 isoformas
CCL21-Ser y CCL21-Leu, ratones deficientes de CCL21-Ser y CCL19 (plt/plt)
tienen pocos linfocitos T en ganglios linfaticos [18, 19]. Finalmente; 3) Los
linfocitos se arrestan por medio de las integrinas al endotelio de HEVs y ahi son
capaces de transmigrar de las HEVs hacia los ganglios linfaticos, donde pueden

realizar sus diversas funciones [16]. (Fig. 4)
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Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4

Unidn y desplazamiento Activacion Arresto Transmigracion

<

CCL21, CCL19: CCR7 LFAL:ICAMI

Figura 4. Movimiento de los Linfocitos T a través de HEVs. Adaptado de Kinashi. Nat.
Rev.Immunol. 2005 [20]

1.3 QUIMIOCINAS Y RECEPTORES DE QUIMIOCINAS

Las quimiocinas son una familia de citocinas las cuales son secretadas por
distintos tipos celulares. Se denominan quimiocinas por que son capaces de
inducir quimiotaxis, ya sea a distintos sitios de inflamacibn o de manera

homeostatica.

La mayor parte de las quimiocinas son proteinas de aproximadamente 8-12
kDa y la homologia entre ellas varia entre el 20-90%. Una caracteristica basica de
las quimiocinas, es la presencia de cuatro residuos de cisteina invariantes.
Dependiendo del arreglo de las dos primeras cisteinas, las quimiocinas se pueden
dividir en: a) CXC, b) CC, c¢) C y d) CX3C, donde la C corresponde a un residuo de

cisteina, y la X corresponde a algun otro aminoacido [21, 22].

A la fecha se conocen aproximadamente 50 quimiocinas humanas y 20
receptores (Fig. 5). En el afio 2000 se introdujo un sistema que permite identificar

a las quimiocinas y sus receptores por un numero especifico [23].
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Receptor Ligands

CCR1 CCL3,CCL5,CCL7,CCL13,CCL14,CCL15,CCL16,CCL23

CCR2 CCL2,CCL7,CCL8,CCLI13,CCL16

CCR3 CCL5,CCL7,CCL8,CCL11,CCL13,CCL15,CCL16,CCL24,CCL26,CCL28

CCR4 CCL17,CCL22

CCRS CCL3,CCL4,CCL5,CCL8B,CCL11,CCL14,CCL16

CCR6 CCL20

CCR7 CCL19,CCL21

CCRS CCL1

CCR9Y CCL25

CCRI10 CCL27,CCL28

CXCR1 CXCL6,CXCL7,CXCLS

CXCR2 CXCLI1,CXCL2,CXCL3,CXCL5,CXCL6,CXCL7,CXCLS

CXCR3-A CXCL9,CXCLI10,CXCLI1

CXCR3-B CXCL4,CXCL9,CXCLI10,CXCL11

CXCR4 CXCLI12

CXCRS CXCLI3

CXCR6 CXCLI16

CXCR7 CXCLI12

XCR1 XCL1,XCL2

CX;CRI1 CX;CL1

CCX-CKR CCL19,CCL21,CCL25

D6 CCL2,CCL3L1,CCL4,CCL5,CCL7,CCL8,CCL11,CCL13,CCL14,CCL17, CCL22

DARC/Duffy | CCL2,CCL7,CCL8,CCL11,CCL13,CCL14,CCL16,CCL17,CXCL1,CXCLS,
CXCL6,CXCL7,CXCLS,CXCLY,CXCL11,CXCL13

Figura 5. Receptores de Quimiocinas y sus ligandos. Tomado de Allen et al. Annu. Rev. Immunol.
2007. [24]

Muchas quimiocinas son capaces de formar dimeros u oligomeros de orden
superior a 2. La funcionalidad de la oligomerizacibn no esta totalmente
establecida, pero se sabe que podria relacionarse con la formacién del gradiente
quimiotactico y la unidon de quimiocinas a Glicosaminoglicanos (GAGSs) [25]. La
union de quimiocinas a GAGs es fundamental, ya que en la actualidad se sabe
gue las células expuestas a concentraciones constantes de estas moléculas se
mueven de manera aleatoria, mientras que se hipotetiza que cuando se unen a
GAGs se establece un gradiente que genera la direccionalidad de las células.
Estudios in vitro no han logrado demostrar la importancia de los GAGs, pero
mutaciones de algunas quimiocinas, en sitios de unién a GAGs, han demostrado
gue las células que responden de manera normal a estas quimiocinas células no

son capaces de migrar [25].

Los receptores de quimiocinas son proteinas con 7 dominios
transmembranales (7TM). El dominio N-terminal y 3 loops se encuentran en la

parte extracelular, mientras que el dominio C-Terminal y 3 loops se encuentran en
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la regién intracelular. Existen 2 tipos principales de receptores: los receptores que
son capaces de sefializar (debido a la presencia de un motivo DRY) y los que no

son capaces de sefalizar [24].

Los receptores de quimiocinas son miembros conocidos de un grupo
llamado GPCRs (G Protein Coupled receptors, o receptores acoplados a proteinas
G). Este nombre se deriva de su via de transduccion de sefales, la cual involucra
a proteinas G heterotriméricas unidas a los loops intracelulares [26]. De manera
general, cuando un ligando se une a un receptor de quimiocinas, se induce un
cambio conformacional en el receptor que activa a la proteina G heterotrimérica,
generando la disociacion de GDP unido a la subunidad a y la union de GTP a esta

misma. Cuando se forma el complejo a-GTP, éste se disocia del receptor y del

heterodimero By, provocando la activacion de diversos efectores.

En la mayor parte de las células de origen hematopoyético, los GPCRs
encargados de la respuesta quimiotactica se encuentran asociados a proteinas Gi.
Esto se sabe ya que casi todas las respuestas se encuentran abatidas por la
utilizacion de Toxina Pertussis [27]. En la actualidad se sabe que en las células
dendriticas, pero no en los linfocitos “virgenes”, se puede activar una via de
transduccion de sefiales dependiente de Gqg, en respuesta a CXCR4 o CCRY7,

aungue no se sabe con certeza el mecanismo por el cual esto sucede [28]
1.3.1 TRANSDUCCION DE SENALES ViA PROTEINA Gi.

Esta via de transduccién de sefiales inicialmente se descubrié al comprobar
que la subunidad Gai, tiene la capacidad de inhibir la actividad de la enzima
adenilil ciclasa. Se sabe gue en esta cascada de sefales, después de disociarse
tanto la subunidad o como la By, se pueden activar a diversas moléculas efectoras
[29].

La subunidad By es capaz de activar al menos 4 distintos efectores. Estos
son: 1)MAPK. En esta via se activan moléculas efectoras como p38 y ERK 1/2, las

cuales pueden participar en diferenciacién, proliferacion, migracion; 2) PI3K. En
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esta via PI3K (fosfatidil inositol 3 fosfato cinasa) puede fosforilar a IP3 (Inositol 3
fosfato), produciendo PIP3, la cual es capaz de activar a AKT (Protein Cinasa B) y
conducir a migracion, activacion de integrinas, reorganizacion de citoesqueleto,
proliferacion y supervivencia 3) Pyk2. Esta cinasa de adhesion focal es capaz de
activar a FAK (cinasa de adhesion focal), la cual a su vez es capaz de activar a
Paxilina, lo que conduce a activacion de integrinas y adhesion; 4) PLC. Al activar
PLC (fosfolipasa C) se produce IP3 (inositol 3 fosfato) y DAG (diacilglicerol) a
partir de lipidos de membrana. La produccion de IP3 soluble genera la liberacion
de Ca** por el RE (reticulo endoplasmico). El incremento de la concentracién de
Ca** activa de manera indirecta varias vias de sefializacién entre las cuales
destaca la activacion de moléculas de adhesién, reorganizacion de citoesqueleto,
etc.. [30]

La subunidad o de la proteina Gi, es capaz de activar a DOCK2, molécula
gue a su vez es capaz de activar a la familia de GTPasas Rac, que conduce a la
formacion del “frente de migracion” de una célula. También es capaz de activar a
PI3K la cual puede activar a PIP3 y AKT, que a su vez activa a otras GTPasas y
permite la adhesién por medio de la activacién de integrinas. Finalmente, también
es capaz de activar a la familia RAP1 la cual es responsable de la polarizacién de
la célula y también esta involucrada en la activacion de integrinas, adhesiéon y

arresto celular [20]. (Fig. 6)
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Quimiocinas

Membrana
Plasmatica

Receptores de
Quimiocinas

Frente de
Migracién

Fig 6. Activacion de la via Gi. Adaptado de Kinashi. Nat. Rev. Immunol. 2005 [20]

1.3.2 CCR7Y SUS LIGANDOS CCL19 Y CCL21.

CCL19 y CCL21 son las unicas 2 quimiocinas ligandos de CCR7. A
diferencia de la quimiocina CCL19, CCL21 contiene una region carboxi-terminal de
32 aminoacidos, 12 de los cuales son aminoacidos basicos y permiten la unién de
esta quimiocina a GAGs [31]. Como se menciond anteriormente, la union a GAGs

parece ser fundamental para la presentacion y actividad de esta quimiocina.

Como resultado de duplicacion génica, existen 2 genes en raton que
codifican para CCL21. CCL21-Leu, la cual contiene una Leucina en la posicién 65
y se expresa en vasos linfaticos de tejidos no linfoides como el pulmén, colon,
estbmago, corazén y piel. Mientras que CCL21-Ser se expresa en Organos
linfoides como el timo, ganglios linfaticos y bazo. De manera sorprendente e

interesante la variante con la Ser no se expresa en humanos [19].

Existe una variante de ratones denominados “Paucity of Lymph Node T-

Cells (plt/plt) mice”, la cual ocurre de manera natural y acarrea una mutacion
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autosdmica recesiva. Esta cepa carece de un locus que codifica tanto para la
quimiocina CCL19, como para la quimiocina CCL21-Ser, dejando solamente en
locus que codifica para CCL21-Leu intacto. Los ganglios linfaticos de esta cepa
tienen una cantidad muy baja de células en la Zona de T, mientras que la zona de
B se encuentra afectada pero en menor cantidad. Esto sugiere que los linfocitos B
y las células T de memoria pueden responder a distintas sefiales, las cuales
pueden estar dictadas de manera diferencial por las variantes de CCL21 y por
CCL19 [32].

En humanos y ratones la produccion de CCL21 se da en fibroblastos
reticulares de la zona de T y en ratones también se da en los vénulas de endotelio
alto (HEVs) [33], mientras que la produccion de CCL19 se da solamente en la
zona de T [34]. Esto implica que para que las células respondan a CCL19 durante
su migracion a lo largo de las HEVs es necesario que CCL19 se transloque de los
organos linfoides a las HEVs. Es importante mencionar que toda esta produccion
se da de manera homeostatica, ya que durante una respuesta inflamatoria la
produccion de CCL19 se ve afectada por la presencia de CDs en los 6rganos

linfoides secundarios.

CCRY7, de manera similar a la mayoria de los receptores de quimiocinas, es
un receptor que contiene 7 dominios transmembranales y cuya sefializacién esta
mediada por Proteinas G heterotriméricas. CCR7 se expresa en la superficie de
CDs maduras e inmaduras, timocitos (en una subpoblacion transitoria en estadio
DN2 e incrementa en la transicion de DP a SP), linfocitos T y B naive y una

subpoblacién de linfocitos T de memoria central [35, 36].

Las quimiocinas CCL19 y CCL21 tienen una afinidad similar por CCRY7,
pero a pesar de esto inducen distintas vias de transduccion de sefiales, ya que a
pesar de que ambas quimiocinas son capaces de activar la via de transduccion de
sefales dependiente de proteina G, solamente la quimiocina CCL19 es capaz de
activar una via dependiente de Arrestina 3, la cual induce la endocitosis y reciclaje
de CCRY7 [37].
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CCRY7 es un receptor que transduce sefiales que controlan la migracion de
linfocitos T a los 6rganos linfoides secundarios y que, ademas, permite el tréfico
dentro de ellos para posicionarse en la zona adecuada para poder montar una

respuesta inmune adecuada.

En el desarrollo timico y entrada a timo de los precursores linfoides se ha
postulado la necesidad de CCR7. En el caso de entrada al timo de progenitores
linfoides se ha demostrado que durante la formacion del primordio timico este
receptor y sus ligandos son muy importante [38]. Mas recientemente se ha
demostrado que en el caso de adultos se requiere de la accion coordinada de
CCR7 y CCRS9 para la entrada a timo de estos progenitores. En condiciones de
transferencia competitiva en recipientes silvestres (Wild Type, WT) las células del
ratdbn Doble KO para CCR7 y CCR9 estan virtualmente ausentes de timo. Pero
cuando se realiza una inyeccion intratimica de estas células, éstas son capaces de
repoblar de manera adecuada el timo en el estadio DN3-DP [39, 40]. Se postula
que ésto se debe a una capacidad de proliferar mas de estas células o que son
menos susceptibles a la muerte. Estos datos son consistentes con publicaciones
previas en las cuales se observaba que los ratones deficientes de CCR7 o CCR9
presentan poblaciones adultas timicas similares a las de los ratones WT, ya que
explican que a pesar del bajo reclutamiento de precursores CCR7 KO (por PSGL-
1 o algun otro receptor de quimiocinas) [10, 38, 41], estas células son mas
capaces de proliferar. Concerniente al papel de CCR7 en el desarrollo intratimico
se sabe que la subpoblacibn DN2 se puede arrestar parcialmente en la region
cortico-medular en ausencia de CCR7 y también se sabe que la expresion de
CCRY7 es importante en las células DP para su movimiento de corteza a médula y
qgue las células SP expresan altos niveles de CCR7 probablemente para poder
permanecer en médula y terminar su maduracion y para poder emigrar hacia

organos linfoides secundarios [6, 7].

Como se menciond anteriormente, la mayor parte de los linfocitos T entran
a los organos linfoides secundarios a través de HEVs. Para determinar cual es el

papel de CCR7 en la entrada de linfocitos a 6rganos linfoides secundarios se
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utilizé una cepa deficiente de CCR7 (CCR7™) [42]. Estos ratones presentan
alteraciones en la composicion de los 6rganos linfoides secundarios. Los ganglios
linfaticos son linfopénicos y carentes de CDs CD11c* MHC" [42]. Adicionalmente
a esto, algunos ratones CCR7” no presentan ganglios linfaticos, pero presentan
estructuras linfoides ectopicas en pulmon, estomago, intestinos. EI mecanismo por
el cual esto sucede es desconocido por el momento [43]. En experimentos de
transferencia adoptiva de linfocitos T de ratones CCR7” a ratones silvestres (WT)
se ha podido comprobar que estos linfocitos T tienen deficiencias severas en
“‘homing” a drganos linfoides secundarios y esta deficiencia ocurrié tanto en la
subpoblacién CD4+ como CD8+ [44].

Las Células Dendriticas estan consideradas centinelas de la piel y otras
mucosas ya que son capaces de residir ahi, pero cuando reconocen algun
estimulo infeccioso o inflamatorio, éstas “maduran”. En el proceso de
“‘maduracién”, estas células incrementan la expresion de moléculas de MHC Clase
II, moléculas coestimulatorias como CD80, CD83, CD86, ademas de receptores de
quimiocinas como CCR7. Se desconoce el mecanismo exacto a través del cual las
células dendriticas entran a los ganglios linfaticos, pero se sabe que entran a
estos por medio de los vasos linfaticos aferentes. Por medio de delecién del locus
de CCR7 se describié que los ratones CCR7” tienen los mismos niimeros de CDs
en mucosas Y tejidos, pero presentan un disminucion considerable de CDs en los
ganglios linfaticos [14]. Esto sugiere que CCR7 es importante para la llegada de
las células dendriticas a los ganglios linfaticos, pero no para su establecimiento en
mucosas Yy otros tejidos. Adicional a la funciéon que ejerce CCR7 y sus ligandos
sobre la migracién de las células dendriticas a ganglios linfaticos, la union de los
ligandos de CCR7 a las CDs incrementa la capacidad de estas para capturar
antigenos [45]. Recientemente, se ha reportado que CCI21, pero no CCL19, es
indispensable para la migracion de las CDs desde la piel hasta los ganglios
linfaticos [46].
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1.4 LAS CINASAS DE JANUS (JAKS), LAS PROTEINAS
TRANSDUCTORAS DE SENALES Y ACTIVADORAS DE LA
TRANSCRIPCION (STATS) Y LA VIA JAK/STAT

1.4.1 LAS CINASAS DE JANUS (JAKS)

Existen 4 miembros de la familia Janus los cuales pueden participar en
desarrollo celular, sobrevivencia, desarrollo y diferenciacién, entre otras
actividades [47]. Diferentes datos experimentales muestran que las proteinas JAK
pueden participar en diferentes eventos celulares en el sistema inmune, ya sea
adaptativo o innato. Por ejemplo: deficiencias en JAK3 generan una enfermedad
SCID en humanos [48], mientras que deficiencias en Tyk2 generan un sindrome

de hiperglobulinemia E [49].

Las proteinas JAK forman parte de un grupo de proteinas denominadas
cinasas de tirosina (PTK, Protein Tyrosine Kinase), de las cuales existen
aproximadamente 500 en el genoma humano y que se pueden dividir en 2

grandes grupos:

e Receptores Cinasa de tirosina: Este tipo de receptores son receptores
transmembranales que poseen una actividad tirosin cinasa en la porcion
intracelular. En respuesta a un ligando estos receptores son capaces de
dimerizarse e inducir trans o cis- fosforilacion.

e No receptores cinasas de tirosina: Estas moléculas se activan en respuesta
a la unién de un ligando a su receptor, lo cual genera la activacion de

cinasas de tirosina asociadas.

Existen 4 miembros de la familia de cinasas de Janus. Jakl, Jak2, Jak3 y
Tyk2. Jakl y 2 y Tyk2 se encuentran ampliamente distribuidos en distintos tipos
celulares del sistema inmune, mientras que la expresién de Jak3 parece estar

restringida a células de origen hematopoyético [47].

La mayor parte de las proteinas Jak se encuentran asociadas a receptores

de citocinas (Fig. 7), aunque se ha comprobado que algunas de estas pueden
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estar asociadas a otros receptores como son receptores de quimiocinas [Soldevila
and Garcia-Zepeda, Signal Transduction 2007].

Activacién de Jaks por citocinas

IFNs
IFN/B, IL-10 Jakl, Tyk2
IFNy Jakl, Jak2

Citocinas cuyos receptores comparten e
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15.IL-21 Jakl, Jak3
IL-13" Jak1, Jak2, Tyk2

Citocinas cuyos receptores comparten fe

IL-3, IL-5. GM-CSF Jak2

Citocinas cuyos receptores comparte gpl30

IL-6, IL-11, OSM, CNTF, LIF, CT-1 Jak1, Jak2, Tyk2
IL-12 Jak2, Tyk2

Citorinas hormonales

Growth hormone, Prolactin, EPO, TPO Jak2

Figura 7. Sefializacion de citocinas a través de JAKs. Adaptado de Imada et al. Mol.

Immunol. [50]

Debido a la asociacion de Jak con los receptores de citocinas y la
importancia de estas en la respuesta inmune, la participacién de las proteinas Jak

en la respuesta inmune es fundamental [50].

Algunas de las evidencias que demuestran la importancia de las Jaks en la

respuesta inmune se incluyen en la siguiente tabla (Fig.8)
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Funcién de Jaks

Gen Fenotipo del ratén knockout Citocinas que sefializan a fravés de esa proteina

jaki Viable pero presenta muerte postnala temprana debido adefectos neuroldgicos; SCID  Familia de receptores que comparten yc o gp130; IFNs

Jak2 Muerte del embnan debido a defectos en eritropoyesis IL-3; familia de receptores que comparten gp130; IFN-y; citocinas
hormonales (EPO, GH, PRL, TPO)

jak.? SCID, viable y fértil Familia de receptores que comparten yc

Tyk?_ Viable y fértil; susceptible a infeccién parasitaria; resistente a LPS IL-12,LPS

Figura 8. Fenotipo de ratones deficientes de JAKs Adaptado. Adaptado de Imada et al. Mol.

Immunol. [50]

Las proteinas Jak estan conformadas por cerca de 1000 aminoé&cidos y
pesan entre 120-140 kDA. La estructura de estas proteinas es conservada, ya que
se han encontrado 7 dominios que van desde la regidn carboxilo hasta la region
amino-terminal. La regién JH1 es una regién que posee una actividad de cinasa de
tirosina; la regién JH2 es una region adyacente a la region JH1 que posee una
actividad de pseudo-cinasa. Se sabe que a pesar de que la regién JH2 no posee
una actividad catalitica, si posee una actividad regulatoria, ya que mutaciones en
este dominio pueden incrementar la actividad de estas proteinas y en algunos
casos pueden incrementar los basales de fosforilacion; la region JH3-JH4 forma
un dominio SH2, el cual le permite unirse a residuos de tirosina fosforilada,
finalmente la regiébn JH6-JH7 tiene un dominio FERM, el cual es de
aproximadamente 300 aminoacidos y que esta implicado en la interacciéon de las
proteinas JAK a los receptores transmembranales.

JH7 JH6 JH5 JH4 JH3  JH2 JH1
- T
. s[c!l:::r'rﬂ'ni:::“:i Dominio | %ﬂ\x\i\n\i\§ Z//m//{% E
FERM SHz2 Pseudocinasa  Cinasa

Figura 9. Dominios conservados de las proteinas JAK. Adaptado de Yamaoka et al.
Genome. Biol. 2004. [47]

Después de la uniébn del ligando al receptor, estos se dimerizan
promoviendo la fosforilacion de JAKs, los cuales a su vez promueven la

fosforilacion del receptor y la activacion de las proteinas STAT [51].
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1.4.2 LAS PROTEINAS TRANSDUCTORAS DE SENALES Y
ACTIVADORAS DE LA TRANSCRIPCION (STATS)

Después de la activacion de las proteinas JAK y la fosforilacion del
receptor, en la mayoria de los casos, es necesaria la participacion de unas

proteinas denominadas STATSs [50]).

En la actualidad se han descrito 7 miembros de la familia STAT: STAT1, 2,
3, 4, 5a, 5b, 6. Los STATs son proteinas que comparten ciertos dominios
estructurales y funcionales comunes. Entre ellos se destaca el dominio SH2, el
cual es fundamental para que los STATs se puedan unir a los receptores y de esta
manera, activarse. Se sabe que las variaciones de estos dominios entre los
diferentes STATs pueden conferirles selectividad hacia diversos receptores.
También se destaca una tirosina de los STATS, localizada aproximadamente a 700
aa de la regién N-terminal, la cual es fosforilada por las proteinas JAK y permite la
interaccion de este residuo fosforilado con el dominio SH2 de otro STAT. De esta
forma podemos observar que los STATs son proteinas que se estabilizan por

medio de la dimerizacion.

Una vez dimerizadas estas proteinas son capaces de realizar la funcion de
un factor de transcripcion. Esta funcién se debe a que las proteinas STAT tienen
un dominio de unién a DNA. Existen diversos sitios de unién de las proteinas
STATs al DNA, la mayor parte de estos sitios se ha descrito para factores
inducibles por IFNs, entre los que se encuentran los IFNs mismos y algunos otros
genes que codifican para otras citocinas y proteinas. Se ha observado que las
proteinas STATs presentan un dominio de oligomerizacién, el cual se ha
demostrado que puede servir en la induccién de la transcripcion de ciertos genes
(STATS induce por medio de tetrameros la produccion de la cadena a del receptor
de IL-2) [50, 52]. (Fig. 10)
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Sitio de Sitio de Unidn Dominic

Cligomerizacion a DNA
- _Ng ------- Dnmmln
nmmln_ C-Terminal
N-Terminal Tirosina Y
fosforilable

Figura 10. Estructura de las proteinas STAT. Adaptado de Imada et al. Mol. Immunol. 2000
[50]

1.4.3 VIA JAK/STAT

Como se mencion6 anteriormente la via JAK/STAT es una via que se
encuentra asociada a receptores de citocinas, hormonas, quimiocinas y tiene
como finalidad principal la activacion de proteinas STAT, que funcionan como
factores de transcripcion, lo que permite la produccion de diversas proteinas Utiles
de acuerdo al estimulo inicial. A pesar de que se sabe que existen distintas vias
gue se pueden activar a partir de JAK, existe una via conocida como via canonica.
Esta via inicia con la unidon de un receptor a su ligando, lo que conlleva la
activacion de las proteinas JAK asociadas a estos por medio de fosforilacién ya
sea de manera autbnoma o una transfosforilacién (de una proteina JAK a otra).
Después de la activacion de las proteinas JAK, éstas fosforilan al receptor en un
residuo de tirosina, lo que permite que las proteinas STAT que se encuentran en
el citoplasma de la célula de manera basal, se recluten, activen y lleven a cabo

sus funciones.

Como cualquier otra via de transduccion de sefales, ésta requiere
regulacion. Para su apropiado control, existen diversos factores que regulan a las
proteinas Jak, entre los que se encuentran unas proteinas denominadas proteinas
supresoras de la sefializacion por citocinas (SOCS). Estas, son capaces de unirse
a los receptores asociados a JAKs para inhibir la activacion de STAT. Ademas, se
ha demostrado que estas proteinas son capaces de unirse a las JAKs para
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marcarlas en un complejo de ubicuitinacion que conlleva la degradacion
proteosomal [53]. Otros reguladores de esta via son las proteinas inhibidoras de
STATSs activados (PIAS), las cuales son capaces de unirse a STATs impidiendo su
unién a DNA. Se sabe que esta unidén es dependiente de la metilacion de los
STATSs, ya que cuando los STATs se encuentran metilados, las proteinas PIAS no
pueden unirse, mientras que en ausencia de metilacion estas proteinas son
capaces de unirse libremente. Finalmente, el Gltimo grupo de proteinas que son
capaces de regular esta via son las fosfatasas de proteinas, entre las que se
encuentran las proteinas SHP, CD45, PTP1B y TCPTP. Estas proteinas funcionan
desfosforilando las proteinas JAK, regulando de esta manera la via [51, 54, 55].

1.4.4 RELACION DE LA VIA JAK/STAT CON RECEPTORES DE
QUIMIOCINAS

La via JAK/STAT, como se mencion6 antes, esta relacionada
principalmente con la sefializacién de receptores de citocinas. En la actualidad se

sabe que esta via puede estar involucrada en la sefalizacion a través de GPCRs.

Existen diversas evidencias que apoyan el papel de esta via en el caso de
los receptores de quimiocinas (GPCRs) [Soldevila and Garcia-Zepeda, Signal
Transduction 2007]. Se sabe que la quimiocina MCP-1 (CCL2), es capaz de
inducir fosforilacion y asociacion de JAK2 con CCR2 en células MAC1 y que esta
activacion es capaz de activar a las proteina efectora STAT3. De manera
interesante, se encontrd que esta asociacion es independiente de la proteina Gi,
ya que al tratar con PTX, la activacion de JAK no se altera [56]. También existe
evidencia de que, en respuesta a CCL2, el receptor CCR2 es capaz de
dimerizarse favoreciendo la activacion de JAK2, de manera similar a lo que
sucede con los receptores de citocinas. Otro receptor en el que se ha mostrado la
participacion de la via JAK/STAT, es el receptor CCR5. Este receptor, en
respuesta a un estimulo CCL5 (RANTES) es capaz de activar STAT1 y STAT3.
La union de CCL3 a CCR5, es capaz de inducir la fosforilacion de JAK2. De
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manera interesante, se demostré6 que en este caso, la inhibicion de JAK2 no
impide la activacion de Gai y ademas, la activacion de JAK2 no involucra la
activacion de STAT1, esto sugiere que el mismo receptor puede activar dos vias
diferentes: una que depende de JAK/STATs y es independiente de Gai y otra que
activa a las proteinas G [57]. En el caso de la familia de quimiocinas CXC se ha
demostrado que CXCR4 es capaz de inducir la fosforilacion del receptor y la
activacion de JAK2 y JAK3 en respuesta a CXCL12 en las células MOLT4, en el
caso de este receptor al tratar con PTX la activacion del receptor no se ve
afectada, pero los efectores “rio abajo” de JAK si se ven afectados. Esto
demuestra que la activacion y asociacién de la proteina Gai depende de la

fosforilacion de JAK y resulta en la activacién de PLC y liberacién de Ca®*. [58]

En el caso de la asociaciéon de JAK con receptores de quimiocinas en
células primarias, se observé inicialmente que la utilizacion de un inhibidor para
JAK2 y JAK3 era capaz de inhibir la activacion de integrinas y adhesion
dependiente de CCR7 [59]. Otra evidencia sobre la relacion de JAK y quimiocinas
se realizé en nuestro grupo de trabajo, el cual demostré que JAK3 se fosforila via
CCR7 cuando los linfocitos T de ratones B6 fueron estimulados con CCL19 y
CCL21, mientras que los ratones inhibidos farmacoldégicamente para JAK3 y los
ratones JAK3 KO muestran deficiencias en la migracion de linfocitos T [44].
También se ha observado la fosforilacion de JAK3 en respuesta a CCL25 y
CXCL12 [60].

Existe evidencia directa de que las proteinas JAK, en respuesta a
guimiocinas, son capaces de activar a PI3K y por ende AKT, FAK y Paxilina. En
especifico, se ha observado que a través de CXCR4, los progenitores
hematopoyéticos son capaces de activar JAK2 y esta via [53].

1.5 JAK3Y SU DEFICIENCIA

JAK3 es la dltima proteina que fue identificada perteneciente a la familia de
las tirosin cinasas JAK, el gen que codifica para esta proteina se encuentra en el

cromosoma 19pl13.1. Se sabe que JAK3 se encuentra asociada a la cadena
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gamma comun (y;) de los receptores de citocinas y que esta proteina esta
restringida a las células hematopoyéticas. Las citocinas que sefalizan a través de
esta cadena son IL-2, 4, 7, 9, 15, 21 [61].

Las Inmunodeficiencias Severas Combinadas (SCID) son un grupo de
defectos en la inmunidad, heredados autosomica o alosémicamente, que tienen
como consecuencia un deficiente desarrollo de las células del sistema inmune y
por consecuencia en su actividad. Los primeros casos de SCID se identificaron
como ligados al cromosoma X (X-SCID), después de un tiempo se comprobd que
la mayor parte de estos casos se deben a defectos en la sefalizacion de y.
(localizada en el cromosoma X). Cuando se comprobé que JAK3 se asociaba a la
cadena y., se sugiri6 que mutaciones en este gen podrian resultar en algin SCID.
En la actualidad se sabe que las SCID debidas a problemas con JAK3 son

aproximadamente 7-14%.

Los pacientes con SCID debida a mutaciones en JAK3 presentan un patrén
celular caracteristico (T-B+NK-). La mayor parte de estos defectos se pueden
explicar considerando los problemas en la sefializacion via y. y principalmente con
IL-7. Se sabe que los humanos y ratones que tienen mutaciones en el receptor de
IL-7 presentan reduccion en el niamero de linfocitos T [62]. Estos defectos se
pueden corregir si se inhibe la molécula proapoptética Bax o si se induce la
expresion de la molécula antiapoptética Bcl-2, sugiriendo que los defectos en la
generacion de linfocitos T en los pacientes con mutaciones en JAK3 se deben a la
falta de sefiales mediadas por IL-7 (induccion de Bcl-2) [63]. El papel de otros
receptores de citocinas también se ha relacionado con los problemas en el
desarrollo de linfocitos T. Entre estos se destaca el receptor de IL-2, aunque se ha
observado que ratones deficientes de IL-2 o IL-2R tienen un desarrollo de
linfocitos T adecuado, el problema con estos linfocitos T es que presentan un
desorden proliferativo. También se sabe que IL-2 juega un papel importante en el
control de la tolerancia periférica [64]. El desarrollo de linfocitos B en pacientes
con mutaciones en el receptor de IL-7 se ve afectado por la falta de sefiales de IL-

7. La activacion de linfocitos B y la deficiencia en el cambio de isotipo que pueden
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presentar algunos LB se debe probablemente a deficiencias en la sefalizacién de
IL-4 e IL-21 [65].

Para entender mejor los mecanismos por los cuales la deficiencia de JAK3
genera un SCID en seres humanos, se decidio producir por medio de sustitucion
génica un raton deficiente de JAK3 [66]. Estos ratones presentan problemas en el
desarrollo de Linfocitos T y Linfocitos B. Se sabe que en estos ratones se
presentan numeros similares de progenitores de médula 6sea y que presentan
poblaciones de células Pro-B similares a la de los ratones WT, mientras que estos
ratones presentan niumeros disminuidos de células Pre-B y células IgM+ maduras
e inmaduras. En el caso de los linfocitos T se observé una marcada linfopenia en
el timo, lo que tiene como consecuencia que los timos de los ratones KO tengan
timos mas pequefios. Las poblaciones timicas de los ratones JAK3KO parecen no
estar afectadas, aunque en algunos casos se observa un incremento en la
proporcion de CD4:CD8. Los bazos de estos ratones varian de tamafio y se
encuentran unos cuyo tamafo se encuentra entre el 10-500% con respeto al raton
WT. En el bazo se encuentran niumeros muy bajos de Linfocitos B IgM+, mientras
gue en la subpoblacion de linfocitos T se encuentra un niumero mayor de CD4+
gue de CD8+. También se ha observado que los linfocitos T de los bazos de los
ratones JAK3 KO se encuentran con un fenotipo activado, es decir expresan altos
niveles de CD25, CD44 y CD69, y bajos niveles de CD62L; no existe una
explicacion concreta del porque esta activacién, pero se sugiere que durante su
desarrollo los linfocitos reciben sefiales que inducen incrementos de estas
moléculas, mas debido a la falla en su transduccion de sefiales no son capaces de
regresar la expresion de estas moléculas a un “basal” [66, 67]. En estos ratones se
observa que los linfocitos T son mas susceptibles a apoptosis, debido a la falta de
sefalizacion via IL-7 y la induccibn de moléculas antiapoptéticas [68]. Una

caracteristica adicional de estos ratones es la ausencia de ganglios linfaticos.

Experimentos realizados por nuestro grupo de trabajo han demostrado que
la falta de ganglios linfaticos no se debe a un defecto en la generacion del estroma

de estos Organos (dependiente parcialmente de IL-7), sino de un defecto
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intrinseco de los timocitos que les impide llegar a estos ganglios. Por medio de
ensayos de transferencia de linfocitos T de ratones WT a KO, se observo que
estos linfocitos WT si son capaces de repoblar los ganglios, mientras que al
transferir linfocitos T de ratones KO a ratones WT se observa que estos no son
capaces de llegar a los ganglios linfaticos. Interesantemente, se observd que al
estimular los linfocitos T de ratones WT con CCL21 y CCL19 estos eran capaces
de activar a JAK3 y de realizar quimiotiaxis, mientras que al estimular los linfocitos
T de ratones deficientes de JAK3 estos no eran capaces de realizar quimiotaxis.
De manera similar, al inhibir JAK3 en estos linfocitos, disminuye la capacidad de
estos para realizar quimiotaxis en respuesta a CCL21 y CCL19 [44].

1.6 AKT Y SU RELACION CON MIGRACION

AKT es una cinasa de serina y treonina que ha emergido como una proteina
clave en la mayoria de las células eucariotas y la cual presenta una gran
versatilidad. Existen 3 isoformas de AKT en los mamiferos: AKT1/PKBa,
AKT2/PKBB y AKT3/PKBy; estas proteinas se encuentran codificadas por 3
distintos genes. Su estructura general consiste de: 1) Un dominio de homologia a
pleckstrina (PH) en la region N-terminal; 2) Un dominio con actividad cinasa en la
region central; 3) El dominio regulador que posee el motivo hidrofdbico para la
fosforilacién y se encuentra cercano a la region C-terminal. El dominio cinasa y la
region de fosforilacibn se encuentran altamente conservada en la familia de
proteinas c-AMP, c-GMP, Proteina C [69].

T308 S473
1 107 149 P 408 ® L0
Dominio Dominio Catalftico Regidn C-Terminal

PH

Figura 11. Estructura general de AKT. Adaptado de Kumar et al. Oncogene. 2005 [69]
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AKT posee 2 residuos principales que son susceptibles de fosforilacion. La
activacion de la proteina requiere de la fosforilacibn de ambos sitios. Estos sitios
son una treonina en la posicion 308 (T308) y una serina en la posicion 473 (S473).
La T308 es un sitio que se fosforila en respuesta a PI3K (cualquier isoforma). La
activacion de PI3K se puede dar por medio de muchos estimulos, ya sea por
receptores cinasa de tirosina, o por GPCRs. Después de la activacion de PI3K
esta enzima fosforila al lipido de membrana PIP2 para producir PIP3. Esta
fosforilacién permite la translocacion de la proteina AKT a la membrana y la unién
de esta a PIP3 a través de su dominio PH. Una vez reclutada a membrana, esta
proteina se fosforila por medio de una enzima denominada PDK1 (reclutada a
membrana ya que posee un dominio PH) en el sitio treonina 308 (T308) [70]. Es
también en este punto en donde la proteina AKT es fosforilada en la Serina 473
(S473). La enzima encargada de fosforilar a AKT en la S473 esta formada por un
complejo denominado mTorc2, cuya via de activacion es desconocida, pero se
sabe que también se activa en respuesta a receptores cinasa de tirosina, como
algunos receptores de factores de crecimiento (IGF-R). Es importante sefialar que
se ha propuesto la necesidad de un tercer sitio de fosforilacion independiente de
T308 y S473; este sitio es una Serina en la posicién 129 y es activado por CK2. Al
parecer, este sitio es requerido para poder darle una estabilidad a la proteina, ya
gue aun en su ausencia, la proteina AKT fosforilada en los otros sitios es activa,

pero si es fosforilada su actividad parece incrementarse [71].

Después de ser activada, AKT es capaz de realizar distintas funciones.
Entre estas funciones se destacan: 1) Supervivencia celular. Los mecanismos por
los cuales esto se lleva a cabo son diversos. Por un lado, la capacidad de AKT de
inhibir a miembros pro-apoptoticos de la familia Bcl-2, entre los que destaca a la
protein BAD. Ademas, Akt es capaz de fosforilar a miembros de la familia FOXO y
a p53 para inhibir la transcripcion de genes relacionados con apoptosis; por ultimo,
otra via por la cual AKT regula la supervivencia celular es por medio de la familia
de las proteinas GSKS3; al fosforilar a los miembros de esta familia, éstos se
vuelven inactivos e impiden la activacion de los miembros pro-apoptéticos de la

familia Bcl-2; 2) Crecimiento celular. La participacion en esta via parece deberse a
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la activacion del complejo mTorcl, el cual es un regulador de la traduccién y de la
biogénesis de ribosomas. También, AKT parece inhibir a TSC2, el cual es un

regulador negativo de mTorcl; 3) Migracion celular [72] (ver mas adelante).

Supervivencia

Proliferacién

Metabolismo
de Glucosa

Crecimiento *" Angiogenesis

Figura 12. Actividad General de AKT. Adaptado de Manning et al. Cell. 2007 [72]

1.6.4 AKTY MIGRACION

A pesar de que AKT se ha relacionado principalmente con supervivencia y
crecimiento celular, en la actualidad se sabe que también puede participar en
migracion. También, se sabe que la migracion dependiente de AKT se relaciona
de manera importante con las isoformas de esta proteina. Las dos isoformas que

se relacionan con migracion son AKT1 y AKT2 [73].

En general se han observado varios mecanismos por los cuales AKT
parece participar en migracion, ya sea como promotor o regulador negativo de
ésta. Se ha observado que existe un substrato de AKT llamado Girdina, la cual
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después de ser fosforilada por AKT se une a los filamentos de actina y facilita la
formacién de la lamelipodia [74]. Otro posible sustrato de AKT es ACAP1. Cuando
ACAP1 es fosforilado por AKT, se promueve el reciclamiento de integrinas y se
promueve la migracién celular [75]Esto se debe a que durante la migracién celular
el reciclaje y transporte de integrinas del urépodo al “leading edge” es importante

para la migracion [73].

Como se mencion6 anteriormente, las isoformas de AKT pueden ser
importantes para migracion. En el caso de AKT1 se postulan diversos mecanismos
para promover migracion, aunque la mayoria de estos se han estudiado en
cancer. AKT1 puede incrementar la actividad de la MMP2 en células epiteliales
mamarias. Los mecanismos no se conocen de manera completa, pero se sabe
gue un mecanismo que podria incrementar la producciéon de MMP es la activacion
de NF-kB. Otro mecanismo postulado es la activacion de las proteinas de la
familia de las pequefias GTP-asas, especialmente RAC, ademas se sabe que AKT
puede fosforilar directamente a PAK [76]. Esta misma isoforma se ha descrito
puede inhibir la migracion celular, uno de los mecanismos descritos para esto es la
degradacion proteosomal de NFAT, por lo que algunos genes relacionados con
migracion no se transcriben, ademas, se ha observado que AKT puede disminuir
las sefiales de la via de las MAPK y que al igual que en crecimiento celular puede
fosforilar e inactivar a TSC2, el cual participa en la polimerizacion de actina [77].

Para AKT2 se han descrito mecanismos similares y, ademas, se ha
observado que cuando AKT es activado, ya sea por receptores de quimiocinas o
factores de crecimiento, adicional a los mecanismos antes mencionados puede
promover la activacion de integrinas y transcripcién de algunas proteinas, como
son el VEGF, la cual en la célula diana activa a PI3K y subsecuentemente a AKT,
promoviendo la activacion de girdina y como consecuencia, migracion y

angiogénesis. [74]

Una de las preguntas que existen sobre AKT es si la fosforilacion incial de 1
sitio o ambos sitios tiene que ver mas en su funcion sobre migracion o sobre

alguna otra funcion. En la actualidad no existe mucha evidencia sobre esto, mas si
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existe. En un estudio realizado con linfocitos T se observé que al mutar PDK1, se
activan de manera muy baja, pero estos linfocitos T aun son capaces de proliferar
y no tienen afectada la apoptosis, mientras que no son capaces de migrar. Y en el
caso de la activacion total de PDK1, estos linfocitos son capaces de fosforilar AKT
en la T308 y son capaces de migrar. Ademas, se muestra que AKT es requerido
para regular la transcripcion de genes relacionados con migracion (mediante la
inactivacion de FOXO), entre los que se incluyen CD62L, CCR7. Con estos datos
se observa que T308 parece tener un papel mas importante en la actividad de

AKT relacionada con migracion [78].

La determinacion de qué células requieren una u otra isoforma de AKT, 0 Si
ambas participan de manera redundante o contraria, no se ha dado por completo,

por lo que todavia faltan profundizar acerca de AKT y su papel en migracion.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que la deficiencia de JAK3 genera un fenotipo SCID en los seres
humanos. Junto con la deficiencia en yc, la deficiencia de JAK3 abarca casi el 75%
de los casos de SCID en el mundo. Ademas, los ratones JAK3 KO, presentan

deficiencias en el desarrollo y la funcion de los linfocitos T y B.

Se han descrito diversas causas que pueden explicar en parte los
mecanismos por los cuales estos ratones presentan este fenotipo, aunque todavia

faltan muchas més por conocer.

Sabiendo que AKT es una molécula que se ha relacionado de manera
importante con migracion, que la via PISK-AKT se ha relacionado de manera
dependiente de JAK en receptores de quimiocinas y que una de las posibles
causas por la cual el fenotipo SCID se presenta es la incapacidad migratoria de los
linfocitos T mediada por CCR7 en respuesta a CCL19 y CCL21, consideramos
importante ahondar en el estudio de los mecanismos moleculares que puedan
afectar migracion en estos linfocitos T deficientes de JAK3 por medio del estudio
de la via PI3K-AKT.
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3. HIPOTESIS

La via PI3K-AKT activa migracion en respuesta a JAKs en algunos
receptores de quimiocinas; por lo tanto, la ausencia de JAK3 afectara la
fosforilacion de AKT en los linfocitos T de raton, en respuesta a la quimiocina
CCL21.

4. OBJETIVOS

Objetivo General:

e Estudiar la participaciéon de AKT en la sefalizacion de CCR7 dependiente

de JAK3 en los linfocitos T de raton.
Objetivos Particulares:

e Determinar la cinética de fosforilacion de AKT en respuesta a CCL21 en
linfocitos T de ratones WT.

e Determinar la cinética de fosforilacion de AKT en respuesta a CCL21 por
subpoblaciones CD4 y CD8 en ratones WT.

e Determinar la fosforilacion de AKT en respuesta a CCL21 en linfocitos T de
JAK3 KO.

e Determinar la fosforilacion de AKT en respuesta a CCL21 por
subpoblaciones CD4 y CD8 en ratones JAK3 KO.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1MATERIALES

Reactivos

Todos los reactivos y soluciones utilizadas se encuentran en el Anexo |.

Reactivos y soluciones.
Animales

Los ratones Jak3 -/- (B6.129S4-Jak3"™" antes llamados C57BL/6-
JAK3™MLP) referidos como Jak3 -/- fueron obtenidos de Jackson Laboratories (Bar
Harbor, ME, EUA). Esta cepa se mantiene a cargo del laboratorio, por lo cual es

necesario realizar el tipaje de las cruzas para asegurar su mantenimiento.

Se utilizaron linfocitos T virgenes (naive) extraidos de bazo y ganglio de
ratones Jak 3-/- de 4 a 8 semanas de edad y como controles se utilizaron ratones
C57BL/6 (Cepa Silvestre), referidos como Jak3 WT o Jak3 +. Estos linfocitos se

seleccionaron por medio de los marcadores CD4, CD8 y CD25 en su superficie.

En todos los procedimientos realizados y que involucraron la participacion
de animales de experimentacién se siguié la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999.

Los experimentos realizados incluyen datos obtenidos de grupos de al

menos 5 ratones.

Todos los animales utilizados, se mantuvieron en el Bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, con acceso a agua y alimento ad libitum hasta el dia

de la realizacién del experimento.
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5.2 METODOS

5.2.1 Tipaje de Ratones

Para asegurar que los ratones utilizados sean Jak3 -/- se debe realizar un
tipaje por medio de PCR.

Después de realizar el destete de los ratones, (3-4 semana de nacimiento)

estos se deben marcar en la oreja y se debe realizar un corte minimo de la cola.

La fraccion de cola cortada se debe resuspender en 500 uL NaOH 50mM e
incubar a una temperatura de 90-100 °C durante un periodo de tiempo de 45-90
min (dependiendo del tamafio); después de este tiempo, la suspension obtenida
debe incubarse durante 10 min a 4 °C. Al termino de los 10 min se necesita
adicionar 50 pL de Tris 1.0 M pH 8.0 a cada cola y centrifugar a 13000 rpm
durante 10 min. Finalizado el periodo de centrifugacion se debe separar el
sobrenadante (fase acuosa) y proceder a la extraccion de DNA por medio de un

fraccionamiento con fenol:cloroformo.

El sobrenadante obtenido después de la digestion de la cola con NaOH
(~500 uL) se debe mezclar con 500 uL de fenol:.cloroformo 1:1; después de
realizar la mezcla, esta se centrifuga durante 10 min a 13000 rpm. Al finalizar el
periodo de centrifugacién se obtiene una fase acuosa (~450 ulL) y se necesita
realizar una nueva extraccion con la mezcla fenol:.cloroformo. Terminada esta
extraccion se debe obtener una nueva fase acuosa (~400 puL) y se debe mezclar
con 500 uL de cloroformo; después de realizar la mezcla, esta se debe centrifugar
a 13000 rpm por 10 min. La fase acuosa se debe separar para realizar la PCR con

ella.

Para realizar la PCR se preparan 2 mezclas de reaccion distintas y se

utilizan 2 protocolos de amplificacion, de acuerdo al gen amplificado.

Al terminar la PCR se toman 10 pL de la muestra y se mezclan con 10 uL
de buffer de carga, los cuales se cargan en un gel de Agarosa al 1%-Bromuro de

Etidio diluida en TAE 1x, y se corrern por ~30 min a 100V.

41



Finalmente las fotografias de los geles se deben tomar en un
transiluminador de luz UV. En el caso de esta tesis se utilizo el software Labworks.
(UVP, Upland, CA, USA).

5.2.2 Obtencién de Células.

Se deben extraer quirdrgicamente los ganglios inguinales, mesentéricos,
axilares, cervicales vy el bazo de los ratones Jak 3 + de 4 a 8 semanas y el bazo
de los ratones Jak3 -/- de 4 a 8 semanas. El tejido se necesita disgregar
mecanicamente utilizando dos membranas de nylon de 50 um, las cuales deben

sumergirse en PBS 1x.

Las células obtenidas de ganglio, después de disgregarse, se deben lavar
2 veces en PBS 1x centrifugando a 2000 rpm por 5 min a 4° C. El bot6n celular se
debe resuspender en RPMI, sin complementar con SFB, para realizar los ensayos

de fosforilacion.

Las células obtenidas de bazo, después de disgregarse, se deben
centrifugar a 2000 rpm por 5 min a 4°C y se requiere descartar el sobrenadante.
El botén obtenido se necesita resuspender en 1 mL de solucién de Lisis ACT y se
debe dejar por 5 min a T.A, finalizado este tiempo se agregan 4 mL de PBS 1xy
se centrifugan a 2000 rpm por 5 min. Las células se lavan 1 vez mas con 4 mL de
PBS 1x. Finalizados los lavados, el boton debe resuspenderse en 1 mL de RPMI

adicionado con 10% de SFB, para realizar el “panning”.
5.2.3 “Panning”/Seleccion de Linfocitos T

Antes de iniciar el panning de las células, las placas de cultivo utilizadas se
deben sensibilizar con el anticuerpo B220 por un lapso de 60 min a 37°C. Despueés
de este periodo, se debe recuperar el anticuerpo y se necesita colocar en otras
placas. Las células de bazo, resuspendidas en RPMI 10% SFB, se colocan en las
placas sensibilizadas; estas placas se incuban a 37 °C por 60 min de manera
simultanea a las placas en las cuales se coloco el anticuerpo B220. Transcurridos

los 60 min de incubacion se retira el anticuerpo de las nuevas placas y se colocan
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las células previamente incubadas con el anticuerpo y se incuban 60 min a 37 °C.
Mientras tanto el anticuerpo B220 se guarda para su reutilizacion.

Al terminar la incubacibn de las células, éstas se recuperaron y
centrifugaron a 2000 rpm por 5 min. El pellet obtenido se resuspendio en RPMI 0%

para realizar los ensayos de fosforilacion.
5.2.4 Ensayos de fosforilacion.

Cinética de la fosforilaciéon de AKT en linfocitos T de ratones WT en

respuestaa CCL21

Después de obtener las células de ganglios de los ratones WT, se toman 2-
3 millones de células y se colocaron en distintos tubos Eppendorf de la siguiente

forma.

Tubo

8

9

10

11

12

13

13

14

Nombre

SIT

Ch4
FITC

CDh4
PE

CD8
CY

CD4
APC

TP

CP
SIE

CP

CP

CP

45”

CP

CP

CP

CP
CD28

CP

Perv.

15” 30"

Tablal. Distribucién en tubos de las células. Cinética de fosforilacion de AKT.

Las células de los tubos 2,3,4,5 deben tefirse, durante 20 min a 4°C y en
oscuridad, con los respectivos anticuerpos de superficie mencionados en la tabla
1. Mientras que del tubo 6 al tubo 14 deben tefirse con una combinacion de
anticuerpos anti-CD4PE, anti-CD8 Cy, antiCD3/CD25-FITC.

Transcurridos los 20 min de tincion todos los tubos se centrifugan a 2000
rom durante 5 min y se descarta el sobrenadante. Después se deben lavar una
vez con 100 pL de RPMI sin SFB y se procede a estimularlos con 100 uL del
compuesto en RPMI 0% durante 37°C, o en el caso de los tubos sin estimulo se
mantienen en hielo y se les agrega RPMI sin SFB al termino del dltimo tubo con

estimulo. El protocolo de estimulacion es el siguiente:
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Tubo Estimulo Tiempo de Estimulacion
1 Sin Estimulo
2 Sin Estimulo
3 Sin Estimulo
4 Sin Estimulo
5 Sin Estimulo
6 Sin Estimulo
7 Sin Estimulo
8 CCL21 15
(200 ng/mL) Segundos
9 CCL21 30
(100 ng/mL) Segundos
10 CCL21 45
(200 ng/mL) Segundos
11 CCL21 60
(100 ng/mL) Segundos
12 CCL21 180
(100 ng/mL) Segundos
13 CCL21 300
(200 ng/mL) Segundos
14 CD3+CD28+Streptavidina 180
(10 pg/mL+ 10 pg/mL + Segundos
40 pg/mL)
15 Pervanadato (100 puM) 180
Segundos

Tabla 2. Protocolo de Estimulacion para la Cinética de Fosforilacién de AKT.
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Al término del tiempo de estimulo de todos los tubos se agregan 300 uL de
Lyse/Fix Buffer 1X y se dejan 10 min a 37°C en oscuridad. Al concluir estos 10
min, el volumen total de los tubos eppendorf (400 uL) debe transferirse a tubos
falcon de 5 mL y centrifugarse a 1200 rpm por 5 min a 4°C. Los tubos se lavan una
vez con 1 mL de Buffer de FACS.

Concluido el lavado, el boton celular de todos todos los tubos se
resuspende en 100 uL de Perm Buffer y los tubos se incuban durante 20 min a
4°C. Cuando finalice el tiempo de incubacion, se debe agregar 1 mL de Buffer de
FACS a todos los tubos y centrifugarlos a 1200 rpm durante 5 min a 4°C; se
descarta el sobrenadante de todos los tubos y se lavan 1 vez mas con 1 mL de
Buffer de FACS.

Los botones celulares de todos los tubos, obtenidos en el punto anterior se
resuspenden en 30 uL de una dilucion 1:200 de Fc Block en Buffer de FACS y se
incuban a 4°C durante 30 minutos. Al finalizar el tiempo de incubacién se afiade 1
mL de Buffer de FACS a todos los tubos y se centrifugan a 1200 rpm durante 5
min; se debe descartar el sobrenadante. El botén se resuspende en la cantidad
residual de sobrenadante; se deben afiadir 3 uL de anticuerpo anti-Phospho AKT

a los tubos 7 al 14 y todos los tubos se deben incubar a 4°C durante 30 min.

Finalizado el tiempo de incubaciéon con el anticuerpo se afiade 1 mL de
Buffer de FACS a todos los tubos y se centrifugan a 1200 rpm por 5 min. Se
descarta el sobrenadante de todos los tubos y el boton celular se resuspende en
350 uL de Paraformaldehido 0.5%.

Finalmente, después de fijar con paraformaldehido, todas las muestras se
adquieren en un citometro. En el caso de esta tesis se utilizé el citometro
FACSCalibur (BD Bioscences, San Jose, CA, EUA) del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM.

La citometria de flujo es una técnica que permite distinguir a las células por

su tamafio, granularidad y en el caso de que exista algun fluorocromo en su

45



superficie o en su interior, también es capaz de discriminar en base a estos

parametros. Esta técnica nos permite distinguir facilmente a las poblaciones de

ganglio en eritrocitos, linfocitos, macrofagos y células dendriticas. Ademas, como

se menciono anteriormente nos permiten distinguir a las poblaciones marcadas en

su superficie.

Comparativa del patron de fosforilacion de AKT en linfocitos T de ratones
WT vs KO en respuesta a CCL21

El protocolo utilizado para comparar la fosforilacion de AKT en los linfocitos

T de ratones WT vs KO fue el mismo que se utilizo en la cinética, con la excepcion

de que los tubos utilizados y el protocolo de estimulacion

usados fueron los

siguientes:
Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 13
Nombre SIT CD4 CD4 | CD8 CD4 TP CP CP CP CP CP CP CP CP
FITC PE CYy APC S/IE CD28 Perv SIE 30” CD28
30” WT KO Perv
WT WT WT KO KO KO

Tabla 3. Distribucion en tubos de las células. Comparativa de fosforilacion de AKT.
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Tubo Estimulo Tiempo de Estimulacion
1 Sin Estimulo
2 Sin Estimulo
3 Sin Estimulo
4 Sin Estimulo
5 Sin Estimulo
6 Sin Estimulo
7 Sin Estimulo
8 CCL21 30
(200 ng/mL) Segundos
9 CD3+CD28+Streptavidina 180
(10 pg/mL+ 10 pg/mL + Segundos
40 pg/mL)
10 Pervanadato (100 pM) 180
Segundos
11 Sin Estimulo
12 CCL21 30
(100 ng/mL) Segundos
13 CD3+CD28+Streptavidina 180
(10 pg/mL+ 10 pg/mL + Segundos
40 pg/mL)
14 Pervanadato (100 pM) 180
Segundos

Tabla 4. Protocolo de Estimulacion para la comparativa de fosforilacion de AKT WT vs KO
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5.3 ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos experimentales fueron expresados como la media + error
estandar de la media (EEM). La comparacion de los grupos se realizé a través de
una prueba t de student no pareada. Los valores de p<0.05 implicaron un rechazo
de la hipotesis nula (Ho) y por tanto, indican que existe una diferencia significativa

entre los grupos con al menos 95% de confianza.
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6 RESULTADOS

6.1 Tipaje de ratones.

Figura 13. Imagen de un Gel de Acrimalida-Bromuro de Etidio de la PCR de JAK3 y Neomicina

En la figura 13 se muestra un gel de Acrilamida-Bromuro de Etidio en el
cual se presenta la PCR realizada para amplificar el inserto de NEO y un
fragmento del gen JAK3 de los ratones utilizado para los experimentos. Los
ratones que presentan una banda después de realizar la PCR de Neomicina (~400
pb) y no presenta ninguna banda después de realizar la PCR de JAK3 (~390 pb)
son ratones KO (ejemplo: carril 15), es decir, ambos alelos del gen JAK3 se
encuentran sustituidos por un fragmento del gen que confiere resistencia a
Neomicina. Los ratones que presentan una banda después de la PCR de
Neomicina y también presentan una banda después de realizar la PCR de JAK3
son ratones Heterocigotos para el gen JAK3, es decir, solo poseen un alelo del
gen JAK3 y poseen un alelo del gen que confiere resistencia a Neomicina.
Finalmente los ratones que no presentan una banda después de realizar la PCR
de Neomicina y presentan una banda después de realizar la PCR de JAK3 son
ratones WT, es decir poseen ambos alelos del gen JAK3. Como controles se
utilizo un vector que contiene el fragmento correspondiente al gen de resistencia a

neomicina y solo se amplifica en la PCR de Neomicina (carril 17)
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6.2 CINETICA DE LA FOSFORILACION DE AKT EN
LINFOCITOS T DE RATONES WT EN RESPUESTA A
CCL21

800

600

. 22.9%
TR

SSC-Height
CDB Cy-5

400

200

0 200 400 600 800 1K
FSC-Height

Figura 14. Seleccion de las poblaciones en ganglios de ratones WT. (n=5)

En la figura 14 se observa la representacion grafica de puntos (dotblot)
donde se representan los parametros de Granularidad (SSC-Height) versus
Tamafio (FSC-Height) que se obtuvieron por citometria de flujo y se indica la
region que contiene la poblacién de linfocitos vivos, y que fue seleccionada para
el analisis de la cinética de fosforilacion. A partir de la region elegida de la grafica
FSC/SSC se analizé la expresiéon de CD4 y CD8 en superficie, y se calcul6 el
porcentaje de las subpoblaciones CD4+ (31.5%) y CD8+ (22.9%).

Se analizo la fosforilacion de la treonina 308 de Akt, en condiciones basales
y en respuesta a estimulos de activacion. Como controles de estimulacion y para
estandarizar la tincién intracelular de T308, se utilizaron anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28, para simular la activacion a través del TCR y de la costimulacién, asi
como pervanadato (inhibidor de fosfatasas) como respuesta maxima. En la figura
15 se muestran los histogramas correspondientes a los controles de estimulo
utilizado en la curva para ambas subpoblaciones CD4 y CD8 mostradas en la
figura 14. a) Estimulos con CD3 + CD28; b) Estimulos con pervanadato. También

se muestran las graficas del incremento relativo para cada poblacion CD4 y CD8.
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Figura 15. Controles de estimulacion de la cinética de fosforilacién de AKT en ganglios de ratones

WT.

51



A continuacién para analizar la fosforilacion de Akt en respuesta a
qguimiocina, los linfocitos fueron estimulados a distintos tiempos (0 segundos- 5
minutos) con la quimiocina CCL21 (100ng/ml). La figura 16 muestra los
histogramas que representan a la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de las
subpoblaciones CD8+ y CD4+ (seleccionadas en base a la figura 13). En gris se
observan los histogramas correspondientes al basal, mientras que en rojo se
observan los histogramas correspondientes a los estimulos con la quimiocina
CCL21. a) 15 segundos de estimulo; b) 30 segundos de estimulo; ¢) 1 minuto de

estimulo; d) 3 minutos de estimulo; e€) 5 minutos de estimulo.

Como se observa en esta figura, la fosforilacion de Akt muestra
aparentemente dos pico de fosforilacion: uno temprano, a los 30 segundos y uno

mas tardio, a los 3 minutos.

En la Figura 17 se observa la representacion grafica y el analisis estadistico
correspondiente a los histogramas mostrados en la Figura 16. Esta gréfica
muestra el incremento relativo de la Intensidad Media de la Fluorescencia en
funcién del tiempo. Para la poblacion CD4 existe diferencia significativa entre 30
segundos y el basal (p<0.05), para la poblacién CD8 existe una diferencia

significativa entre 30 segundos y el basal y entre 3 minutos y el basal (p<0.05).
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Figura 16. Histogramas que corresponden a la cinética de fosforilacién de AKT en linfocitos T de

ganglios en ratones WT. Representativo de n=5
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6.3 COMPARATIVA DEL PATRON DE FOSFORILACION DE
AKT EN LINFOCITOS T DE RATONES WT VS KO EN
RESPUESTA A CCL21

Una vez puesta a punto la cinetica de fosforilacion en respuesta a CCL21,
investigamos las diferencias de esta respuesta entre linfocitos T de ratones
silvestres (WT) y ratones deficientes para JAK3 (Jak 37).

a)
WT KO

00 600 800 1K
FSC-Helght

800 62,9%

SSC-Heigrt

10 3.24%

CD8Cy5

39.1% 10

Figura 18. Seleccion de Poblaciones para la comparativa del patron de fosforilaciéon de AKT en

linfocitos T de ratones WT vs KO en respuesta a CCL21.
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Como se observa en las figuras 18 y 19, el diagrama de puntos FSC/SSC
muestra una diferencia considerable en el patron de distribucion celular, con un
mayor porcentaje de células mas grandes y granulares en el raton JAK3 KO, lo
cual coincide con reportes previos [66]. Como se indica en los materiales y
métodos, para enriquecer la poblacion de linfocitos T del bazo, se realizo un
“‘panning” con anticuerpos anti B220 para eliminar los linfocitos B. A pesar de ello,
el porcentaje de células T del ratdbn JAK3 KO esta muy reducido comparado con el
raton silvestre (figuras 18b y 19b). Ademas, cuando se realiza la caracterizacion
de linfocitos T CD4 y CDS8, el porcentaje de linfocitos CD8+ se ve selectivamente
reducido (figuras 18c y 19c), en comparacién con la subpoblacion CD4+,
coincidiendo con la reportada apoptosis incrementada de los CD8+ del raton JAK3
KO [68].

Debido a que los linfocitos periféricos del raton JAK3 KO muestran un
fenotipo activado, y puesto que las células activadas pueden presentar niveles
disminuidos de receptor CCR7 en superficie, decidimos utilizar el marcador CD25
para identificar aquellos linfocitos activados y excluirlos de nuestro analisis de
fosforilacibn. Como se muestra en la figura 19, la mayoria de linfocitos T
corresponden a células no activadas (puesto que se seleccioné una regiébn muy
restrigida a células pequefas y poco granulosas en base a el patron de FSC
versus SSC .
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Figura 19. Seleccion de Poblaciones para la Comparativa del patrén de fosforilacion de AKT en

linfocitos T de ratones WT vs KO en respuesta a CCL21. Tincién con CD25.
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Figura 20. Histogramas que corresponden a la comparativa del patrén de fosforilacion de AKT en
linfocitos T de ratones WT vs KO en respuesta a CCL21.En gris se presentan los basales (tiempo
0) y en rojo se presentan los estimulos con CCL21 (100 ng/ml)durante 30 segundos. a. Muestra los

estimulos en CD4 y CD8 en ratones WT. b. Muestra los estimulos en CD4 y CD8 de los ratones
KO. (Representativo de n=5)

La figura 20 muestra los histogramas correspondientes a los estimulos con
CCL21 (100ng/ml) de un experimento representativo (n=5). durante 30 segundos
de los linfocitos T de bazo de ratones WT y KO. Como se observa, los linfocitos
CD4 y CD8 de ratones WT y JAK3 KO, son capaces de inducir un incremento en
la fosforilacion similar de Akt en la T308 en respuesta a CCL21.

La figura 21 muestra el andlisis estadistico y representacion grafica del
resumen de experimentos realizados como se describe en la figura 20. Los datos

se graficaron por subpoblaciones CD4 y CD8. Se observa diferencia significativa
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en los incrementos relativos de la poblacion CD4, entre el estimulo CCL21 y el
basal tanto para los linfocitos T de ratones WT como de los linfocitos T de ratones
KO (p=<0.05). Sin embargo no se observaron diferencias estadisticas entre los
incrementos relativos de los linfocitos T de ratones WT vs KO. También, se
observaron diferencias significativas en los incrementos relativos de la poblacion
CD8, entre el estimulo CCL21 y el basal para los linfocitos T de ratones WT
(p<0.05) pero no se observaron diferencias estadisticas entre el estimulo y el
basal de los linfocitos T de ratones KO y tampoco entre los incrementos relativos

de los linfocitos T de ratones WT vs KO.

La figura 22 muestra los controles de estimulo para las poblaciones CD4 y
CDS8 de linfocitos T de ratones WT y KO. De manera similar a los experimentos
previamente descritos (figura 15) los estimulos utilizados fueron anti-CD3 + CD28
y Pervanadato. Como se observa en esta figura, los linfocitos T CD4 y CD8 del
raton JAK3 KO y del ratbn WT parecen responder de manera similar a los
estimulos de entrecuzamiento del TCR y al inhibidor de fosfatasas (pervanadato).
Esto concuerda con algunos reportes en los cuales se observa que los linfocitos T
de ratones deficientes de JAK3 tienen una sefializacion via TCR similar a la de los
ratones WT [79].
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7 DISCUSION
7.1 CINETICA DE LA FOSFORILACION DE AKT EN
LINFOCITOS T DE RATONES WT EN RESPUESTA A
CCL21

En la figura 14 se observa la seleccion de las poblaciones realizada para
realizar el ensayo de fosforilacion. La seleccion se dio en base al tamafio y
granularidad caracteristicos de los linfocitos T de ganglio (tamafio y granularidad

media).

Para poder distinguir a los linfocitos T de los linfocitos B se utilizaron los
marcadores CD4 y CD8, que definen las dos poblaciones mayoritarias de linfocitos
T. Asi, en ganglios linfaticos, podemos identificar a los linfocitos CD8+ y a los
CD4+, mientras que las poblaciones negativas para CD4 y CDS8, son
mayoritariamente linfocitos B. A diferencia de lo que se observa en poblaciones
timicas, en drganos linfoides secundarios no se presenta una poblacion DP
significativa. Esto se debe a que un requisito para que los linfocitos T lleguen a los
ganglios linfaticos es tener un adecuado desarrollo y este incluye la transicion de
las células DP a las células SP. Estos linfocitos son virgenes (naive) ya que no
han encontrado el antigeno que es capaz de activarlo pues los ratones utilizados

se encuentran en condiciones asépticas en el bioterio.

La figura 16 presenta los histogramas que representan la intensidad de
fluorescencia de la sefal emitida por AKT acoplado a un fluorocromo. Akt se
fosforila en dos residuos: Ser473 y Thr308. La razdén por la cual se decidi6 utilizar
un anticuerpo dirigido en contra del residuo T308 se basa en el antecedente en el
cual se observa que la fosforilacion de este residuo se encuentra mas relacionado
con migracion, que con otras vias que conducen a otras respuestas tales como la
sobrevivencia [72, 78]. Sin embargo, se ha demostrado, que ambos residuos
tienen que ser fosforilados (no se sabe si al mismo tiempo) para obtener la forma
activa de AKT [70].
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Nuestros datos permiten observar que existe variacion en la cantidad de
AKT fosforilada por célula (amplitud del histograma), pero que la mayor parte de
las células tienen una cantidad similar de pAKT. Al comparar los histogramas gris
y rojo para cada estimulo y en cada subpoblacion, podemos observar un claro
incremento a los 30 segundos de estimulo tanto para CD4+ como para CD8+,
mientras que se puede observar un claro incremento en la cantidad de pAKT a los
3 minutos en la poblacion CD8+ pero no en la poblacion CD4+. Al realizar el
analisis estadistico (fig 17) se observa que solo estos 3 tiempos presentan un

diferencia significativa con una p<0.05

La fosforilaciéon de AKT a un tiempo tan corto sugiere que esta molécula
puede encontrarse al inicio de la via en la cual participa. Sabiendo que tanto CD4+
y CD8+ naive expresan CCR7, que como todo receptor de quimiocinas, se
encuentra acoplado a proteina G heterotriméricas (GPCR), la fosforilacion de Akt
en respuesta a CCL21 pudiera explicarse por medio de una via dependiente de
proteina Gi. En esta via, la subunidad Gai y la subunidad By pueden activar a
pI3K, y como se menciond en el marco tedrico, esta proteina puede activar a AKT
al fosforilar a PIP2 y reclutarla por medio del dominio PH [58]. Sin embargo, el
lugar concreto, dentro de la via de sefalizacion de CCR7, en el que JAK3
participa, y su requerimiento para activar las distintas vias de sefalizacion
involucradas en la migracion inducida en respuesta a sus ligandos CCL19 y
CCL21 aun no se ha dilucidado. Para investigar si JAK3 esta rio arriba o rio abajo
de la proteina Gi, es necesario analizar la fosforilacion de distintos substratos
inhibiendo especificamente JAK3 (WHI-P131) y/o Gai (PTX).

En el caso de la fosforilacion a 3 minutos observada unicamente en los
linfocitos T CD8+, se sabe que en algunas células puede existir un “loop” de
retroalimentacion positiva entre PISK y la proteina Rac (GTP-asa). Después de la
activacion de PI3K y su subsecuente fosforilacion de PIP2, puede suceder que
AKT se fosforile y/o que la proteina Rac se active. Al activarse, Rac puede llevar a
cabo la polimerizacion de actina y puede promover la produccion de PIP3. En el

caso de la produccion de PIP3, esto puede tener como consecuencia la
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fosforilacion de AKT de nuevo, explicando de esta forma porque, a dos tiempos
distintos, AKT se puede fosforilar [80]. También, podria explicarse por un
mecanismo que se da durante la polarizacion de la célula. Al formarse un polo
delantero “leading-edge” y un polo trasero o “urépodo”, se requiere de una
regulacion por medio de la presencia de la proteina Rac al frente y la proteina Rho
que se encuentra en el polo trasero. La proteina Rho es capaz de fosforilar y
activar a PTEN (por medio de ROCK) generando la produccion de PIP2, el cual
por medio del "loop” de Rac o por PI3K, es capaz de fosforilarse a PIP3 y generar
la activacion de AKT [81]. Es importante sefialar que AKT se puede fosforilar y
activar no solo para mediar la migracién, sino para llevar a cabo otros procesos,

por lo que podrian existir otras vias relacionadas con su activacion [72].

Para explicar porque los linfocitos CD8+ presentan este patron de
fosforilacién y los linfocitos CD4+ no, parece no haber una explicacion clara. Se
sabe que CCR7 es un receptor que se relaciona con la seleccion de linaje (CD4 vs
CD8), lo que sugiere que existen sefiales diferenciales a través de este receptor
[82]. Ademas, existe una migracion diferencial a través de CCR7 de los linfocitos
CD4+ vs CD8+, la cual no puede ser explicada por la expresion de CCR7 en
ambas poblaciones [83]. Ademas, se sabe que los patrones proliferativos, los
cuales pueden relacionarse con AKT, de los linfocitos CD4+ vs CD8+ son
diferentes [84]. De cualquier forma no existe una evidencia clara que pueda
explicar porque la diferencia entre los patrones de fosforilacion entre ambas

poblaciones.

Finalmente, la figura 15 presenta los controles positivos de estimulo en
poblaciones CD4 y CD8, la eleccion de CD3 y CD28 se da como necesidad de
encontrar un estimulo “fisiolégico” que fuera capaz de inducir la fosforilacién de
AKT de manera independiente a CCR7. CD28 se conoce como un coestimulo del
TCR y regulador de la proliferacién y supervivencia mediada por AKT [85]. El
pervanadato es un estimulo inespecifico, ya que tiene la capacidad de inhibir a las
fosfatasas de tirosina y a pesar de que AKT se fosforila en Serina y Treonina, las
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proteinas que participan en su via de activacion (PI3K) si son susceptibles a la
actividad de esta molécula.

7.2 COMPARATIVA DEL PATRON DE FOSFORILACION DE
AKT EN LINFOCITOS T DE RATONES WT VS KO EN
RESPUESTA A CCL21

En las figuras 18 y 19 se observa la comparacién tanto del tamafio y
granularidad de las poblaciones linfoides de los linfocitos WT vs KO. Como se ha
reportado anteriormente, se observa que los linfocitos son més grandes que en el
ratbn WT. La razdén por la cual se realizaron tinciones con CD25 y CD3 fue
comparar el comportamiento de las poblaciones y seleccionar de manera
adecuada la combinacion de fluorocromos a utilizar en los experimentos, la
seleccion con CD3 permite identificar a los linfocitos T, ya que estos expresan el
complejo CD3-TCR, mientras que CD25 permite identificar a los linfocitos T que no
estan activados y por lo tanto no poseen la cadena o del receptor de IL-2. Esta
tincion también obedece a la gran cantidad de linfocitos T/B y células de origen
mieloide en los bazos tanto del ratobn KO como WT, comparados con las células
en ganglio y la necesidad de poder distinguir a los linfocitos T del resto de las

poblaciones de bazo

En la figura 18 se observa la seleccién en base a CD3 que se realizé de los
linfocitos T. Se eligi6 CD3 ya que la expresion de esta molécula se encuentra
restringida a células del linaje T; esta molécula identifica la cadena ¢ del complejo
CD3 (que se compone de un heterodimero g6 un heterodimero ¢y y un
homodimero £(.) que se encuentra asociado al TCR. La cadena ¢ es requerida
para la adecuada seleccién de las células T en el timo, ya que a través de ella el
pre-TCR y el TCR son capaces de sefializar durante los procesos de selecciéon y
supervivencia. Como se observa en la figura 18 b, la proporcion de linfocitos CD3+
en ratones WT es mayor que en el KO. Se sabe que en el raton KO el nUmero de
linfocitos T en bazo no se ve afectado de manera significativa, esto se debe a que
los linfocitos T de los ratones KO son capaces de proliferar con una velocidad
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superior in vivo (probablemente al fenotipo activado), pero también son mas
susceptibles a apotosis, lo que tiene como consecuencia niumeros similares de
linfocitos T en bazo a los del ratbn WT [86]. Datos encontrados por nuestro grupo
de laboratorio han comprobado esto, ya que el numero de linfocitos T de los
ratones KO capaces de establecerse en bazo no se ve tan afectado como en los
ganglios [44]. Tomando en consideracion estos datos y que los linfocitos T de
ratbn KO presentan un fenotipo activado (ver mas adelante), una posible
explicacion para la disminucion de linfocitos CD3+ en ratones es que durante el
“panning” con B220 algunos linfocitos T son eliminados, ya que se ha observado
que durante la activacion de linfocitos T, estos son capaces de expresar la
molécula B220 [87]. Para poder resolver esto a futuro podrian realizarse los
pannings con CD19, la cual es una molécula expresada en linfocitos B de manera

altamente especifica.

Por otro lado, la tincion de CD4 vs CD8 mostrada en la figura 18 ¢ muestra
que las poblaciones de linfocitos T en el bazo de ratones WT es normal, mientras
que en el ratbn KO se observa una mayor cantidad de linfocitos T CDA4+,
consistente con los reportes, los cuales mencionan que en los ratones KO la
cantidad de linfocitos T de bazo es similar a la de los WT, pero la proporcion de
CD4 es mayor [66] .

En la figura 19 b, se observa la seleccion de los linfocitos T realizada por
medio de la tincion de CD25. En este caso, contrario a la tincion de CD3 los
linfocitos que se seleccionan son los CD25-. CD25 es la cadena a del receptor de
IL-2 y su expresion estéd relacionada con el desarrollo de timocitos y con la
activacion de los linfocitos T. Dado que la poblacién mayoritaria de linfocitos T que
son capaces de emigrar hacia érganos linfoides (entre otros) secundarios son los
linfocitos T “naive” o no activados (CD25-), se decidio utilizar este marcador de
activacion. La expresion de CD4 y CD8 es muy similar a la de los linfocitos
seleccionados por medio de CD3, incluyendo la mayor proporcién de linfocitos T
CD4+ vs CD8+ (Fig. 19 c).
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En el ratbn JAK3 KO se ha reportado un fenotipo muy particular en las
poblaciones de linfocitos T de bazo. Se ha observado que estas células expresan
niveles elevados de CD69, bajos niveles de CD62L, niveles altos de CD44 vy altos
niveles de expresion de CD25. La expresion de CD3+ parece no estar afectada, al
igual que la de CD28 [66].

Con todos los datos anteriores se decidid elegir a CD25 como un marcador
para poder elegir adecuadamente a las poblaciones a analizar, ya que ademas de
permitir la observacion de las poblaciones CD4 vs CD8 de manera similar al
marcaje con CD3, nos proporciona un elemento adecuado para discriminar entre

los linfocitos activados y los “naive”.

Una vez elegidos los marcadores adecuados para realizar el andlisis de los
experimentos se procedié a realizar los experimentos en los cuales se pudiera

comparar la fosforilacion en los ratones deficientes de JAK3.

Se eligié el tiempo de 30 segundos tanto para el ratbn WT como para el
ratbn KO con la finalidad de tener una respuesta homogénea en ambas
poblaciones. Ademas, existen evidencias previas de que AKT se fosforila a

tiempos cortos en respuesta a CCR7 en CDs [88].

Al realizar el andlisis estadistico (fig 21) podemos observar que solamente
existe diferencia estadistica en la supboblacion CD4+ tanto de WT como del raton
KO, mientras que la diferencia entre la poblacion CD8+ se da solamente entre el
basal y el estimulo de los linfocitos T de los ratones WT. La razén por la cual a
pesar de tener una media tan alta no se encuentran diferencias estadisticas entre
el estimulo de los linfocitos T CD8+ y el basal de los ratones KO se debe a la gran
variacion en los datos. Esta variacion es debida a la cantidad tan baja de linfocitos
CD8+ en el raton KO. Se han propuesto 2 modelos principales que pueden
explicar la deficiencia de linfocitos T CD8+: 1) Deficiencias en la homeostasis y
seleccion de linaje de los linfocitos T en ratones JAK3 KO. Existen evidencias de
que CCRY participa en la seleccion de linaje en los linfocitos T de los ratones WT

[82] y ademéas se han observado cambios en la homeostasis de CD4/CD8 en
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ratones KO vs WT [89]; 2) Incremento en la apoptosis de los linfocitos T CD8+ de
los ratones JAK3 KO. Se ha propuesto una via dependiente de la cinasa p38 en la
cual se observa que los linfocitos T CD8+ son mas susceptibles a apoptosis, en
este mismo articulo se postula que esta razén podria ser la que explique porque la

variacion de la proporcion CD4/CD8 en los ratones JAK3 KO [90].

Las figuras 20 y 21 muestran que los incrementos de pAKT observados en
linfocitos T de ratones JAK3 en respuesta a CCL21 no son significativamente
distintos a los obtenidos en WT. Sin embargo los resultados no fueron
consistentes puesto que algunos ratones KO, fueron incapaces de fosforilar AKT.
Esto puede indicar que existe alguna variabilidad entre ratones KO, debida a
algunas condiciones de higiene en el bioterio o0 a que algunos reportes mencionan
gue la mayoria de los ratones KO tienen un bazo de tamafio similar al WT, pero en
algunos casos el tamafio puede ser menor o mayor y que por tanto requeririamos
incrementar el numero de ratones para poder demostrar diferencias significativas
respecto a los WT, o alternativamente, nuestros datos podrian sugerir que la via
por la cual AKT se esta encendiendo a través de CCR7, podria ser independiente
de JAK3, la cual puede involucar algunos mecanismos mencionados mas
adelante. Como se ha observado en los ratones KO los niveles de CCR7 son mas
elevados en comparacion al raton WT, por lo que todavia es necesaria
correlacionar los niveles de expresion de CCR7 en los ratones KO, con la
fosforilacion de AKT para determinar la posible independencia de AKT y JAKS.
Basandonos en estos datos podriamos especular que pueden existir diversas vias

iniciadas por CCR7 capaces de activar Akt, sin la participacion necesaria de JAK3.

Evidencias que soportan la fosforilacion de AKT de manera independiente a
JAK3 y estas son las siguientes. A pesar de que se ha demostrado que en algunos
receptores de quimiocinas (CXCR4) JAK (JAK2) es capaz de activar la via PI3K y
la consecuente transduccion de sefiales hasta citoesqueleto, también se ha
demostrado que al inhibir con PTX, JAK permanece fosforilado al igual que el
receptor [53] y en algunos casos se ha observado que aun al inhibir JAK la

proteina G (Gi) puede activarse [57]. Esto sugiere que: 1) JAK participa activando
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a una proteina G dependiente de PTX (Gi); 2) La proteina Gi puede activarse de
manera independiente a JAK; 3) Existen vias independientes de Gi y de JAK que
son capaces de activar a AKT en respuesta a CCR7; 4) Existen vias
independientes de JAK y proteina G, que en respuesta a un GPCR sean capaces
de fosforilar a AKT.

Como se menciond anteriormente los datos sugieren que la fosforilacion de
AKT podria ser independiente de Jak3. En el caso de que la proteina Gi sea una
de las causas se podria explicar porque la fosforilacion a tiempos cortos se
mantiene en el ratbn KO. Como se mostré en el marco tedrico la proteina Gi es
capaz de activar a PI3K de manera directa (By activa a PI3Ky, mientras que si
puede activar a otras clases), ademas, en el caso de esta proteina, se puede
activar el “loop” mencionado anteriormente, ya sea por activacion de Ras o Rac
[20]. Para determinar que esta via de activacién es dependiente de Proteina Gi,
pero independiente de JAK3, es necesario realizar la inhibicion de esta proteina Gi
con PTX en los ratones JAK3 KO y determinar si aun existe la fosforilacion de
AKT.

Existe evidencia de la participaciéon de otras vias independientes a proteina
Gi en receptores de quimiocinas. Se ha observado que una proteina G13 se
puede asociar a receptores de quimiocinas y que esta es capaz de activar a
PI3Ky, con la consecuente activacion de AKT y considerando que PI3Ky se puede
encender de manera rapida por medio de la subunidad By de la proteina Gi,
entonces se explicaria el tiempo tan rapido de fosforilacion [91]. También se sabe
gue las proteinas G13 activan a miembros de la familia de las Rho-GTPasas que

pueden inducir la activacion de PI3K y de AKT.

También se han descrito vias activadas por GPCRs independientes de
proteina G e independientes de JAK. Una de estas vias podria relacionarse con la
via PI3K. Se ha observado que los GPCRs pueden activar a B-arrestina, la cual
participa en endocitosis y reciclaje de receptores, pero también se sabe que puede
participar en la activaciéon de las proteinas de la familia Src. Estas proteinas

activan a la via de las MAPK/ERK Yy tienen como consecuencia activaciéon de
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proliferacion, crecimiento, supervivencia, pero también se ha observado que los
miembros de la familia Src pueden activar a PI3K o a Ras-PI3K y por

consecuencia activar a AKT [92].

Finalmente, si suponemos que la fosforilacion de AKT en CD8+ es real
podemos explicar esta activacion por medio de todos los mecanismos
mencionados y ademas la hiperfosforilacion de AKT podria deberse a un
mecanismo por el cual los linfocitos CD8+ que son mas susceptibles a apoptosis
intenten sobrevivir activando AKT. Para determinar con certeza si estos linfocitos T
CD8+ presentan mas fosforilacion que los linfocitos CD8+ del ratbn WT, es
necesario inhibir con WHIP-131 (especifico de JAK3) y observar la fosforilacion de
AKT en estos linfocitos T.

Los controles mostrados en la figura 22 se utilizan con la finalidad de
mostrar que tanto las células del raton WT, como las células del raton KO son
capaces de responder a estimulos “fisiolégicos” independientes de JAK.
Aparentemente hay una ligera disminucion en la fosforilacion de AKT en los
ratones KO, pero no parece presentar una diferencia con respecto al raton WT,
esto coincide con reportes de algunos autores, los cuales mencionan que al
estimular con CD3 y un coestimulo, la activacion de sefiales via TCR es muy
similar a la del WT [93].

Es importante sefialar que todas estas posibles vias de activacion de AKT
independientes de JAK pueden contribuir en algin punto de la migracion
(polarizacién, formacion de protrusiones, “leading-edge”, uropodo), pero que a
pesar de esta contribucion, la participacion de JAK3 y la via que esta molécula es
capaz de activar, es fundamental para poder tener un fenotipo migratorio completo
y adecuado en los linfocitos T de ratones. A pesar de esto, para demostrar la
independencia o dependencia de la fosforilacion de AKT con respecto a JAK3, es
necesario realizar diversos experimentos con inhibidores tanto de proteinas G
(PTX), como de JAK3 (WHIP-131) y realizar experimentos en células no activadas

(timo de KO) tanto con inhibidores como sin estos.
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8. CONCLUSIONES

1. Los linfocitos T de ratones WT o JAK3 KO son capaces de fosforilar Akt
(T308) en respuesta a CCL21.

2. Elincremento en la fosforilacion de Akt en linfocitos CD4+ y CD8+ del ratdén
JAK3 KO, no es significativamente distinto al de los linfocitos de ratones
WT.

3. La fosforilacion de Akt es moderada y no consistente en los linfocitos T de
ratones JAK3 KO, lo que podria estar explicado por niveles distintos de
CCRY7 en superficie.

4. Los datos obtenidos sugieren que la fosforilacion de Akt en respuesta a

CCL21 en los linfocitos T “naive” podria ser independiente de JAKS.

9. PERSPECTIVAS

Considerando que existen evidencias de la activacion de vias distintas por
medio de CCL19 y CCL21, es necesario realizar estos experimentos en respuesta
a CCL19.

Asi mismo, es necesario determinar tanto para los estimulos con CCL19
como para los estimulos con CCL21, si la posible via “independiente de JAK3” es
dependiente de proteina Gi o de alguna otra proteina G, y para determinar ésto es
necesario realizar ensayos inhibiendo con PTX.

La variabilidad de respuesta de fosforilacion de Akt en linfocitos T de
ratones Jak 3 ko, sugieren diferencias en el fenotipo “activado” de los linfocitos
periféricos en los distintos ratones analizados. Es necesario correlacionar la
respuesta de fosforilacion con los niveles de CCR7 en superficie para poder
concluir si la respuesta de Akt depende o no de la expresion de este receptor.

71



Para evitar estas variaciones de los linfocitos en periferia, se realizaran
experiementos con timocitos CD4 SP y CD8SP aislados del timo de ratones WT y
JAK3 KO. Experimentos publicados han demostrado que los timocitos JAK3 KO,
expresan incluso niveles superiores de CCR7 y en cambio son incapaces de

migrar en respuesta a CCL21.

Finalmente para determinar si las diferencias entre la fosforilacion de AKT
en los linfocitos T CD8+ de los ratones KO es debido a problemas en la
sefalizacion y no a problemas con el escaso numero de éstos, es necesario
realizar estos ensayos inhibiendo especificamente JAK3 en los linfocitos T de los
ratones WT, mediante la utilizacion del la droga WHI-P131, que ya hemos
demostrado que es efectiva en la inhinbicion de la migracion en respuesta a
CCL19y CCL21.
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ANEXO |. REACTIVOS Y SOLUCIONES

REACTIVOS

Acido Acético, Glacial (Cat. 9507-02, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA)

Agarosa Ultrapura (Cat. 15510-027, GIBCO-Invitrogen, Ben Harbor, ME,
EUA)

Antibiotic-Antimycotic (100x) liquido (Cat. 15240-112, GIBCO-Invitrogen,
Ben Harbor, ME, EUA)

Azida de Sodio (Cat. S-2002, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
Azul de Bromofenol (Cat. 161-0404, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA)

Bicarbonato de Sodio, Polvo (Cat. 3506-01, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ,
EUA)

Bromuro de Etidio Sol. (10 mg/mL) (Cat. 161-0433, Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA)

Cloroformo (Cat. 9180-02, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA)
Cloruro de Amonio/NH4CI (Cat. 0660-01, J.T. Baker, Phillpsburg, NJ, EUA)
EDTA (Cat. 3002E, Research Organics, OH, EUA)

Fenol Ultrapuro (Cat. 15513-047, GIBCO-Invitrogen, Ben Harbor, ME,
EUA)

Fosfato Dibasico de Sodio Heptahidratad (Na;HPO,7H,0) (Cat. 3824, J.T.
Baker, Phillipsburg, NJ, EUA)

Fosfato Monobasico de Sodio Monohidratado (NaH,PO4H,0) (Cat. 3818,
J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA)

Glicerol Anhidro (Cat. 2136-03, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA)
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e HEPES Buffer Solution (1M) (Cat. 15630-080, GIBCO-Invitrogen, Ben
Harbor, ME, EUA)

e Hidréxido de Sodio/NaOH(Cat. 3722, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA)

e L-Glutamine-200 mM (100x) liquid (Cat. 25030-081, GIBCO-Invitrogen, Ben
Harbor, ME, EUA)

e Lyse/Fix Buffer 5x (Cat. 558049, BD Biosciences, San Jose, CA, EUA)

e Paraformaldehido (Cat. P6148-500G, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
e Perm Buffer Il (Cat. 558052, BD Biosciences, San Jose, CA, EUA)

e RPMI (Cat. 31800-022, GIBCO-Invitrogen, Ben Harbor, ME, EUA)

e Suero Fetal Bovino/SFB (Cat. 16000-044, GIBCO-Invitrogen, Ben Harbor,
ME, EUA)

e Tris base (Cat. 161-0719, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA)

e Xylene Cyanol (Cat. 161-0423, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA)

REACTIVOS BIOLOGICOS

e Anticuerpo B220 fue proporcionado por el Dr. Leopoldo Santos Argumedo
(Investigador del CINVESTAYV, D.F., Mex).

e Anticuerpo FITC Hamster a-mouse CD3e (Cat. 553061, BD Pharmingen,
San Jose, CA, EUA)

e Anticuerpo FITC Rat a-mouse CD4 (Cat. 553047, BD Pharmingen, San
Jose, CA, EUA)

e Anticuerpo FITC Rat a-mouse CD25 (Cat. 553072, BD Pharmingen, San
Jose, CA, EUA)
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Anticuerpo PE a-mouse CD4 (Cat. 553653, BD Pharmingen, San Jose, CA,
EUA)

Anticuerpo PECy-5 a-mouse CD8a (Cat. 553034, BD Pharmingen, San
Jose, CA, EUA)

Anticuerpo APCa-mouse CD4 (Cat. 553051, BD Pharmingen, San Jose,
CA, EUA)

Anticuerpo Phospho-Akt (Thr308) (C31E5E) Rabbit mAb (Alexa Fluor(R)
647 Conjugate) (Cat. 3375, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA)

dNTPs Mix (Cat. 10297-018, Invitrogen, Ben Harbor, ME, EUA)

Kit Tag DNA Polymerase (Cat. 11615-010, Invitrogen, Ben Harbor, ME,
EUA)

Oligonucledtidos. Sintetizados bajo pedido por Invitrogen (Ben Harbor, ME,
EUA):

o NEOL1 (Casette de Neomicina) hebra sentido
5-GAGGCTATTCGGCTATGACTG-3’

o NEO2 (Casette de Neomicina) hebra antisentido
3-GTACGTGCTCGCTCGATGCG-5’

o JAKS hebra sentido
5-GGCAACTTTGGCAGCGTGGAGCTGTGCCGC-3

o JAKS hebra antisentido
3-CTGGCCCATAGCTGACTCCCCGGTACTTGA-S'.

Purified Rat Anti-Mouse CD16/CD32 (Mouse BD Fc Block™) (Cat. 553141,
BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA)
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e Quimiocina recombinante murina, Exodus-2/CCL21 (Cat. 250-13,
PEPROTECH, New Jersey, NJ, EUA)

SOLUCIONES

Mezcla de Reaccion PCR NEO

MgCl, (Kit) 1ul
Buffer 10X (Kit) 2.5 L
dNTPs 2.5 mM 0.25 uL
Oligonucleotido Hebra Sentido (100 ng/uL) 0.35 uL
Oligonucleotido Hebra Antisentido (100 ng/uL) 0.35 uL
H,O bidestilada y estéril 19.55 uL
Tag Polymerase (Kit) 0.08 uL
DNA obtenido de la extraccion 1uL

Mezcla de Reaccién PCR JAK3

MgCl, (Kit) 1uL
Buffer 10X (Kit) 2.5 uL
dNTPs 2.5 mM 0.25 L

Mix Oligonucleotidos JAK3 sentido y Antisentido (100 ng/uL) 0.35 puL
H,O bidestilada y estéril 19.90 uL

Tag Polymerase (Kit) 0.08 uL
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DNA obtenido de la extraccion 1uL

Buffer de Carga

Azul de Bromofenol 0.25% (p/v)
Xylene Cyanol 0.25% (p/v)
Glicerol 30% (p/v)

Geles de Agarosa-Bromuro de Etidio

Agarosa 1% (p/v)
Bromuro de Etidio 0.1 pg/mL
TAE 50x

Tris base 242 g
EDTAO5M 100 mL
Acido Acético 57.19g

Se ajusta el pH a 8.5y se afora a 1 L con H,0 bidestilada. Para preparar TAE 1X,

se diluye 50 veces en H,0 bidestilada

PBS 10X

Fosfato Monobasico de Sodio-Monohidratado 1.28¢g
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Fosfato Dibasico de Sodio de Sodio-Heptahidratado 11.24 ¢
Cloruro de Sodio 48.33 g
Ajustar pH 7.3 y aforar a 500 mL con H,O bidestilada

Para preparar PBS 1X se diluye 10 veces en H,0 bidestilada

Buffer de Lisis ACT

Solucién A

Cloruro de Amonio 8.3¢
H>O bidestilada 1000 mL
Solucién B

Tris base 2.06¢
H20 bidestilada 100 mL

Para preparar el ACT se mezcla 1 volumen de la Solucion B con 10 volumenes de

la Solucion A

RPMI sin SFB

RPMI 1 sobre
Antibiotic-Antimycotic (100x) 10 mL
L-Glutamina 200 mM 10 mL
Bicarbonato de Sodio, Polvo 29
HEPES Buffer Solution (1M) 125 mL
H20 bidestilada 1000 mL
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Para preparer el RPMI 10% de SFB (v/v) se afiaden 100 mL de SFB por cada
1000 mL de RPMI.

Buffer de FACS

Azida de Sodio 0.02 % (p/v)
PBS 1X 500 mL
SFB 10 mL

Paraformaldehido 0.5%
Paraformaldehido 500 mg

PBS 1x 1000 mL
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