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There was no simple way to approach the problem that Billy Beane was trying to solve. It
read like an extra credit question on an algebra quiz: You have $40 million to spend on
twenty-five baseball players. Your opponent has already spent $126 million on its own
twenty-five players, and holds perhaps another $100 million in reserve. What do you do
with your forty million to avoid humiliating defeat? “What you don’t do,” said Billy, “is
what the Yankees do. If we do what the Yankees do, we lose every time, because they’re
doing it with three times more money than we are.”

MICHAEL LEWIS, “MONEYBALL”
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ABSTRACT

Tetraspanins are a family of transmembrane proteins that form membrane
microdomains. They play important roles in migration, adhesion, and other cellular
processes. TspanC8, a subfamily of tetraspanins, were found to associate and promote
ADAM10 trafficking and cell surface localization. One of its members, Tspan33, is
expressed in activated B cells. Using RT-PCR and flow cytometry, we analyzed the pattern
of expression of Tspan33 in B cells from healthy donors. We found Tspan33 expression in
early and late stages of B cell development. However, Tspan33 expression did not correlate
with ADAM10 surface expression. We also found expression of Tspan33 early in the
activation process. Nevertheless, we did not find Tspan33 participation in proliferation.
Moreover, mice transitional B cells and human monocytes also express Tspan33. Given its
predominant expression in activated B cells and in several lymphomas, but not in naive B

cells, we hypothesize that Tspan33 could be a potential target for therapeutic purposes.



RESUMEN

Las tetraspaninas son una familia de proteinas transmembranales que forman
microdominios en la membrana celular. Juegan un papel importante en la migracion,
adhesion y otros procesos celulares. Una subfamilia de tetraspaninas, TspanC8, se asocian
y promueven el trafico de ADAM10 hacia la superficie celular. Tspan33, una proteina de
esta subfamilia, se expresa en células B activadas. Utilizando RT-PCR y citometria de
flujo, se analizaron los patrones de expresion de Tspan33 en células B provenientes de
donadores sanos. Se encontrd expresion en etapas tempranas y tardias del desarrollo de las
células B. Sin embargo, la expresién de Tspan33 no correlaciona con la expresion de
ADAM10 en membrana plasmatica. También encontramos expresion de Tspan33 a tiempos
de activaciéon tempranas. No obstante, no se encontrd la participacion de Tspan33 en la
proliferacion de las celulas. Ademas, células B transicionales de ratobn y monocitos
humanos expresan Tspan33. Dada su expresion predominante en células B activadas y en
varios linfomas, pero no en células naive, especulamos que Tspan33 puede ser utilizada

como blanco para propositos terapéuticos.



INTRODUCCION

El sistema inmunitario tiene la funcion principal de protegernos contra agentes con
potencial patégeno. Para llevar a cabo esta proteccion el sistema inmunitario utiliza una
gran cantidad de mecanismos distintos que, a su vez, requieren una gran cantidad de
proteinas como receptores, ligandos, enzimas, factores de crecimiento, entre otros. Aunque
se conocen muchas proteinas implicadas en estos procesos, también se desconoce la
identidad y caracteristicas de muchas otras. En el presente trabajo se estudia a una proteina

de membrana, Tspan33, y su implicacién en el sistema inmunitario.

Células B

Las células B contribuyen de manera muy importante al sistema inmunitario adaptativo,
participan en la respuesta especifica y de larga duracion contra una casi ilimitada cantidad
de posibles patdgenos. Estas células son las encargadas de producir y secretar anticuerpos,
gue son moléculas que reconocen una vasta variedad de antigenos. Los linfocitos B, al
momento de una infeccidn, se activan y son capaces de diferenciarse. Por lo tanto, las
células B tienen una variedad de funciones y capacidades que la hacen jugar un papel

principal durante una respuesta inmunitaria.

Desarrollo de Células B en Médula Osea

Las células B se originan en el higado fetal y en la médula dsea a partir de un progenitor
hematopoyético comin. En este proceso, las células progenitoras cambian los genes que
son expresados, por lo que cambian las proteinas en la superficie celular que interaccionan
con las sefiales que inducirdn el desarrollo de las células (Figura 1). Durante la
diferenciacion de las células B, se rearreglan los segmentos de genes de la cadena pesada
(V, D y J) y aquéllos de la cadena ligera (V y J) para crear los diferentes receptores de
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antigeno de la célula B (BCR) que compondrén la diversidad de las inmunoglobulinas [1-

3.

El primer progenitor de células B es la célula pro-B, que expresa CD127, receptor de
IL-7. Estas células migran a nichos que contienen células que expresan IL-7 [4]. Cuando
recibe esta sefial, CD127 promueve la expresion de Pax5 y otros factores de transcripcion.
Ademaés, se induce la sintesis de TdT (Tranferasa de deoxinucleotidil-terminal) y los
productos del gen activador de recombinasa (RAG), ragl y rag2; estas proteinas se
encargan de la recombinacion somatica entre los segmentos de gen D y J, del locus de la
cadena pesada (IGH) (revisado en [5, 6]). Cuando Pax-5 se expresa, la célula pro-B se

compromete al linaje de células B y se diferencia a células pre-BI [7].

Pax5 induce la expresion de CD19, un marcador de linaje de células B [7], mientras
mantienen la expresion de TdT [8]. Estas celulas terminan la organizacion del locus GH al
combinar un segmento V con la unién DJ previamente ensamblada, dando lugar a las
células pre-BlI [8]. Posteriormente, el rearreglo VDJ se empalmara con una cadena L y se
exportara a la membrana plasmatica con una cadena ligera sustituta (VpreB y A5) [9, 10].
CD79a y CD79b también se expresan y, en conjunto con la cadena Igu y la cadena
sustituta, forman el pre-receptor de células B (preBCR). Si este receptor no es capaz de
sefializar, indicaréa que la recombinacién VDJ no fue exitosa y la célula con este receptor se
eliminara por apoptosis. Si, por el contrario, este receptor sefializa, la célula portadora de
este receptor continuara su desarrollo [11, 12]. Esta sefializacion asegura que la cadena Igu

es funcional y promueve la recombinacion del locus de la cadena ligera (IGL)[13].



Las células B inmaduras expresan en su membrana una molécula IgM completa [14].
Las células que no rearreglaron sus cadenas ligeras y aquellas que reconocen antigenos
propios son seleccionadas negativamente y se eliminan por apoptosis. Este proceso controla
el repertorio del BCR y mantiene la tolerancia de las células B. Las células que pasen este
proceso de seleccion se transforman en células maduras naive y salen de médula 6sea a
sangre periférica donde circulan a través de los vasos sanguineos. Algunas células
inmaduras son capaces de salir de médula dsea para terminar su desarrollo en la periferia, a

estas celulas se les conoce como celulas transicionales (revisado en [15]).

Las células naive que estan en circulacion, viajan a los 6rganos linfoides secundarios en
basqueda del antigeno (Ag) que reconoce su BCR [8]. Cuando el antigeno se reconoce por
un BCR, la célula B portadora de ese receptor se activa, una fraccion de células activadas se
diferencian a plasmablastos (que secretan principalmente anticuerpos tipo IgM), mientras la
otra es capaz de migrar a un centro germinal (GC), donde entran en division celular
acelerada [8, 16]. La formacién del GC se produce cuando interaccionan las células B y
células T cooperadoras foliculares (Tfh), ambas especificas para el antigeno, con células
dendriticas foliculares (FDC) que presentan el antigeno [16]. Ademas, las células mutan las
regiones variables de su BCR y la cadena pesada cambia de isotipo, en procesos
denominados hipermutacion somatica (SHM) y recombinacion de cambio de isotipo (CSR),
respectivamente. La SHM mejora la afinidad del BCR al antigeno, mientras que el cambio
de isotipo dota a los anticuerpos secretados de distintas funciones efectoras. Las células con
el BCR mas afin al Ag sobreviviran y proliferaran (revisado en [17]). En este momento las
células B expresan el marcador de memoria CD27, una glicoproteina de membrana tipo I,

que al unirse a su ligando (CD27L o CD70) es capaz de iniciar la diferenciacion a células



plasmaticas [18]. Las células B de GC son capaces de diferenciarse a plasmablastos y

celulas de memoria 1gG-, IgA- e IgE-positivas [19].

Los plasmablastos migran a zonas especializadas en médula 6sea donde se diferencian
en células plasmaticas de larga vida, capaces de secretar anticuerpos de alta afinidad por un
largo tiempo [19]. Las células B de memoria circulan por el cuerpo como células en reposo
hasta que se vuelven a reactivar [2, 19]. Cuando las células de memoria se reactivan,
proliferan, y se pueden diferenciar a células plasméticas y secretar anticuerpos, o entran de
nuevo a una reacciéon de GC, donde pueden mejorar la afinidad ain mas por SHM o adaptar
las condiciones efectoras al cambiar de isotipo [2]. Los microorganismos causantes de la
reaccion inmunitaria seran reconocidos por los diferentes anticuerpos secretados por las
celulas plasmaéticas, estos ultimos activaran diversos mecanismos que actuaran para la

eliminacion del microorganismo.

En el grupo heterogéneo que son las células B, se han encontrado otros
compartimientos de células que tienen un desarrollo diferente. EI primero de estos subtipos
celulares son las células B1, enriquecidas en cavidad peritoneal y autorrenovables. Estas
células secretan anticuerpos “naturales” del tipo IgM, anticuerpos polirreactivos hacia
componentes no proteicos de microorganismos [20]. Por otra parte, las células B de Zona
Marginal (MZB) representan a un grupo de células B encontradas en el bazo [21]. Estas
células estan presenten en animales que carecen de respuesta T-dependiente, por lo que se
consideran reactivos a antigenos T-independientes, de un tipo de inmunidad innata que
responden diferenciandose a células plasmaticas de corta duracion [22, 23]. Entre los
marcadores de estas células se encuentra el CD9 [24], una alta expresion de IgM y baja
expresion de IgD [21]. Su desarrollo es dependiente del receptor Notch2 [25]. Las celulas
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MZB contribuyen en gran medida al conjunto de anticuerpos IgM encontrados en suero

[21].

Subpoblaciones de Células B presentes en Sangre Periférica

La sangre periférica proporciona una muestra de facil obtencion que proporciona mucha
informacidn acerca de la situacion inmunitaria de un individuo. En la sangre se encuentran
muchos leucocitos, entre los cuales encontramos linfocitos B. Muchos investigadores se
han dado a la tarea de reconocer a los diferentes tipos de células B que podemos encontrar
en sangre con el fin de conocer un panorama general de la respuesta humoral. A través del
uso de la citometria de flujo y marcadores especificos de poblacion, se han encontrado

subpoblaciones de células B inmaduras, maduras y terminalmente diferenciadas.

Transicionales. Una pequefia proporcion del total de células B (menos del 4%)
corresponden a células inmaduras que salieron de médula dsea antes de completar su
proceso de diferenciacién [2]. Aunque son escasas en sangre periférica de adultos, en
sangre de corddn umbilical se encuentran enriquecidas alcanzando hasta el 35% del total de
células B [26]. Como todas las células B, son CD19+CD20+, ademas son
IgM*IgD*CD24"CD38" y negativas para CD27 [27]. Otra caracteristica que las distingue
de células naive es la ausencia del transportador ABCB1 (MTG") [28]. Recientemente se
encontr6 que dentro de esta poblacion existen al menos otras 4 subpoblaciones con

caracteristicas fenotipicas diferentes [29].

Naive. Las células naive, son células B maduras que no han sido activadas por su
antigeno. Corresponden a la mayoria de las células B en sangre (~60%) y circulan para

llegar a los 6rganos linfoides secundarios en busca del Ag reconocido por su BCR [2, 8].



Su fenotipo es CD19"CD20*IgM*lgD*CD24°CD38'°CD27", pero también expresan CD23

y ABCB1 (MTG) [2, 19, 23, 28].

Memoria con cambio de isotipo. Las células naive que encuentran al Ag en érganos
linfoides secundarios entran a la reaccion de centro germinal para madurar la afinidad de su
BCR. Las células B de memoria que provienen de este proceso expresan CD27, una
proteina de la familia de receptores TNF (Factor de Necrosis Tumoral) [18]. La mayoria de
las células CD27* han cambiado de isotipo y son IgD-negativas [19]. Las células IgD"
pueden expresar IgM, IgE, IgA o IgG en su superficie [19]. Estas células han pasado por la
hipermutacién somatica y tienen mutaciones en su receptor [18]. También expresan CD24

y son negativas para CD38 [27].

Memoria sin cambio de isotipo. Una minoria de células CD27* mantiene la expresion
de IgD e IgM, vy, aunque se discute, también provienen de la reaccion de GC [19]. Sin
embargo, nueva evidencia apunta a que estas células son células B de zona marginal que
tienen una activacion extrafolicular y requieren de la sefializacion por el receptor Notch2

para desarrollarse [30].

Células Dobles Negativas. Con la tincion con anticuerpos contra CD27 e IgD se
pueden discriminar 4 poblaciones diferentes, que corresponden a las células naive (y
transicionales), dobles positivas, células B de memoria IgD" (pero positivas para otros
isotipos) y las células dobles negativas (IgD"CD27°) [31, 32]. La mayoria de estas celulas
son IgG™, y aumentan en la poblacién adulta mayor, lo que ha llevado a la idea de que son

ceélulas B exhaustas de memoria [19].



Células plasméticas y plasmablastos. Las células B terminalmente diferenciadas
secretan anticuerpos, por lo que carecen de inmunoglobulina unida a la membrana. Los
plasmablastos son células que viven poco tiempo y mantienen la expresion de CD19,
también son CD24°CD38"CD27" [2]. Las células plasmaticas son de larga duracion y se
encuentran principalmente en médula 6sea [19, 33]. Ya no tienen la expresion de CD19 y
adquieren la expresion de CD138 [2, 34]. En conjunto equivalen al 2.1% de las células B en

sangre periférica [2].

Aunque estas poblaciones son fenotipicamente diferentes muchas de estas son mezclas
de poblaciones que no adn no han podido ser discriminadas por la expresion de alguna
molécula de superficie. Debido a esto, continla la busqueda de marcadores fenotipicos que
doten a las células de caracteristicas especificas. Por lo que la ayuda de herramientas como
los microarreglos que permiten manifestar los genes expresados en diferentes células, ha

sido fundamental.



- Linfoide
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Figura 1. Subpoblaciones de la diferenciacion de las células B en diferentes tejidos y moléculas que se

expresan durante este desarrollo. Modificado de Pérez-Andres y cols. [2] con informacién complementaria de [8, 19].
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BIGE

El estudio de los eventos moleculares ocurridos durante procesos bioldgicos ayuda al
entendimiento de la funcionalidad de las células. En este sentido, muchos estudios se han
enfocado en conocer los perfiles de expresion de distintas células con el fin de encontrar
proteinas que no han sido estudiadas y que pueden tener un papel importante en la funcion
de algun tejido especifico. Bajo este esquema, se realizd una base de datos de expresion
genética con la prediccion de que esta misma seria una facilitadora para el entendimiento de
las funciones de genes desconocidos 0 poco estudiados, basandonos en patrones de
expresion distintivos de los tejidos o de células especializadas, por ejemplo, células del

sistema inmunitario [35, 36].

Para esto, se utilizaron méas de 90 tejidos del cuerpo humano, de muestras cadavéricas,
que provenian de individuos masculinos y femeninos, con menos de 5 horas postmortem y
se purifico RNA [35]. En todos los casos las muertes fueron subitas [35]. Estas muestras se
complementaron con RNA obtenido comercialmente de tejidos labiles [35, 36]. Ademas,
RNA total aislado de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y poblaciones de
leucocitos especificas. Estas poblaciones fueron obtenidas por seleccion negativa,
cultivadas en la ausencia o presencia de estimulos para generar muestras activadas y en
reposo para cada poblacion leucocitaria [35, 36]. Por lo que en realidad son 105 tejidos y

células las que forman parte de esta genoteca.

Posteriormente, se utilizd el microarreglo Affymetrix GeneChip® Human Genome
U133 Plus 2.0 que genera datos de expresion de todo el genoma. Este chip, como sonda
para cada gen, utiliza maltiples oligdmeros de 25 nucleétidos de las Gltimas 500 bases de

los extremos 3’ de los transcritos para minimizar el ruido y maximizar la especificidad y
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sensibilidad. Los conjuntos de sondas representan a méas de 47 000 transcritos, por lo que
algunos transcritos estan representados por multiples. Es, ademas, uno de los més utilizados
en bases de datos de expresion de genes en humanos, lo que permite comparar muestras

diferentes.

A esta base de datos se le llamé BIGE (Body Index of Gene Expression)[35, 36].
Analizando esta base de datos, ha sido posible extraer numerosos blancos de estudio [35-
37]. En busqueda de genes expresados diferencialmente en células del sistema inmunitario,
se encontrd un transcrito muy expresado en células B activadas [38]. Este gen se expresa
ademas en otros tejidos como rifion y con menor intensidad en células B en reposo (Figura
2 y Tabla 1) [38]. El transcrito corresponde a Tetraspanina 33, un miembro de la familia de

las tetraspaninas, proteinas que cruzan 4 veces la membrana.
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Figura 2. TSPAN33 se expresa de manera diferencial en diferentes tejidos. Datos del BIGE de la expresion
relativa de Tspan33 en diferentes tejidos y células inmunitarias. Tejidos agrupados: SNC (Sistema Nervioso Central), Gl
(Tracto Gastrointestinal), Estr (Estructural), Vasc (Vasculatura), Resp (Respiratorio), Endo (Enddcrino), Ur (Urinario),

Reprod (Reproductivo), T. Imm (Tejidos Inmunitarios), Cel. Imm (Células Inmunitarias) y Des (Desarrollo) [38].

Tabla 1. Los 10 sitios con mayor expresion relativa de Tspan33 en los tejidos analizados.

Tejido Intensidad promedio
Células B activadas 985.4
Rifion 526
Médula del rifién 519.1
Corteza del rifidén 471.3
Monocitos en reposo 368.4
Células B en reposo 305.1
Glandula salivales 244.1
Monocitos activados 238.5
Tonsilas 218
Glandula pituitaria 189.3
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Tetraspaninas

Encontradas hace més de 25 afios [39], las tetraspaninas son una familia de proteinas
con miembros en muchas especies (revisado en [40-43]. En humanos se encuentran 33
tetraspaninas. Se ha implicado a estas proteinas en numerosos procesos bioldgicos, como
migracion, proliferacion, adhesion y activacion. Estas proteinas tienen la habilidad de
interaccionar con tetraspaninas y con otras proteinas membranales en cis. Debido a esto,
son capaces de formar regiones membranales con alto contenido en proteinas especificas,
segregando proteinas importantes en un espacio reducido. A estas regiones se les conoce
como red de tetraspaninas o microdominios enriquecidos con tetraspaninas. La red de
tetraspaninas es capaz de coordinar los procesos en los cuales se implican las distintas
tetraspaninas. Aunque los primeros miembros de esta familia se identificaron como blancos
de anticuerpos desarrollados contra células de leucemias y linfomas, no se han desarrollado

anticuerpos para muchas de las tetraspaninas, por lo que permanecen poco estudiadas.

Estructura

A pesar de estar implicadas en numerosos procesos, las tetraspaninas no tienen
dominios obvios de sefializacion o cataliticos. Como implica su nombre, poseen 4 dominios
transmembranales (TM), ademas, tienen 2 dominios extracelulares de distinto tamafio (uno
mas corto, SEL; uno més largo, LEL) y 3 dominios pequefios intracelulares (Figura 3) [42].
La estructura de las tetraspaninas es compacta, con sus dominios TM estrechamente
empaquetados y los lazos conectores entre dominios TM generalmente cortos (exceptuando
LEL) [44]. La caracteristica que define a esta familia es el motivo CCG (Cys-Cys-Gly) en

la region LEL, presente en todas las tetraspaninas [42]. Aunque, en conjunto contribuyen
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para formar la red de tetraspaninas, cada domino estructural posee caracteristicas

particulares que aportan de manera significativa a la funcién de las tetraspaninas.

Dominios intracelulares

El dominio N-terminal (IC1), C-terminal (IC3) y aquél que se encuentra entre TM2 y
TM3 (IC2) son los dominios encontrados en la cara interna de la membrana en todas las
tetraspaninas y son habitualmente cortos, con algunas excepciones. En estos dominios se
encuentran residuos de cisteina a quienes se les une covalentemente un grupo palmitoil
(CH3(CH2)14COO") en un proceso llamado palmitoilacion. La palmitoilacion confiere a los
residuos de cisteina un anclaje a la membrana plasmatica y favorece la interaccion entre
tetraspaninas, permitiendo la formacion de las redes de tetraspaninas. En el caso de CD9 y
CD151, la acil transferasa responsable de la palmitoilacion es DHHC2, que también se
encuentra en los microdominios de tetraspaninas. Una caracteristica importante de la
palmitoilacidn es que es un proceso reversible, permitiendo una regulacion de la formacion
de la red de tetraspanina dependiente de la activacion de las acil transferasas responsables

de la palmitoilacion.
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Figura 3. Esquema estructural de las tetraspaninas. Las tetraspaninas tienen 4 dominios trasnmembranales, 2
dominios extracelulares y 3 dominios intracelulares. Las define un motivo CCG ubicado en uno de los dominios

extracelulares y tienen otros aminoacidos conservados. Modificado de Levy y Shoham [42].
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Dominios Transmembranales

Una teoria inicial proponia que las 4 regiones transmembranales formaban una
estructura en coiled coil levdgira, formando una estructura ain mas compacta que una
coiled coil dextrdgira [44]. Esta teoria se basaba en modelos computacionales y en la
conservacion de residuos entre paralogos en posiciones importantes dentro de las heptadas
que conforman a un coiled coil [44]. Sin embargo, la estructura obtenida por cristalografia
de CD81 en un estudio reciente, mostrd una estructura en forma de cono de gofre (waffle)
con la regiobn mas estrecha hacia la cara intracelular y la regiébn mas ancha a la cara
extracelular de la membrana [45]. Este cono se forma con la union de dos pares de hélices
antiparalelas, TM1-TM2 y TM3-TM4 [45]. Dentro del cono hay un sitio de unién
especifico para colesterol que es accesible por difusién lateral [45]. Exceptuando E219,
presente sélo en CD81 y Tspanl0, los aminoacidos importantes para este bolsillo estan
conservados en las tetraspaninas humanas [45]. Las otras tetraspaninas contienen residuos
polares en lugares cercanos a E219 [45]. La unién al colesterol cambia la conformacion de
la tetraspanina, con la region LEL doblandose hacia cerrar la regién ancha del gofre,
revelando el papel del colesterol en la regulacion de la actividad de transporte de las
tetraspaninas [45]. Estudios que muestran que las regiones TM son importantes para que las
tetraspaninas salgan del reticulo endoplasmico durante su biosintesis [46-49], agregan

importancia a estas regiones en las funciones de las tetraspaninas.

Dominios Extracelulares

Los dominios extracelulares de las tetraspaninas son asas ubicadas entre las regiones
transmembrana. ElI dominio extracelular mas corto o SEL (Short extracelular loop),
contienen no méas de 30 residuos y se ubica entre las regiones TM1 y TM2. Se puede

reconocer una estructura de hojas p conservada entre las tetraspaninas, misma que se penso
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interactuaba con la region LEL en una region hidrofébica, ayudando a su estabilizacion
[44]. Sin embargo, nueva evidencia mostré que, en CD81, esta region esta desordenada y

no interactta con LEL [45].

La region extracelular larga o LEL (Long extracelular loop) se encuentra entre las
regiones TM3 y TM4. Es la region estructural con mayor funcionalidad, por lo que es la
region mas estudiada. La region LEL de CD8L1 se cristaliz6 en el 2001, siendo la primera
region de cualquier tetraspanina en ser cristalizada, lo que reveld que contiene 5 hélices a,
llamadas A, B, C, D y E [50, 51]. Las hélices A, B y E, estdn conservadas entre las
diferentes tetraspaninas y son las mas proximas a la membrana [50, 51]. Las hélices Ay E
son una prolongacion de las hélices transmembranales TM3 y TM4, estabilizadas por una
interaccion entre la hélice A'y TM3, cuando el bolsillo de colesterol se encuentra vacio [44,
45]. Cuando el bolsillo esta ocupado por colesterol, la hélice A interactia con la region
TM2 y la hélice E con TM4, para estabilizar la conformacién cerrada de la proteina [45].
En las hélices C y D se encuentran el motivo determinante de las tetraspaninas, CCG [44].
Estas regiones son las méas variables entre las tetraspaninas y se encargan de interaccionar
directamente con otras proteinas, por lo que provee de especificidad a la interaccion
tetraspanina-compariera [42]. La hélice D es un giro de a hélice dinamico y es la region

mas expuesta de LEL y contiene la regién més variable entre tetraspaninas [50].

Todas las tetraspaninas tienen al menos 4 residuos de cisteina en la region LEL, el
motivo CCG, una cisteina proxima a TM4 y otra en un motivo PXXC [44]. Algunas
tetraspaninas pueden tener 6 residuos de cisteina mientras otras, como Tspan33, tienen 8
cisteinas. Estos residuos de cisteina se han utilizado para clasificar a las tetraspaninas, de tal
modo que cuando tiene 4 residuos de cisteinas, pueden formar 2 puentes disulfuro y se les
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Ilama tetraspaninas del grupo 1. En el grupo 2 se encuentran aquellas que poseen 6 residuos
de cisteina, con la posibilidad de formar 3 enlaces disulfuro. Al grupo 3 también se le
conoce como TspanC8, capaces de formar 4 enlaces disulfuro con los 8 residuos de cisteina
que poseen en su regién LEL. No se han cristalizado las regiones LEL de ningiin miembro

del grupo 2 o 3, por lo que los puentes disulfuro permanecen tedéricos (Figura 4).

Glicosilaciones. En la region LEL de la mayoria de las tetraspaninas se encuentran
sitios putativos de N-glicosilacion. La posicion y el nimero de sitios varian entre las
tetraspaninas y se desconoce el aporte funcional de ellas. Es posible que sean necesarias
para el plegamiento adecuado de las tetraspaninas y la progresion a través del reticulo

endoplasmico.
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Figura 4. Clasificacion y topologia de regiones LEL de acuerdo a los residuos de cisteina. Las regiones LEL

pueden tener de 2 a 4 pares de residuos de cisteina que pueden formar enlaces disulfuro. Tomado de Levy y Shoham [42].
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Figura 5. Estructura tridimensional de las tetraspaninas. Arriba, Modelo de CD81 de Seigneuret et al. (2001)
[44], que muestra una estructura compacta. Abajo, Estructura cristalogréafica de CD81 obtenido por difraccion de rayos X
[45]. Entre las principales diferencias se encuentran el bolsillo de colesterol y la ausencia de SEL. Se sefialan las hélices a

con las letras A-E y otras regiones importantes.
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Red de Tetraspaninas

Los primeros estudios en los que se caracterizaron a las tetraspaninas eran descripciones
de los efectos que tenian anticuerpos monoclonales anti-tspan en células que las expresaban
[39, 52]. Para conocer méas de su funcién, se hicieron estudios de co-inmunoprecipitacion
donde se mostrd que las tetraspaninas interactuaban con proteinas como MHC-I11 y algunas
integrinas [53, 54]. Ademas, se encontraron otras tetraspaninas, demostrando la existencia
de complejos poliproteicos enriquecidos en tetraspaninas. Se notaron algunos patrones
como la presencia de al menos 2 tetraspaninas, integrinas y MHC-11 [53, 54]. Esto llevo a la
idea de las redes de tetraspaninas, microdominios membranales enriquecidos en

tetraspaninas.

Las tetraspaninas son reconocidas por la capacidad que poseen de asociarse a un gran
namero de proteinas que forman parte de la misma membrana (en cis), formando complejos
tetraspanina-proteina, denominada proteina compafiera [55]. Las proteinas compafieras no
son tetraspaninas, por el contrario pueden ser moléculas de adhesion, receptores, moléculas
de sefializacion, entre otras. Al mismo tiempo de asociarse a las proteinas compafieras, son
capaces de asociarse a otras tetraspaninas formando cumulos de proteinas que sitlan a
moléculas especializadas en lugares importantes para su funcion y en un momento
determinado[41, 42, 56]. A estos cimulos de proteinas se le conoce como microdominios
enriquecidos en tetraspaninas o Red de tetraspaninas y tienen un diametro aproximado de
200nm [57]. Esta red permite la congregacion de proteinas similares, lo cual reduce el
umbral de activacién de vias de sefializacion [42]. Virtualmente todas las células forman

redes de tetraspaninas, compuesta de diferentes tetraspaninas y proteinas compafieras.
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Dinamica de la Red de Tetraspaninas

Para la formacion de la red de tetraspaninas son esenciales las cisteinas intracelulares
adyacentes a la membrana plasmatica [58-62]. En una primera instancia, estos residuos son
palmitoilados por acil transferasas, DHHC2 en el caso de CD9 y CD151 [63]. Se desconoce
si DHHC2 es responsable de la palmitoilacion de otras proteinas, y si otras acil transferasas
de la familia protein acil transferasas (PATS) tienen una funcién similar para las redes de
tetraspaninas. Se cree que esta palmitoilacién es respuesta a un estimulo externo. La
palmitoilacién de las tetraspaninas permite su relocalizacion reversible a microdominios
ricos en ciertos lipidos como el colesterol y algunos gangliésidos (Gms Y Gwmps1) [64, 65], lo
que retne varios complejos tetraspanina-compafiera en un mismo sitio, formando
complejos tetraspanina-tetraspanina mucho mas grandes [66, 67]. Prueba de esto es que las
tetraspaninas que tienen a estas cisteinas yuxtamembranales mutadas reducen la capacidad
de interaccion con otras tetraspaninas [58-60, 62]. Posteriormente, debido a que la
palmitoilaciébn es un proceso que puede ser reversible, la red de tetraspanina es
desorganizada a sus componentes iniciales, rompiéndose interacciones tetraspanina-
tetraspanina [41]. Utilizando microscopia rastreadora de monoparticulas (SPTM) para
analizar el movimiento de las tetraspaninas, se demostrd que estas proteinas son altamente
moviles y experimentan diferentes interacciones transitorias sucesivas [68]. Por lo que la

red de tetraspanina es organizada y dindmica.

Jerarquia en la Red de Tetraspaninas

En la red de tetraspaninas existen distintos niveles de interaccion proteina-proteina.
Estas se observaron debido a la accion de diferentes detergentes. Esta definido que si la
asociacion de tetraspanina con la proteina compariera resiste la accion de detergentes

fuertes (Triton X-100, Digitonina), es una asociacion directa y estequiométrica [69, 70]; por

23



el contrario, si solo resiste detergentes débiles (CHAPS, Brij) se considera una asociacion

indirecta, es decir, a traves de otro componente de la red [56, 71, 72].

Digitonina. La accion de la digitonina es en funcion del colesterol, ya que estos dos
interaccionan y precipitan, por lo que se ha teorizado que la red de tetraspaninas (con alto
contenido en colesterol) precipita también, dejando en el sobrenadante complejos
tetraspanina-comparfiera [72]. El cristal de CD81 completa nos da una explicacion
alternativa a este fendbmeno. Las tetraspaninas tienen un bolsillo para el colesterol, en el
caso de CD8L1, el colesterol regula la asociacién de CD81 con CD19 al modificar el
plegamiento de CD81 a una conformacion “cerrada” y sin CD19 cuando el colesterol ocupa
este bolsillo [45]. En este contexto, la digitonina precipitaria las tetraspaninas en su
conformacién cerrada, quedando solubles los complejos de tetraspaninas en la
conformacion “abierta” asociados a su proteina compafiera. La digitonina es el principal
detergente que se utiliza para determinar si la interaccion de la tetraspanina y una proteina

es directa [69].

Red de Tetraspaninas y Balsas de Lipidos

Como los microdominios enriquecidos en tetraspaninas, las balsas de lipidos ubican
proteinas especiales en regiones delimitadas de la membrana celular. Las balsas de lipidos
tienen la caracteristica de que resisten a la accién de detergentes y se reparten en las
fracciones de baja densidad, similar a lo que ocurre con las tetraspaninas [58, 73]. Sin
embargo, los microdominios de tetraspaninas no resisten la accion de 1% Triton X-100,
pero resisten a la accidon de los detergentes Brij a 37°C, en contraste con las balsas de
lipidos, que resisten a la solubilizacion por Triton X-100, pero no a la de Brij a 37°C [58,

60, 72, 73]. También, las tetraspaninas no se asocian a componentes de las balsas de
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lipidos, como las proteinas ancladas por GPI [68, 73]. La metil-betaciclodextrina (MBCD)
es un compuesto que extrae al colesterol de las membranas celulares, cuando se utiliza,
desorganiza las balsas de lipidos [74]. Si bien la MBCD provoca el fallo de muchas
funciones de las tetraspaninas [68, 75], no altera la interaccion tetraspanina-tetraspanina
[71, 73]. En conjunto, los estudios demuestran que, aunque comparten caracteristicas

similares, las balsas de lipidos y la red de tetraspaninas son entidades diferentes.

Otras interacciones en la Red de Tetraspaninas. Ademas de interaccionar con
proteinas membranales y lipidos, algunas proteinas citosolicas interaccionan con
tetraspaninas. Generalmente a través de los extremos intracelulares, se han encontrado
asociaciones a proteinas como cinasas PKC (PKCa y PKCP) [76]; proteinas de la familia
ezrina-radixina-moesina (ERM) [77]; proteinas de sefializacion como PI4K (cinasa de
fosfatidilinositol 4)[78], SHIP1 y PI3K [79]; y Rac GTPasas [80]. Por lo que la red de
tetraspanina funcionaria tanto en la membrana como de forma intracelular, conectando
moléculas transmembranales a proteinas citosélicas, teniendo consecuencia para vias de

sefializacion.

Actualidad de las Redes de tetraspanina

Mucha evidencia parece indicar la presencia de las redes de tetraspanina en las células.
Sin embargo, evidencia reciente pone en duda algunos principios de éstas. Estudios
realizados en los microdominios que forman las uroplaquinas la y Ib (tetraspaninas),
demostraron que, si bien estas tetraspaninas y sus comparfieras estan en la membrana
arregladas hexaméricamente, la interaccion que estabiliza la red es a través de las proteinas
gue no son tetraspaninas [81]. Utilizando microscopia de alta resolucion un grupo demostro

que las redes de tetraspaninas son mas pequefias (nanogrupos confinados en un didmetro de
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~120nm) y estan formadas por sélo una tetraspanina, aunque otros nanogrupos se
encuentren adyacentes [82]. Por ultimo, el cristal de la secuencia completa de CD81
demuestra dos configuraciones de las tetraspaninas: una “abierta” que tiene la capacidad de
interaccionar con la proteina compafiera, y una “cerrada” que interactia con colesterol, pero
no con la proteina compafiera [45]. Por lo que en lugares enriquecidos con colesterol
predominaria la forma “cerrada”, forma que no interactta con la proteina comparfiera. Esta
evidencia sugiere que la red de tetraspanina a nanoescala es mas complicada de lo pensado

anteriormente.

Regulacién de Proteinas Compafieras

Como se mencion6 anteriormente, las tetraspaninas se asocian directamente a proteinas
membranales, que se les Ilama compafieras. Ademas de regular la ubicacion de estas
proteinas en los microdominios, las tetraspaninas son importantes en otros procesos. Por lo
tanto cuando la funcién de una tetraspanina esta afectada, también se afectan la funcién de
las proteinas compafieras. La ausencia de esta funcion, independiente de la red de

tetraspaninas, nos deja ejemplos claros de funciones especificas de las tetraspaninas [40].

Las tetraspaninas promueven el paso a través de reticulo endoplasmico de sus proteinas
compafieras. En general, para que las proteinas membranales se expresen de manera
adecuada es necesario que ésta pase a traveés de los compartimientos del reticulo
endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi (AG) de manera ordenada y secuencial. Sin
embargo, algunas proteinas no pueden salir del RE sin la presencia de una proteina
“chaperona”. Las tetraspaninas como las uroplaquinas (UP) la y Ib, CD81 vy las

tetraspaninas TspanC8, cumplen esta funcion para sus comparieras [40].
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En humanos, como en ratones, deficientes de CD81, CD19 es incapaz de abandonar el
RE vy su expresion en superficie es nula. Se propuso que CD81 enmascaraba un motivo rico
en argininas y lisinas de CD19, pero al mutar este motivo CD19 no se expreso
correctamente en células CD81™" [83]. Utilizando tetraspaninas quiméricas CD81/CD9, se
encontrd que la region TM1 de CD81 es esencial y suficiente para la expresion correcta de
CD19 [84]. Esta region tiene un motivo GXXXG, que promueve dimerizacion en proteinas
transmembranales [85]. Otra propuesta refiere al bolsillo de colesterol mencionado
anteriormente, donde la concentracion de colesterol en las diferentes membranas de RE,
AG y plasmética, cambian la conformacion de CD81, interactuando con CD19 en RE y

AG, pero por otro lado, liberando a CD19 en membrana plasmatica [45].

De manera similar, la interaccién de UPIA (Tspan21) y UPII resulta en la expresion
adecuada de ambas proteinas [49]. UPIB (Tspan20) es capaz de expresarse en membrana

por si sola, sin embargo se requiere para que UPIII se exprese de manera adecuada [49, 86].

Recientemente, se encontrd que todas las tetraspaninas del grupo TspanC8 (grupo 3) se
asocian a ADAM10 [87, 88]. Ademas, se requiere de la co-expresion de alguna de estas
tetraspaninas para que ADAM10 madure, salga del RE y se localice en membrana
plasmaética [87, 88]. ADAM10 tiene un motivo de secuestramiento en su region intracelular
basado en argininas, motivo sin el cual ADAM10 se expresa en superficie celular [89]. Se
sugiere que las proteinas TspanC8 enmascaran a este motivo, permitiendo la salida de
ADAMI10 del RE. Sin embargo, el bolsillo de colesterol podria estar actuando como
interruptor molecular, al modificar la conformacion con el aumento de colesterol en la
membrana plasmatica. Estas dos propuestas no son excluyentes entre si y podrian estar
actuando al mismo tiempo (Figura 6).
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MEMBRANA PLASMATICA

Colesterol

MADURACION Y PROCESAMIENTO

Secuestramiento
RETICULO ENDOPLASMICO en RE

Figura 6. Regulacion del transito de proteinas por las tetraspaninas. A, Las tetraspaninas TspanC8 enmascaran a
un motivo basado en argininas de ADAM10 que la retiene en RE, permitiendo su salida. B, Las tetraspaninas liberan a

ADAM10 en membrana plasmatica al modificar su configuracion por las concentraciones de colesterol.
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Tetraspaninas en Microvellosidades

Los microvellos son protrusiones celulares presentes en células B y, en menor medida,
en células T [90, 91]. Se cree que la principal funcién es la de segregar moléculas a
diferentes espacios membranales [92], por lo que algunas proteinas estan enriquecidas en
estas estructuras [93]. Una de estas proteinas es la actina, de hecho la adicion de
latrunculina A (un inhibidor de la polimerizacion de actina) desaparece las protrusiones

membranales [94], por lo que son estructuras dependientes de la polimerizacion de actina.

Ademas de actina, las tetraspaninas parecen tener un papel principal en la formacion de
estas microvellosidades. La sobreexpresion de CD81 promueve la aparicion de microvellos
en células U937 (que normalmente carecen de éstas) [95]. De manera similar, CD9 y
CD151 son necesarias para la formacion de estas estructuras en el ovocito y en células
endoteliales, respectivamente [96, 97]. Contrariamente, la sobreexpresion de CD82 produce
la desaparicion de las microvellosidades en células PC3 [95]. En estos casos, la tetraspanina
tiene una conexion al citoesqueleto de actina, ya sea por la asociacion a otras proteinas
(EWI-2 y EWI-F en el caso de CD9 [96]) o por la alteracion de la regulacion del
citoesqueleto (como en el caso de CD82 y CD151 [97, 98]. Aunque no del todo
comprendido, la participacion de las tetraspaninas en la formacién de protrusiones atrae la
atencion hacia el vinculo de las tetraspaninas con el citoesqueleto, donde es posible que

tengan otras repercusiones en otras estructuras dependientes de actina.
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Tetraspaninas en Células B

Se ha encontrado que las células B expresan una gran cantidad de tetraspaninas. Al
igual que a otras células, los linfocitos B expresan tetraspaninas diferencialmente durante la
maduracion de la célula. En la membrana del linfocito B las tetraspaninas pueden asociarse

a proteinas de sefializacion, MHC, integrinas, lectinas y al BCR.

CD81 (Tspan28, TAPA-1). Fue identificado como el blanco de un anticuerpo
monoclonal (mAb) con propiedades anti-proliferativas en maultiples lineas celulares de
linfomas y leucemias de células B [39]. CD81 es expresado desde muy temprano en la
ontogenia de las células B y es responsable de la adecuada expresion y glicosilacion de
CD19 gracias a su interaccion directa [99]. CD81 en conjunto con CD19 y CD21 forman el
correceptor de celulas B que baja el umbral de activacién de éste [100]. También, CD81
regula la activacion por el BCR de las células B gracias a la compartamentalizacion de
CD19, permitiendo que exista una interaccion entre el correceptor y el receptor solo durante
la activacion por antigeno [101, 102]. Ademas, se asocia con Leu-13 y FceRI en
experimentos de inmunoprecipitacion con detergentes fuertes [103, 104], y de manera
indirecta (con el uso de detergentes débiles) a y-glutamiltransferasa (GGT) [105], MHC
clase 1l, MHC clase I, CD20 y antigeno muy tardio 4 (VLA4) [53-55]. CD81 refuerza la
unién de VLA4 con su ligando VCAML. La deficiencia de CD81 en humano produce

Inmunodeficiencia Comdn Variable [106, 107].

CD37 (Tspan26). Esta tetraspanina es caracteristica de células B maduras, no estd muy
expresada en etapas tempranas ni en células plasmaticas [43, 108]. Se asocia a Dectina-1 de
manera directa [109] e inhibe la produccion de IgA [110]. La deficiencia de CD37 protege

de la infeccion de Candida albicans en ratones, debido a la produccion de IgA especifico
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para estas levaduras [110]. Sin embargo, la sobreproduccion de IgA produce depositos de

esta proteina en rifion y el desarrollo de nefropatias [111].

CD53 (Tspan25, MOX44). Tetraspanina que protege de la apoptosis a células de
linfoma de células B de rata [112]. Interacciona indirectamente con MHC-I, MHC-II y
GGT [53, 54, 105], pero se desconocen interacciones directas en células B. Al entrecruzar
CD53 con un anticuerpo monoclonal se producen varios efectos, principalmente
relacionados con la prevencion de la apoptosis [112, 113]; activaciéon de células B con
produccion de anticuerpos [114]; influjo de Calcio y aumento de la expresion de CD69
[115]; y adhesion homotipica de células pre-B, independiente de LFA-1 [116]. La
deficiencia de CD53, en humanos, produce infecciones recurrentes de virus, bacterias y
hongos, debido a la importancia de esta proteina en el neutrofilo [117]. En células B se

produce una disminucion de inmunoglobulinas [117].

CD9 (Tspan29, MRP-1). Identificado por primera vez como la proteina reconocida por
un mAb que inhibia a movilizaciéon de una linea de adenocarcinoma de pulmén y no
expresada en linfoma de Burkitt [118]. Se expresa en células B1 (una subpoblacion de
células B que secretan anticuerpos naturales), células plasmaticas y células B de zona
marginal [24]. CD9 interacciona con LFA-1 y FceRI de manera directa [104, 119] y de
manera indirecta con MHC-11 'y VLA [55] compitiendo con las otras tetraspaninas CD81 y

CD82. Su deficiencia no altera la respuesta inmunitaria humoral [43].

CD82 (Tspan27, KAIL, 1A4). Reconocida por el anticuerpo monoclonal 1A4 con

propiedades antiproliferativas para células B activadas [120], CD82 es capaz de asociarse
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de manera indirecta con MHC-II, MHC-I, CD20, VLA y GGT [53-55, 105], sin embargo

una asociacioén directa no ha sido encontrada en células B.

Otras tetraspaninas encontradas en células B incluyen a CD63, CD151, SAS (Tspan31),
TSSC6 (Tspan32), y las tetraspaninas 3, 5, 9, 12, 13, 14 y 16 [43]. Recientemente, se
encontrd a Tspan33 expresado en células B activadas [38]. Su funcion en el desarrollo y
funcién de células B permanece desconocido. La contribucion de tetraspaninas a la
fisiologia de las células B es, en algunos casos, muy importante. Sin embargo, la
redundancia que existe entre la funcion de algunas de ellas esconde la participacion

especifica de estas proteinas.

Tetraspaninas en Malignidades de Células B

Comunmente correlacionada con procesos malignos, la contribucion de las
tetraspaninas a estos procesos difiere de acuerdo al tipo de célula responsable del cancer.
De la misma forma, la expresion de una tetraspanina de buen pronostico en un tipo de
cancer, puede predecir un mal resultado en otra malignidad. El ejemplo mas claro es el de
CD9 (Tspan29), donde la expresion sugiere metastasis, sin embargo, en otros tipos de
cancer puede no tener correlacion alguna con el grado o agresividad y en otros incluso su
expresion correlaciona con la sobrevivencia [121, 122]. Esta contradiccion puede ser
explicada por la contribucién en conjunto de la red de tetraspaninas, distinta en cada tipo
celular, y por las proteinas asociadas a ella que difieren entre las estirpes celulares,

especialmente en tetraspaninas ampliamente distribuidas, por ejemplo CD81 [123].

Varios estudios analizan la expresidn en conjunto de distintas tetraspaninas en linfomas

y leucemias de células B, encontrando, indistintamente, la expresion aberrante de miembros
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de esta familia. Por RT-PCR, Ferrer y colaboradores [124], encontraron que CD81, CD63 y
CD53 estan muy expresadas en 21 lineas celulares de linfoma de Burkitt; CD9, CD82,
CD37, Tspan3l (SAS) tienen una tincion variable; CD231(Tspan7) es baja y so6lo en
algunas lineas celulares; y CO-029(Tspan8) es negativa. Comparando células normales con
muestras de desordenes linfoproliferativos de células B, se observaron diferencias en la
expresion de CD9, CD37, CD53, CD63 y CD81, quizas la observacion mas importante fue
la disminucion de CD81 en el 90% de las muestras de Leucemia Linfocitica Crdnica de
Células B (B-CLL) [125]. Sin embargo, se encontraron tetraspaninas en todas las muestras
probadas. Serru y colaboradores [126] describieron la expresion de 7 tetraspaninas
encontrando Tspan9, Tspanl2 y Tspanl3 en Raji y Daudi (lineas celulares de linfoma de
Burkitt) y Oci-Ly8 (Linfoma de No Hodgkin). Ademas los exosomas CD63"CD81*
liberados por linfomas de células B (Ramos, SUDHL-4, SUDHL-6 y Ros-50) contienen
CD37 y otras proteinas [127]. Sin embargo, un estudio mas reciente encontré 16
tetraspaninas expresadas en leucemia linfoblastica aguda de células precursoras de B (BCP-
ALL) [128], de las cuales Tspan3, Tspan4, CO-029, Tspan9, Tspanl3, Tspanl4, Tspanlb,
Tspanl7 y Tspan31 han sido poco estudiadas. En conjunto, las tetraspaninas se encuentran
presentes en una gran variedad de subtipos de linfomas y leucemias, incluso se presentan

como nuevos blancos de estudio en este tipo de padecimientos.
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Tetraspanina 33

Antes de ser encontrada en la base de datos BIGE como potencial blanco de estudio, la
Tetraspanina 33 (Tspan33), se encontrd en la membrana de proeritroblastos de ratén y se le
[lam6 Penumbra (Proerythroblast new membrane), pero también se encontré en higado y
bazo de raton [129]. El locus del gen es 7931~q32, que se ha encontrado es una region
critica para anormalidades citogenéticas en malignidades mieloides [130]. Se genero,
entonces, un raton deficiente de Tspan33, que presentd anemia, esplenomegalia y un
aumento de precursores eritroides en el bazo [129]. En el bazo, también se encontré una
disminucion en las células B y T, aparentemente debido a un desplazamiento por parte de
los eritrocitos inmaduros [129]. Sin embargo, posteriormente, se reporto que se perdio este
fenotipo encontrado en el 30% de los ratones TSPAN33” [88]. En un estudio més reciente
se demostré que Tspan33 es un factor positivo en la via de sefializacion por Notch [131].
Tspan33 facilita el proceso de corte por ADAMI10 y y-secretasa al receptor Notchl, una vez
reconocido al ligando presente en otra célula [131]. En este mismo estudio [131] se dieron
indicios de que la Tspan33 formaba parte de una subfamilia muy conservada entre especies

y con capacidad de funciones redundantes.

TspanC8 subfamilia de tetraspaninas con funciones especificas

Tspan33 contiene 8 residuos de cisteina en su region LEL, al igual que las tetraspaninas
tspan5, tspanl0, tspanl4, tspanl5 y tspanl7 en el humano. Estas proteinas forman la
subfamilia TspanC8. Recientemente se encontrd que este grupo interacciona con ADAM10
de manera directa [87, 88]. Similar al caso de CD81/CD19, estas tetraspaninas promueven
la maduracion de ADAM10 y su correcta expresion en la membrana, independiente de la

sintesis de ésta [87, 88]. Adicionalmente, esta funcion no depende de la palmitoilacion de
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las cisteinas yuxtamembranales [87, 88], por lo que es independiente de las redes de
tetraspaninas. Esto contrasta a lo encontrado previamente, donde se demostré que
anticuerpos contra CD9 y CD81 aumentan la actividad de ADAM10 en el corte de TNF-a y
EGF (Factor de crecimiento epidermal) [132], que sugeria una participacion de la red de
tetraspaninas. ADAM10 es una metaloproteinasa membranal que corta a una gran variedad
de proteinas transmembrana, incluyendo Notchl y Notch2 [133], lo que explica la
participacion de Tspan33 en esta via. Mas estudios revelaron que la region LEL de las
tetraspaninas es la responsable de la maduracion y correcta expresion membranal de
ADAMI10 [134]. Ademas, la interaccion de estas tetraspaninas con ADAM10 requiere de
diferentes dominios de esta Gltima [134], lo que conllevd al descubrimiento de que
diferentes TspanC8 promueven el corte de distintos sustratos de ADAM10 [134, 135] .
Particularmente, se encontr6 que Tspan33 no es el mayor facilitador de la via de Notch,
cuando se compara con otros miembros de TspanC8 [135] y previene el corte de N-
cadherina [134]. Por el contrario, Tspan33 promueve el corte por ADAM10 de APP
(Proteina precursora amiloide)[135] y al receptor de coldgeno en plaguetas GPVI
(Glicoproteina V1)[134]. Los diferentes cortes promovidos por TspanC8 se resumen en la

Tabla 2.
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Tabla 2. TspanC8 promueven el corte por ADAM10 de diferentes sustratos. ND: No Determinado.

APP [135] CD44[135] GPVI[134] N-Cadherina Notch VE-Cadherina
Tspan5 ++ ++ ++ - [134, 135] ++ [87, 135] ND
Tspan10 ND ND ++ - [134] +[136] ND
Tspanl4 4 ND 4 - [134] ++ [87] + [88]
Tspanl5 -[+[137] +/- ++ ++ [134, 135, 137] - [135] ND
Tspanl7 ND ND ++ - [134] ND ND
Tspan33 + ND ++ - [134] +[131, 135] ND
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ADAM10 es importante para el desarrollo de células B

Se ha encontrado, utilizando un modelo de raton con deficiencia de ADAM10 en
células B (ADAM10B7), que esta proteina es importante para el desarrollo de células B de
zona marginal [138], ya que corta a Notch2, que es indispensable para esta diferenciacion
[139, 140]. Es la principal enzima que corta a CD23, lo que promueve la produccion de
IgG1 e IgE [141]. ADAMI10 se expresa en células B de centro germinal, su ausencia
produce defectos en la formacién de los centros germinales y en la produccion de IgM e
IgG, independiente de la via de Notch [141]. En el raton ADAM10B", las células
plasmaticas estan disminuidas y secretan anticuerpos de baja afinidad [141]. De la misma
forma, utilizando otro ratén condicional en los cuales las células B con cambio de isotipo
deletan al gen de ADAM10, se encontré que ADAM10 mantiene la expresion de factores
de transcripcion importantes para la funcién de la célula plasméatica como Prd1, Xbpl e Irf4
[142], mientras regula negativamente la expresion de Bcl6 [142], regulacidn necesaria para
la diferenciacién de células B a células plasmaticas [143]. En conjunto, estos datos
demuestran la participacion de ADAM10 en el desarrollo de las células B en etapas

intermedias y tardias.

Notch en Células B

La via de Notch es una via muy conservada entre las especies y es muy importante en la
toma de decisiones de diferenciaciéon celular [144]. De manera breve, la via de Notch
comprende 4 receptores (denominados Notchl1-4) y 5 ligandos (Miembros de las familia
Delta-like y Jagged). La interaccion de los receptores con los ligandos en células diferentes
promueve el corte proteolitico del receptor de Notch por ADAM10, seguido del corte por vy-
secretasa. Estos cortes liberan a un dominio intracelular, NICD (Notch Intracellular

Domain), que es capaz de viajar al nucleo y transcribir genes (revisado en [144]). Ademas
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de la mencionada importancia en el desarrollo de células B de zona marginal [139, 140], la
via de Notch es importante para otras funciones de las células B. Las células dendriticas
foliculares (FDC) expresan los ligandos de Notch DL1 (Delta-Like 1) y Jagged 1 mientras
que la células B de centro germinal (GC) expresan Notchl y Notch2 [145]. La sefiales de
DL1 (Delta-Like 1) o Jagged 1, en conjunto con BAFF, aumenta la supervivencia de las
células B de GC [145]. De la misma forma, células DL1", en conjunto con anticuerpos que
entrecruzan CD40 o BCR, favorece la activacion de células B y la secrecion de anticuerpos
de tipo 1gG1 e 1gG2p [146]. También, DL1 promueve la diferenciacion de células B de bazo
de ratdn a células secretoras de anticuerpos en conjunto con LPS, en una etapa tardia [147].
En un estudio reciente, se demostro que las células B estimuladas con anti-lgM aumentan la
expresion de Notchl y la expresion de NICD en células B CD19* promueve mayor
activacion y proliferacion de las mismas [148]. En otro estudio, se encontr6 mayor
proliferacion de células Raji cuando se cultivo en presencia de DL1 y anti-IgM [149]. En
conjunto, la activacion de Notch tiene un efecto aditivo a la accion de activadores modelo

en las células B en las etapas finales de la diferenciacion.

Tspan33, al ejercer una regulacion directa en ADAMI10 e indirecta en la via de Notch,
puede ser responsable de algunas propiedades de las células B. Datos de nuestro grupo de
trabajo confirmaron lo visto por microarreglos, es decir, que la Tspan33 se expresa en los
linfocitos B de manera inducida por anti-CD40 e IL-4 o con estimulacion de lectina de la
fitolaca americana (Pokeweed), Staphylococcus aureus cepa Cowan (Pansorbin) y CpG
[38]. Ademas, varias lineas celulares malignas de linfocitos B, como Raji, Daudi, Nalm-6 y
Ramos, expresan a la Tspan33 de forma constitutiva [38]. Ademas, en células B de artritis

reumatoide y lupus, el mensajero de Tspan33 se encuentra en células CD19* y células
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CD138" [38]. Colectivamente, el papel que desarrolla Tspan33 en el linfocito B puede ser
de gran importancia y su estudio puede esclarecer procesos que ocurren durante la

fisiologia de la célula B.
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HIPOTESIS

La tetraspanina 33, se expresa de manera diferencial durante el desarrollo de las células

B y participa en la proliferacion y/o en la apoptosis de estas células.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la funcion biologica de la tetraspanina 33 en los linfocitos B.

Objetivos particulares

» Determinar la expresion de esta molécula en las diferentes poblaciones de linfocitos
B recién aisladas de sangre periférica de voluntarios sanos.

* Medir la proliferacion de células de linfoma de Burkitt sobreexpresando a la
Tspan33.

» Establecer los efectos de la sobreexpresién de Tspan33 en células de linfoma de
Burkitt.

» Caracterizar el reconocimiento y funcionalidad de los anticuerpos contra Tspan33
disponibles.

40



MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se obtuvieron concentrados leucocitarios humanos en el Banco de Sangre Central del
Centro Médico La Raza (Ciudad de México, México) a partir de donadores sanos. Las
unidades de sangre de cordon umbilical (UCB) que no satisfacian los requerimientos
volumétricos se obtuvieron del programa institucional de donacion altruista, del Banco de
Corddén Umbilical del Centro Médico La Raza. Las muestras se colectaron después de
obtener un consentimiento informado de los donadores. Las muestras se aceptaron de
acuerdo a los criterios descritos en la norma oficial NOM-253-SSA1-2012, y después de
resultar negativas para Treponema pallidum, HBV, HCV, HIV-I, HIV-II, y Trypanosoma
cruzi. El estudio se condujo en concordancia con los principios éticos de la Declaracion de
Helsinki y fueron aprobados por el Sub-Comité Local de Investigacion del Banco de

Sangre Central del Centro Médico La Raza.

Cultivo Celular y Citometria de Flujo

Todos los experimentos se realizaron en el citometro de flujo BD Fortessa (BD
Biosciences, San José, CA). Células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se
aislaron por gradiente de densidad usando Ficoll-Paque PREMIUM (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK, 17-5442-03) y cultivadas en medio RPMI 1640 completo (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, #31800-089) con 10% de suero fetal bovino (FBS, Thermo
Fisher Scientific, #16000-044), 1 mM de L-Glutamina (Thermo Fisher Scientific, #25030),
100 U/mL de penicilina y 10 pg/mL de estreptomicina (Mezcla de penicilina-
estreptomicina, Thermo Fisher Scientific, #15140-122). Las células se estimularon con IL-4

recombinante humana (rhIL-4) y un anticuerpo monoclonal anti-CD40 (Clona G28.5). Para
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el andlisis citométrico, las células se lavaron con PBS, se bloquearon con suero de cabra al
10% en PBS a 4°C por 30 min. Posteriormente, las células se incubaron con los anticuerpos
monoclonales enlistados en la Tabla 3. Después de dos lavados, las células se fijaron con
formaldehido al 1%. Los datos se analizaron con el programa FlowJo V7.6.5 (FlowJo LLC,

Ashland, OR).

Purificacion de subpoblaciones de Células By RT-PCR

La linea celular de humano Raji y las células B purificadas se usaron para realizar RT-
PCR. Para analizar las etapas de desarrollo temprano, se aislaron células B naive y
transicionales de sangre de cordén umbilical (UCB) por gradiente de densidad, se tifieron
con anticuerpos anti-CD19-FITC, anti-CD24-PE, y anti-CD38-APC. Para observar las
etapas de maduracion tardia, se purificaron células mononucleares a partir de sangre
periférica de adultos. Se tifieron a los marcadores CD19, IgD, y CD27 con anticuerpos
especificos, y, usando la convencién de Freiburg [31, 32], se clasificaron en naive, memoria
sin cambio de isotipo, memoria con cambio de isotipo y células dobles negativas. Las
células mononucleares de UCB y PBMCs se separaron en MoFlo Cell Sorter (Beckman
Coulter, Brea, CA). Cada poblacién purificada se recolect6 en 500 uL de FBS. Las células
se lavaron y se extrajo el RNA total con el protocolo de Trizol (Thermo Fisher Scientific,
15596-026) [150]. Se sintetiz6 cDNA utilizando el kit First Strand cDNA Synthesis
(Thermo Fisher Scientific, K1612). Para las reacciones de RT-PCR se utilizaron los primers
enlistados en la Tabla 4. Se amplifico Tspan33 usando primers que reconocen la region

LEL utilizados anteriormente [38]. Como controles, se amplifico actinay GAPDH.

42



Tabla 3. Anticuerpos utilizados en el estudio para citometria de flujo.

Anticuerpo/Fluorocromo Compaiiia No. Catalogo Clona Isotipo

CD19-APC BD Pharmigen 555415 HIB19 Raton IgGy, x
CD19-PerCP BD Pharmigen 340721 SJ25Cl1 Ratén IgGy,
CDI19-FITC BioLegend 302206 HIB19 Ratén IgGy,
CD27-PE BD Pharmigen 555441 M-T271 Raton IgGy,
CD27-Alexa Fluor 700 BioLegend 302814 0323 Raton IgGi,
IgD-FITC BD Pharmigen 555778 1A6-2 Raton IgGaa,
CD24-PE BD Pharmigen 555428 MLS5 Raton IgGaa,
CD24-FITC BD Pharmigen 555427 ML5 Raton IgGaa,
CD38-PE-Cy7 BD Pharmigen 335808 HB7 Ratén IgGy,
CD38-APC BioLegend 303510 HIT2 Raton IgGy,
CD14-APC BD Pharmigen 561383 MSE2 Raton IgGaa,
CD16-PE-Cy7 BioLegend 302016 3G8 Raton IgGy,
ADAMI10-PE BioLegend 352702 SHM 14 RatonlgGi,
Tspan33-PE BioLegend 367503 SA171H2 | Raton IgGop, K

Tspan33-APC R&D Systems FAB8405A 545422 Ratoén IgGop

CD69-PE R&D Systems | FAB23591P 298614 Raton IgGoa
IgG2b-PE BD FastImmune 340452 25723.11 Raton IgGop,

Tabla 4. Lista de cebadores utilizados para las reacciones de PCR y RT-PCR.

Blanco Primer Forward Primer Reverse

Tspan5 5-ACAGGCACATTTTTCGGTGC-3" | 5-GCTGTTTGGCCTTTCAGTGG-3’

Tspanl0 5 -GAGCAGCTGCGTCAAGTATC-3* | 5-GCAGGTGTTCTCACAGAGGG-3
5-CCTTTTCAGCTACAACATCATC , ,

Tspanl4 TTCTGG-S 5-AGACGCCAGCCACAATGTAA-3

Tspanl5 5-CCTCCGTGACAACCTGTACC-3° | 5-GCACACTGAAACGCTCCTTG-3

Tspanl7 5-GAAGGGCGTTCTCTCGAACA-3* | 5-AAAGGCCAGGATCCCTGTTG-3

Tspan33 5-CCGCTGAATTCTTTCGTCTTCTC | 5"- GATACTAAGCGGCCGCAGGTTGCT
AGACAAGGCT-3 GTGTATCCAGTT-3

Tspan33-GFp 5 -TTGGTACCATTATGGCGCGGAG | 5-TACCGGTAGGCAGTACCATGGGTCA

ACCCCGG-3 GCCCG-3

GAPDH 5-GACCCCTTCATTGACCTCAAC-3" | 5-GTGGCAGTGATGGCATGGAC-3
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Transfecciones y Construcciones
El cDNA total extraido de células Raji se utilizé para amplificar el mMRNA de Tspan33.

El marco de lectura abierto de Tspan33 se insertd en el plasmido pEGFP-N1 utilizando las
enzimas Kpnl y Agel (New England Biolabs, Ipswich, MA) (Tabla 4). La construccion se
confirmdé con una digestion con EcoRIl (Thermo Fischer Scientific). Después, se
suspendieron 1x10’ células Raji en 500 pL de buffer Cytomix [151] y se transfirieron a una
cubeta de electroporacion de 4 mm. Las células se transfectaron por electroporacion con 20
pg de plasmido purificado con un pulso a 300 V' y 1000 uF (Gene Pulse Xcell System, Bio-
Rad, Hércules, CA). Las células se lavaron y cultivaron en RPMI 1640 suplementado por 2

dias antes del experimento.

Obtencion de microvellosidades

Para la obtencion de los microvellos se utilizo el método de Hao y cols. [93].
Brevemente, 1x10° células se lavaron con PBS y se incubaron en FBS por 15 minutos a
37°C para estabilizar a las microvellosidades. Luego, las células se hicieron pasar
suavemente por una aguja de un calibre 272G por 5 veces, lo que “rasura” a las células.
Las células se centrifugaron a 2500xg por 5 minutos. Las células intactas se concentraron
en el fondo y se recuperaron para medir la viabilidad celular (mayor a 95% por tincion de
azul tripan). Las células intactas se lavaron 4 veces para eliminar las proteinas del suero. El
sobrenadante de la primera centrifugacion contiene a las microvellosidades y para
recuperarlas se centrifugaron por 40 minutos a 16000xg y 4°C. Utilizando las mismas
condiciones de centrifugacion, se lavaron dos veces por 15 minutos. Las células intactas y

la fraccidn de las microvellosidades se lisaron para obtener y analizar las proteinas.
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SDS-PAGE y Western Blot

Las células y otras particulas se lavaron con PBS antes de su preparacion para la corrida
electroforética. Las células se lisaron en buffer lisis (Tris Base 10 mM, NaCl 150 mM, NaF
20 mM, NasVOs 1 mM, PMSF 156 pg/mL, aprotinina 5 pg/mL y leupeptina 5 pg/mL, pH
= 7.2) con 1% de detergente (Triton X-100 o NP-40), por 30 minutos a 4°C con agitacion
constante. Se centrifugaron por 10 minutos a 15000xg y se extrajo el sobrenadante al cual
se le midié la concentracion de proteinas por el método de Lowry. Se agregd buffer
Laemmli (SDS 2%, glicerol 10%, Tris-HCI 60 mM, azul de bromofenol 0.01%) con B-
mercaptoetanol (0.15%) y se calentaron las muestras por 10 minutos a 95°C. Las muestras
se corrieron en geles de poliacrilamida al 10-15%. Las muestras se trasfirieron a
membranas de nitrocelulosa o PVDF. Para el Western blot, las membranas fueron
bloqueadas con leche descremada al 5% en PBS-Tween o solucion blogueadora (Odyssey
Blocking Buffer, LI-COR) por 1 hora a temperatura ambiente. Luego se incubaron con
diluciones de anticuerpos primarios por 16 horas a 4°C. Una vez terminada la incubacion,
se procedid a incubar a las membranas con anticuerpos secundarios respectivos por 45
minutos a temperatura ambiente. Después de 5 lavados con PBS-Tween, las membranas se
revelaron con el “kit” ImmunoCruz (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) y se
utilizo el aparato ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) para procesar la imagen. En el caso de las
membranas con PVDF, a las membranas se les dio un ultimo lavado en PBS para eliminar

restos de detergente y se analizaron en Odyssey (LI-COR).

Ensayos de proliferacion

Células Raji transfectadas con GFP y Tspan33-GFP se clonaron utilizando el método de

dilucion limitante. Brevemente, se cultivaron 0.5 células en placas de 96 pozos en

45



condiciones previamente mencionadas. Después de un par de semanas, las células se
cosecharon y se cultivaron en mayor volumen de medio. Las clonas obtenidas se lavaron y
5 x 10* fueron cultivadas en placas de 96 pozos por triplicado. Las placas fueron incubadas
por varios dias a 37°C Ocho horas antes de la medicion las células fueron pulsadas con 1
UCi de [*H]-timidina (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Posteriormente fueron cosechadas y
la incorporacion de la marca radioactiva al DNA fue cuantificada en un contador de

centelleo (Beckman LS 6500, Fullerton, CA).

Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA). Se utiliz6 la prueba de t de Student apareada para comparar los

perfiles de expresion. Se utilizaron asteriscos para indicar significancia, * p < 0.05.
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RESULTADOS

Anticuerpos anti-Tspan33

Aunque se ha demostrado la importancia de las tetraspaninas, ain existen muchas poco
estudiadas, ya que se carece de anticuerpos que serian muy utiles para el estudio de la
proteina nativa. Durante el trabajo, se realizaron muchos intentos para la obtencion de
anticuerpos contra la proteina, sin alcanzar el objetivo. Sin embargo, durante el desarrollo
de este trabajo, dos compafilas por separado (R&D y Biolegend), produjeron y
comercializaron sendos anticuerpos monoclonales anti-Tspan33 que fueron probados para

el reconocimiento de la proteina en su estado nativo.

Para probar el anticuerpo proveniente de la clona SA171H2 (BioLegend), se utilizaron
clonas de células Raji transfectadas establemente con Tspan33-GFP, una proteina de
fusién. Estas células se tifieron con el anticuerpo marcado con R-ficoeritrina (PE) y se
compararon contra células Raji no transfectadas y células sin tefiir. Como se observa en la

Figura 7A, las células Tspan33-GFP* son positivas para la tincion con este anticuerpo.

Para probar el anticuerpo de la clona 545422 (R&D), se utilizaron células COS-7
transfectadas con un vector que codifica para Tspan33-GFP transfectadas de manera
transitoria. Después de 2 dias de la transfeccion, las células se tifieron con el anticuerpo
marcado con aloficocianina (APC). Las células positivas para Tspan33-GFP,
discriminables por la fluorescencia de la proteina GFP, fueron positivas para la tincién con

anti-Tspan33-APC, como se observa en la Figura 7B.

Con el fin de observar si los anticuerpos competian por el epitopo, se incubaron células

Raji Tspan-GFP* con el anticuerpo purificado de la clona 545422. Posteriormente, se
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tifieron a las células con el anticuerpo marcado con APC (clona 545422), o con el
anticuerpo marcado con PE (clona SA171H2). Como se esperaba, el anticuerpo conjugado
con APC no logré tefiir las células pre-incubadas. Importantemente, el anticuerpo marcado
con PE disminuy6 de manera considerable la tincion observada en el control positivo, lo
que nos indica que los anticuerpos reconocen epitopos cercanos, por lo que compiten por el

reconocimiento de los mismos y generan un impedimento estérico parcial (Figura 7C).
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Figura 7. Anticuerpos anti-Tspan33 reconocen a la proteina en su estado nativo. A, Células Raji transfectadas
establemente con GFP o Tspan33-GFP se tifieron con anti-Tspan33-PE. Células Tspan33-GFP* sin tefiir y células GFP*
tefiidas fueron utilizadas como controles negativos. B, Células COS-7 transfectadas de manera transitoria con Tspan33-
GFP 0 s6lo GFP se tifieron con anti-Tspan33-APC. C, Los anticuerpos SA171H2 y 545422 compiten por Tspan33. Los
anticuerpos 545422 y SA171H2 tifien a células Raji transfectadas con Tspan33-GFP (histogramas superiores). Cuando las
mismas células se incuban con anticuerpo de la clona 545422 sin marcaje fluorescente y se tifien con anti-Tspan33-APC
(histograma inferior izquierdo) y anti-Tspan33-PE (histograma inferior derecho), la tincion disminuye a niveles muy

bajos.
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Expresion de Tetraspanina 33 en Células B

Expresion de Tspan33 en subpoblaciones de células B de sangre periférica

Se ha encontrado la expresion de Tetraspanina 33 en células precursoras de eritrocitos
[129], en ceélulas B en estado basal y activadas [38]. Para entender mejor la funcion de
Tspan33 en la célula B, se decidid investigar la expresion en las células basales de sangre
periférica de humano. Para esto, se realizaron dos abordajes experimentales para analizar la

expresion del mRNA y proteina.

Se realizd RT-PCR de las diferentes poblaciones separadas por citometria a partir de
PBMCs de donadores sanos para el analisis de mRNA de Tspan33. Con base en la
expresion de IgD y CD27 se pueden observar 4 poblaciones de células CD19*, usando la
convencién de Freiburg [31, 32]. Células Naive (N, CD19°CD27'1gD*), que aln no han
encontrado a su antigeno, carecen de la expresion de Tspan33 (Figura 8A). Células B de
Memoria Sin Cambio de Isotipo (MSC, CD19"CD27*IgD*), que conservan la expresion de
IgD/IgM, expresan Tspan33. La mayor expresion de Tspan33 se encuentra en las
poblaciones de células B de memoria con cambio de isotipo (MCC, CD19"CD27*IgD") y
células Dobles Negativas (DN, CD19*CD27°IgD") (Figura 8A). Esto propone que la
expresion de Tspan33 se da después del encuentro con el antigeno y concuerda con datos

previos de que células B inducen la expresion de Tspan33 después de la activacion [38].

Posteriormente, se midid la expresion de Tspan33 por citometria de flujo en muestras
de donadores sanos. PBMCs fueron tefiidos con anticuerpos anti-CD19, anti-CD27, anti-
IgD, y anti-Tspan33. Se observd la expresion de la Tspan33 en las poblaciones de células

de MSC, MCC, y DN (Figura 8B). Las células naive fueron negativas para la tincion con
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Tspan33, confirmando lo visto por mMRNA, la Tspan33 no se encuentra en la poblacion que

no ha recibido la sefial del antigeno.

Debido a que la poblacion de células B transicionales se encuentra enriquecida en
sangre de corddén umbilical (UCB) [26], se utilizO esta fuente para el aislamiento y
separacion de células B. Las células B Transicionales (Tr, CD19*CD24"CD38") expresan
Tspan33 en contraste con células naive (CD19'CD24°CD38), que carecen de esta
expresion (Figura 9A). Esto sugiere un posible papel de la Tspan33 durante la ontogenia de

las células B que ocurre en médula Osea.

Se midié también la expresién de Tspan33 en la poblacidn de células B transicionales
por citometria de flujo. Se tifieron células mononucleares de UCB de donadores sanos con
anti-CD19, anti-CD24, anti-CD38 y anti-Tspan33. No fue posible observar expresion de
Tspan33 en células B naive (Figura 9B). Sin embargo, las células transicionales expresan
niveles bajos de la Tspan33 (Figura 9B). El resultado de la expresién proteica en las células
transicionales coincide con la observacion del mMRNA. La ausencia de la Tspan33 en las
células naive indica que las células B pierden la expresion antes de terminar su proceso de

maduracion.
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Figura 8. Tetraspanina 33 se expresa en Células B de Memoria y Dobles Negativas. A, Izquierda: Separacion
de células B de memoria de sangre periférica después de la obtencién de PBMC con los anticuerpos anti-CD19-APC, anti-
CD27-PE y anti-IgD-FITC. Derecha: Expresion de Tspan33 en las diferentes subpoblaciones de células B de sangre
periférica. Arriba: RT-PCR de la region LEL (350 bp) de la Tspan33. Abajo: RT-PCR de B-actina (300 bp). B,
Histogramas de expresién de Tspan33 en las mismas subpoblaciones de células B. PBMCs proveniente de donadores

sanos fueron marcadas para CD19, CD27, IgD, y Tspan33. Datos representativos de 3 experimentos independientes.
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Figura 9. Las células B transicionales expresan Tspan33. A, Izquierda: Separacion de células B transicionales y
naive de UCB con los anticuerpos anti-CD19-FITC, anti-CD38-APC y anti-CD24-PE. Derecha: Expresién de Tspan33
en las diferentes subpoblaciones de células B de UCB. Arriba: RT-PCR de la region LEL (350 bp) de Tspan33. Abajo:
RT-PCR de GAPDH (400 bp), n = 2. B, Histogramas de expresion de la Tspan33 en las células B Tr y naive. Las células

mononucleares de UCB se marcaron para CD19, CD24, CD38, y Tspan33, n = 3.
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Correlacion de la expresion de ADAM10 y Tspan33

Debido a la participacion de Tspan33 y otras tetraspaninas en la maduracion y
expresion membranal de ADAM10 [87, 88], se procedid a examinar la expresion de
ADAMI10 en las poblaciones de células B de memoria, con el fin de correlacionar la
expresion entre la metaloproteinasa y la tetraspanina. Muestras de donadores sanos fueron
sometidas a separacion por gradiente de densidad y posteriormente fueron tefiidas con anti-
CD19, anti-CD27, y anti-ADAM10. ADAM10 es ubicua en las PBMCs, encontrandose en
poblaciones CD19™ [133, 152] y en todas las poblaciones de células B (Figura 10A). Sin
embargo, encontramos una diferencia entre células B de memoria y células B naive (Figura
10B). Por lo tanto, las células de memoria expresan, en mayor medida, ADAM10, similar a

lo que ocurre con la expresion de la Tspan33.

Sin embargo, los niveles de la Tspan33 son muy diferentes a los de ADAMI0,
probablemente debido a la redundancia de funciones que existe entre las tetraspaninas del
mismo grupo. Por lo que analizamos los posibles miembros que, en conjunto con Tspan33,
controlan la expresion de ADAM10 en la superficie celular. Para esto, se realiz6 RT-PCR
para detectar a las 6 tetraspaninas del grupo TspanC8 en células Raji, una linea celular tipo
B madura. Se descubrieron mRNA de Tspan5, Tspanl4, y Tspanl7 en tres experimentos
independientes (Figura 10C), similar a lo encontrado anteriormente en células B [153]. En
conjunto, los datos muestran que la Tspan33 no es la Unica tetraspanina responsable de la
expresion de ADAM10 en las células B, pero el incremento en la expresion en células de

memoria podria ser atribuido a la expresion de Tspan33.
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Figura 10. La expresion de ADAM10 no correlaciona con la de la Tspan33. A, Izquierda: Citometria de flujo y
estrategia de seleccién de PBMCs CD19* de un donador sano. Derecha: histogramas de la expresion de ADAM10 en las
diferentes subpoblaciones (derecha). PBMCs se tifieron con anti-CD19-APC, anti-CD27-FITC, y anti-ADAM10-PE. Los
datos son representativos de 3 experimentos independientes. B, Comparacion de la expresion de ADAM10 entre células
CD27 positivas y CD27 negativas en las muestras de individuos sanos. Las intensidades medias de fluorescencias (MFI)
se normalizaron con los valores del control y se graficaron, n = 3, *p = 0.0439. C, RT-PCR para Tspan5 (~470 bp),
Tspanl0 (~230 bp), Tspanl4 (~665 bp), Tspanl5 (~360 bp), Tspanl7 (~210 bp) y Tspan33 (~350 bp) de células Raji;

GAPDH se us6 como control (400 bp), n = 3.
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Expresion de la Tspan33 durante la activacion de las Células B

A continuacion, se midio la expresion de la Tspan33 durante el proceso de activacion
de las celulas B. PBMCs fueron aisladas y cultivadas en RPMI suplementado adicionado
con anti-CD40 (Clona G28.5) y rhiL-4 durante 3 dias. En los tiempos indicados se
obtuvieron alicuotas que se tifieron para CD19 y Tspan33. A las 48h se tomo una alicuota y
se marco con anti-CD69 como control del proceso de activacion. Se observd la expresion
de la Tspan33 a las 8 horas, dicha expresion fue en aumento hasta llegar a un pico a las
48h, para después disminuir a las 72h. Esto podria sugerir una funcion de la proteina

durante el proceso de activacion en la etapa temprana (Figura 11).
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Figura 11. Tspan33 es un marcador temprano de activacion. l1zquierda: PBMCs fueron activadas con anti-CD40
y rhIL-4 por 3 dias y se tomaron alicuotas a los tiempos indicados. Derecha y abajo: Las muestras fueron tefiidas para
Tspan33 y CD19, luego fueron analizadas por citometria de flujo. Se utilizd una tinciéon de CD19 y CD69 como control de

activacion. Datos representativos de 2 experimentos.
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Expresion de Tspan33 en Monocitos

Durante la investigacion de la expresion de la Tspan33 en las células B de sangre
periférica se observo otra poblacion positiva para este marcador. Esta poblacion de PBMCs,
por su tamafio y complejidad, correspondian a la de los monocitos, por lo que se procedi6 a
comprobarlo usando anti-CD14 y anti-Tspan33. Las células CD14" también resultaron ser
Tspan33" como se observa en la Figura 12. Por lo que se concluye que los monocitos
expresan la Tspan33 en condiciones normales. La importancia de esta expresion no fue
investigada con mayor profundidad durante el curso de este proyecto y permanece

desconocida.
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Figura 12. Los monocitos CD14* expresan la Tspan33. PBMCs se obtuvieron por gradiente de densidad a partir de
muestras de donadores sanos Y se tifieron con los anticuerpos correspondientes. Arriba: Estrategia de seleccion de las
poblaciones para monocitos CD14* en PBMCs. Abajo: Histogramas de la expresion de la Tspan33 en la poblacién

CD14*,n=3.
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Expresion de Tspan33 en células B de bazo de raton

Para analizar mas a fondo el papel de Tspan33 durante la ontogenia de las células B, se
procedié a medir la expresion en subpoblaciones de células B en bazo de raton. En este
organo se pueden encontrar subpoblaciones de células B inmaduras asi como células B
maduras [154]. Por lo tanto, se extrajeron bazos de ratones de la cepa C57/BL6, se
disgregaron y se obtuvieron células mononucleares por gradiente de densidad. Estas células
se tifieron para los marcadores B220, CD24, CD21, y Tspan33. Se encontré la expresion de
la Tspan33 en las células transicionales 2 (B220*CD21"CD24") y la expresion fue negativa
en otras subpoblaciones (Figura 13). Esto, aunado a la expresion en las células
transicionales de humano, secunda la posible participacion de la Tspan33 en los procesos

de diferenciacion tempranos, antes de la maduracion de las células B.

60



B220"
BTspan33

Células B220*

Conteo Celular

T1

T2

Intensid

ad de Fluorescencia

Figura 13. Expresion de Tspan33 en células B de bazo de raton. Se obtuvieron células mononucleares de bazo de ratdn

por gradiente de densidad, posteriormente se tifieron con anticuerpos correspondientes. Arriba: Estrategia de seleccion de

las poblaciones de células B220* en el bazo de ratdn. Abajo: Histogramas de la expresion de la Tspan33 en las diferentes

poblaciones: M (Maduras, B220*CD21*CD24%), T1 (Transicionales 1, B220*CD21-CD24") y T2 (Transicionales 2,

B220*CD21M"CD24M).
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Ensayos funcionales de Tetraspanina 33

Células Raji expresan Tspan33 constitutivamente

La linea celular Raji (nombrada por el donador) fue la primera linea celular humana
continua con origen hematopoyético [155]. Derivada, por Pulvertaf en 1964, de un paciente
con Linfoma de Burkitt [156]. Se describid que estas células eran positivas para el virus de
Epstein-Barr [157] y para las inmunoglobulinas IgD [158] e IgM intracelular [158].
Recientemente se encontrd, por RT-PCR, la expresion de la Tspan33 de manera
constitutiva [38], por lo que se procedié a buscar la expresion de la Tspan33 en la
superficie celular por citometria de flujo. Como se esperaba, las células Raji son positivas
para la expresion de la Tspan33 (Figura 14). Por lo tanto, se decidid utilizar esta linea

celular como modelo para buscar la funcion de la Tspan33.

Proliferacion de Células Raji estimuladas con anti-Tspan33

Muchos anticuerpos monoclonales dirigidos contra miembros de la familia
tetraspaninas tienen efectos sobre las células [39, 79, 112, 118, 120]. Con esto en mente, se
cultivaron células Raji en medio adicionando de anticuerpos anti-Tspan33. Se midio, con
CFSE, la proliferacion de estas células cultivadas por 3 dias. No se observaron diferencias
entre las células cultivadas con anticuerpo en comparacion con aquellas cultivadas con un
control de isotipo (Figura 15). Esto sugiere que el anticuerpo contra la Tspan33 no

interfiere con la proliferacion celular en la linea Raji.

Sin embargo, para mimetizar el encuentro de un ligando en otra célula o en una matriz,
se inmovilizd al anticuerpo, incubandolo 16 horas a 37°C previo al cultivo de las células

Raji. Después de 3 dias se observo la proliferacion celular con CFSE. Se observaron los
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mismos resultados, es decir, las células cultivadas con anticuerpo inmovilizado anti-
Tspan33 no tienen una proliferacién diferente a las cultivadas con un control de isotipo. En
conjunto, se confirma que el anticuerpo contra la Tspan33 no tiene un efecto en la

proliferacion celular de la linea Raji.
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Figura 14. Las células Raji expresan la Tspan33 en la superficie de manera constitutiva. Los cultivos de células
Raji fueron lavados y tefiidos para la Tspan33, posteriormente se utilizd un anticuerpo secundario anti-1gG de ratén

acoplado a FITC y las células se analizaron por citometria de flujo. N=3.
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Figura 15. Proliferacién de las células Raji estimuladas con anti-Tspan33. Las células Raji fueron tefiidas con
CFSE y posteriormente cultivadas por 3 dias en presencia de anti-Tspan33 a diferentes concentraciones. Luego
cosechadas y analizadas por citometria de flujo para medir la dilucién del colorante. Se comparan las mediciones con

células recién tefiidas con CFSE (Méaxima) y células sin tefiir.
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Figura 16. Proliferacion de las células Raji estimuladas con anti-Tspan33 inmovilizado. Las células Raji fueron
tefiidas con CFSE y posteriormente cultivadas en presencia de anticuerpo a diferentes concentraciones. El anticuerpo anti-
Tspan33 se inmovilizd en las placas de cultivo, incubando por 1 hora a 37 °C. Después de 3 dias de cultivo, las células se
cosecharon y se analizaron por citometria de flujo para medir la dilucién del colorante. La intensidad de fluorescencia de
las muestras se compara con la tincién minima (células sin tincion de CFSE) y con células recién tefiidas con CFSE

(tincién méxima).
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Construccion de plasmido pEGFP-Tspan33

Para obtener informacion de la funcién de la Tspan33 en las células B, se decidid
utilizar células Raji que sobreexpresan a la proteina. Para esto, se procedio a realizar una
construccion con el plasmido pEGFP-N1, que fusiona la proteina verde fluorescente (GFP)
en la regién C-terminal. EI marco de lectura abierto (ORF) de la Tspan33 se cloné
utilizando los sitios de restriccion de las enzimas Kpnl y Agel (Figura 17A). Para
caracterizar el plasmido obtenido, se realiz6 una restriccién enzimatica con EcoRI. El
plasmido que contiene el ORF de Tspan33 tiene dos sitios de restriccion reconocidos por la
enzima EcoRlI, contrastando con el plasmido pEGFP-N1, que sélo tiene 1. Los plasmidos
digeridos se corrieron en un gel de agarosa al 1%, donde se observaron los tamafios
esperados para la construccion (Figura 17B). Se confirmd la continuidad del marco de
lectura por secuenciacion. El plasmido obtenido fue utilizado para transfectar células COS-
7, después de 2 dias se realizd un Western blot contra GFP. Por otra parte, las células se
observaron al microscopio para ver la fluorescencia de las células transfectadas. Se observo
el peso esperado de la proteina de fusion (Figura 17C). Ademas, se observé la localizacion
de la proteina de fusién en la membrana de las células (Figura 17D), como se habia
reportado anteriormente [129]. En conjunto, esto comprueba la integridad del plasmido

obtenido asi como su funcionalidad.

Obtencidn de células con transfeccion estable de Tspan33-GFP

Para la obtencion de las células Raji que expresan establemente a la Tspan33-GFP,
primero se realizo una curva de resistencia a G418 (Geneticina), con el fin de seleccionar la
concentracion de antibidtico necesaria para seleccionar a células Tspan33-GFP*. Las

células se cultivaron con concentraciones ascendentes de antibiotico y se monitorearon por
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microscopia. Al dia 6, se observd muerte celular en muchos cultivos y se procedi6 a contar
las células vivas con Azul Tripano. Se seleccion6 1ug/mL de antibidtico para la seleccion
de células transfectadas (Figura 18A). Con esto fue posible realizar las transfecciones
estables, donde se transfectaron células Raji con las condiciones antes mencionadas y se
cultivaron en presencia de G418 por 2 semanas, después de los cual se procedio a realizar
la clonacion de las células para seleccionar células positivas para la Tspan33-GFP y para la
GFP, como control. Brevemente, se cultivaron 0.5 células por pozo en placas de 96 pozos;
después de 2 semanas, se escogieron 3 clonas las cuales fueron subclonadas de la misma
forma, donde se seleccionaron 24 clonas para Raji-Tspan33-GFP y 24 para Raji-GFP. Se
midio la expresién de GFP utilizando el citdmetro de flujo, y se seleccionaron 3 clonas para
Raji-Tspan33-GFP y Raji-GFP para determinar su expansion (Figura 18B). Estas clonas se
utilizaron para realizar los experimentos funcionales y se mantuvieron en medio RPMI

suplementado con 200ug/mL de G418.

Proliferacion de las células que sobreexpresan Tspan33

Para evaluar la participacion de la Tspan33 en la proliferacion celular, se midié la
incorporacion de [3H]-Timidina en diferentes clonas que expresaran Tspan33-GFP y se
compararon con la incorporacién de las células GFP*. Las células Raji clonadas se
cultivaron por triplicado en medio suplementado por 5 dias. Se midieron las cuentas por
minuto después del pulso de 8 horas con [*H]-Timidina a los dias 1, 3 y 5. Se normaliz6
con la incorporacién del dia 1 y los valores normalizados fueron graficados en GraphPad
Prism. Se observaron diferencias en la proliferacién de todas las clonas (Figura 19A). Para
descartar que las diferencias en la proliferacion se debieran a valores de expresion en

Tspan33-GFP distintos, se analizé la fluorescencia por citometria de flujo de las clonas
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utilizadas para el ensayo de proliferacion. Debido a que no se encontraron diferencias en la
expresion de las proteinas fluorescentes (Figura 19B), consideramos que las diferencias en
la proliferacion se deben a variaciones intrinsecas de cada clona y no estan relacionadas la
expresion de Tspan33. Estos resultados, reiteran que la Tspan33 no esta implicada en los

procesos de proliferacion de la linea celular Raji.
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Figura 17. Clonacion de la Tspan33 en pEGFP-N1. A, Mapa del vector (Izquierda) y de la construccion Tspan33-

Mock

GFP (Derecha). B, Patron de Restriccion de pEGFP-N1y pEGFP-Tspan33 con la enzima EcoRlI. El vector linearizado
tiene un tamafio de 4733. En el pEGFP-Tspan33 se esperaban dos bandas de 782bp y 4793bp. C, Las células COS-7 se
transfectaron por electroporacion con el pPEGFP-Tspan33, después de dos dias de cultivo, las células se lisaron y se realizo
un Western Blot revelando con anti-GFP. La proteina de fusion tiene el peso esperado (~58kDa), se utilizd actina
(~43kDa) como control de carga. D, Las células COS-7 se transfectaron y se cultivaron por dos dias como antes

mencionado, las células se observaron al microscopio confocal. La proteina de fusion se localiza en la membrana.
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Figura 18. Obtencidn de las células Tspan33-GFP* estables. A, Curva de Resistencia al antibiotico G418
(Geneticina) en células Raji. Las células fueron cultivadas en medio suplementado con concentraciones crecientes del
antibiotico por 6 dias. Después, las células se contaron con Azul de Tripano y se compararon con las células cultivadas en
ausencia del antibi6tico. B, Histograma de expresion de GFP y Tspan33-GFP en las clonas de células Raji. Las células
Raji se transfectaron por electroporacion con el pEGFP-N1 o el pEGFP-Tspan33, después se cultivaron en medio con
1mg/mL de G418 por dos semanas. Posteriormente, las células se clonaron en dos ocasiones por el método de dilucion

limitante. La clona B6G8 expresa GFP y E3E10 expresa la proteina de fusion Tspan33-GFP.
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Figura 19. La sobreexpresion de la Tspan33 no afecta la proliferacion celular. A, Gréfica de barras de la
Incorporacion Relativa de [*H]-Timidina de 3 clonas GFP*y 3 clonas Tspan33-GFP* al dia 5. Las células fueron
cultivadas por 5 dias en medio suplementado. La incorporacion se midié a los dias 1 y 5, adicionando un pulso con [3H]-
Timidina durante las dltimas 8 horas del cultivo. La incorporacion relativa se calculé usando aquella del dia 1. B,

Expresion de la GFP y la Tspan33-GFP en las clonas utilizadas en el ensayo de incorporacién de [*H]-Timidina.
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Tspan33-GFP se localiza en las microvellosidades de células Raji

Previamente se reportd a la Tspan33 localizada en la membrana celular de células
Ba/F3 [129] y HeLa [87]. En una investigacion paralela, se observo que la Tspan33-GFP se
encuentra en la superficie de células Raji, en membranas internas de la célula v,
particularmente, en las microvellosidades membranales (Meza-Herrera 1. [159], Figura
20A). Como confirmacion, se aislaron las microvellosidades de células Raji Tspan33-GFP*
al pasar una suspension celular por una aguja de calibre especial [93]. Las proteinas de las
fracciones celulares, y las provenientes de las microvellosidades, fueron extraidas y
separadas por SDS-PAGE. Posteriormente, se realizaron Western blots contra proteinas
enriquecidas y no enriquecidas en los microvellos con el fin de garantizar la purificacion de
éstos [93]. Ademas, se procedio a realizar Western blot contra GFP buscando la proteina de
fusién Tspan33-GFP (Figura 20B). Se encontro a la proteina de fusién enriquecida en la
fraccion de microvellos (MV) en una relacion de 4:1. Estos resultados ubican a Tspan33-

GFP en las microvellosidades de células Raji.

ADAM10 no se encuentra en las microvellosidades de células Raji

Tspan33, como se menciond anteriormente, se asocia directamente con ADAM10
promoviendo su localizacion membranal [87, 88]. Debido a esto, se buscd la distribucion de
ADAM10 en estos mismos extractos encontrandose principalmente localizada en la
fraccion del cuerpo celular (Figura 20B). Esta localizacion indica que la proteina de fusion
encontrada en microvellosidades no se encuentra asociada a ADAM10, lo que explica la
ausencia de co-inmunoprecipitacion con Tspan33-GFP (datos no mostrados). Esto es
indicativo de otra funcion poco aparente de Tspan33 en las celulas B. Lo anterior nos dio la

pauta para verificar la localizacion de Tspan33 en células Raji normales. Encontramos que
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la Tspan33 se encuentra en el cuerpo celular junto con ADAMI10, y no asi en las
microvellosidades (Figura 20C). Entonces, es la proteina de fusion la que deja de asociarse
a ADAM10 y se dirige a las microvellosidades, posiblemente debido al exceso de Tspan33

0 a la aparicion de nuevas microvellosidades promovidas por la Tspan33.
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Figura 20. La Tspan33 se localiza en las microvellosidades de las células Raji. A, Las células Raji transfectadas

con la Tspan33y con el Vector que continene unicamente GFP vistas al microscopio confocal, se observa la localizacion

de la Tspan33 en la membrana y en las microvellosidades (Imagen cortesia de Ivan Meza-Herrera). B, Western Blot de las

fracciones celulares y de las microvellosidades (MV) de células Raji transfectadas con Tspan33-GFP, reveladas con anti-

GFP y las proteinas que se indican. C, Western Blot de las fracciones de células intactas y de las microvellosidades (MV)

en células Raji sin transfectar, revelados contra Tspan33 enddgena y las proteinas indicadas.



DISCUSION

Expresion de Tspan33 en células B

Las caracteristicas fenotipicas de las subpoblaciones de células B han sido estudiadas
por muchos, con el fin de encontrar marcadores novedosos que proporcionen informacion
inédita acerca de la fisiologia y ontogenia normal de los linfocitos B. En una primera
instancia, en este trabajo se describi6 la expresion de la Tspan33 en las subpoblaciones de
células B, encontradas de manera normal en sangre periférica de donadores sanos. En un
principio, la hipdtesis era que la Tspan33 podria identificar una subpoblacién de células B
distinta a las ya reportadas. Aunque no se encontrd una poblacion claramente positiva, las
células B, en las etapas tempranas y tardias de diferenciacién, expresan Tspan33. Reportes
previos muestran que la expresion de la Tspan33 es inducida tras la activacion de las
células B [38], por lo tanto, proponemos que, después de la activacién, las células B

mantienen la expresion de Tspan33.

Las tetraspaninas del grupo 3, incluyendo a la Tspan33, tienen distintos patrones de
expresion pero presentan redundancia en sus funciones. ADAM10 requiere de la expresion
de una de estas tetraspaninas para su maduracion y su expresion en la superficie celular [87,
88]. ADAM10 es una enzima transmembranal que corta una gran variedad de proteinas
(sheddase) y es expresada ubicuamente [133]. Nuestros resultados sugieren que la alta
expresion de ADAM10 es consecuencia de la expresion de la Tspan33 y otras tetraspaninas
del grupo 3 en las células B, la identidad de estas tetraspaninas se desconoce, sin embargo,
se ha reportado la presencia de Tspan5, Tspanl4 y Tspanl? en las células B[153], lo cual

estd concordancia con lo que encontramos en las células Raji (Figura 10). Sin embargo,
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recientemente se ha observado que cada tetraspanina de este grupo favorece el corte, por
ADAM10, de un sustrato especifico [134-136] (Tabla 2). La Tspan33 permite el corte de
APP, GPVI [134, 135] y receptores Notch [131, 135]. Como consecuencia, la Tspan33
podria regular el corte por ADAM10 de otros sustratos presentes en la membrana de las
celulas B transicionales y de las células B activadas y de memoria; p. ej. CD23 [160, 161],
CD30 [162], CD44 [163], TACI [164] y TIM-2 [165]. Sin embargo, esto no descarta la

participacion de otras tetraspaninas y permanece sin ser evaluado.

Resulta de interés particular la expresion encontrada en las células B transicionales de
humano y en las T2 en el bazo de ratén. Las células B transicionales pueden originar
celulas B de zona marginal (MZ) cuando Notch2, presente en la célula B, encuentra a su
ligando DL1 (Delta-like 1). DL1 se encuentra presente en compartimentos vasculares del
bazo y la zona marginal [22, 25, 30, 138, 166]. Los resultados obtenidos en el presente
trabajo sugieren que la Tspan33, al permitir la localizacion de ADAM10 en la superficie
celular, es importante para el desarrollo de las células B de MZ. Aunque los reportes
anteriores no encontraron evidencias de la importancia de la Tspan33 en el desarrollo de las
células B de MZ [88, 129], esto pudo haber sido pasado por alto debido a que las células B
de MZ representan una proporcion pequefia todas las células B y también por la
redundancia entre las tetraspaninas del grupo 3 (TspanC8) [87, 88]. Si esta hipotesis es
correcta, la deficiencia en la Tspan33 (y dada su restringido patron de expresion) resultaria
en una disminucion de las células B de MZ, aunque nunca al nivel observado en el raton

deficiente de ADAM10 [138, 141].

En estudios anteriores se demostré la presencia del mMRNA de la Tspan33 en las celulas
B murinas activadas a partir de las 12 horas [38]. En otros trabajos, se activaron
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macrdofagos con LPS y se encontrd al mensajero a las 2 horas y a la proteina a las 4 horas
post-activacion [167]. Nosotros encontramos a la proteina en la superficie de la célula B
con citometria de flujo a las 8 horas post-activacion, por lo que sugerimos que la expresion

de la Tspan33 puede ser utilizada como un marcador temprano de activacion.

Varias tetraspaninas se han propuesto como blancos terapéuticos para distintas
enfermedades. Un anticuerpo que reconoce a la tetraspanina CD37 se utiliza como
tratamiento para malignidades de células B (revisado en [168]). Conociendo que la
Tspan33 se expresa en las células de linfoma de Hodgkin, el linfoma difuso de las células B
grandes, la artritis reumatoide y el lupus eritematoso sistémico [38], la Tspan33 podria
servir como blanco terapéutico, dada su baja expresion en las células B normales. Ademas,
las células B activadas se han reportado en el lupus [169]. Nuestros datos indican que la
expresion de la Tspan33 es inducida de manera temprana en las celulas B activadas,
sugiriendo que puede ser usada para dirigir un tratamiento hacia las células B patogénicas

que participan en el curso de estas enfermedades.

En resumen, la Tspan33 esta expresada antes de la maduracion de los linfocitos B y
después de su activacion, interesantemente ambos eventos implican la activacion celular lo
que refuerza el concepto de que la Tspan33 es un marcador de linfocitos B activados. La
expresion de Tspan33 no se correlaciona con aquella de ADAM10, pero la expresion
simultanea de éstas es importante para el procesamiento de los sustratos de ADAM10. La
Tspan33 puede convertirse en un blanco terapéutico dado su baja expresion en células B en

reposo.
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Expresién en Monocitos

Los monocitos son células mononucleadas y fagociticas encontradas en sangre
periférica. Son reclutados al tejido durante un proceso inflamatorio, donde se convierten en
macrofagos (revisado en [170]). Nosotros encontramos expresion de la Tspan33 en los
monocitos de sangre periférica en estado basal. Ademas de la expresion de la Tspan33, los
receptores de Notch han sido reportados en los monocitos, promoviendo la apoptosis de
estas células cuando se encuentran al ligando DL-1 [171]. Por lo que, durante este proceso,
es posible que la Tspan33 esté promoviendo el corte de los receptores a través de
ADAMLI0, lo que conllevaria a la apoptosis de los monocitos. Esta hipotesis debe de ser
revisada, por las posibles implicaciones de una posible terapia contra la Tspan33, como fue

mencionado anteriormente.

Funcién de Tspan33 en células B

Muchas tetraspaninas han resultado importantes para la proliferacion celular. Debido a
esto, y a los reportes de la relacion de la Tspan33 y la via de Notch, nuestra hipétesis inicial
era que esta proteina era importante para la proliferacion de las células. Los resultados, de
los diferentes ensayos realizados con anticuerpos para el entrecruzamiento de Tspan33 y
con células que sobreexpresan a la Tspan33 no mostraron indicios de la participacion de la

Tspan33 en la proliferacion de las células B.

Presencia de la Tspan33 en microvellosidades

Las células Raji expresan Tspan33 de manera constitutiva, y esta se encuentra en la
membrana celular; ahi, se encuentra asociada a ADAM10 y no se encuentra en las
microvellosidades. Sin embargo, la sobreexpresion de la Tspan33 promueve la presencia de

ella misma en microvellosidades. Existe la posibilidad que la proteina de fusion utilizada

78



para sobreexpresar la Tspan33 sobrepasa la cantidad de ADAMI10 y la Tspan33-GFP
“libre” se dirija a las microvellosidades, originando redes de tetraspaninas con otras
proteinas desconocidas hasta el momento o relocalizandolas hacia estas protrusiones

celulares.

Otra posibilidad se explica con el efecto que tendria el colesterol en la interaccion de la
tetraspanina con su proteina acompafiante, como se ha descrito recientemente para CD81
[45]. Bajo esta hipotesis, debido a la presencia del colesterol y de las balsas de lipidos en
microvellosidades de células B [92], las tetraspaninas en las microvellosidades estarian en
su configuracion cerrada, no permitiendo la asociacion con su proteina acompafante.
Aungue no se ha demostrado la regulacién del colesterol en la Tspan33, se sugiere debido a
la presencia de residuos polares conservados en las tetraspaninas [45]. En este contexto, la

Tspan33 estaria ejerciendo alguna funcién desconocida en las microvellosidades.

Las tetraspaninas, aunque con papeles diferentes, son importantes para la morfogénesis
de microvellos encontrados en diferentes células [95]. Ademas, en las células B, las
microvellosidades son promovidas durante la activacion con rhiL-4 y anti-CD40 [92], los
mismos estimulos que aumentan la expresion de la Tspan33. Aunque no se descarta que la
localizacion de la proteina de fusion sea un artefacto, nuestros resultados sugieren que la
Tspan33 promueve la aparicién de nuevas microvellosidades, lo que ocurre con otras
tetraspaninas como CD81 [95], CD9 [96] y CD151 [97]. Curiosamente, en estos casos, las
tetraspaninas tienen una conexion con el citoesqueleto de actina [96, 97, 172]. Sin embargo,

esto permanece por ser probado en el caso de la Tspan33.
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CONCLUSIONES

En conclusion, la Tspan33 se expresa durante la maduracion y durante la activacion de

las células B.

La expresion de la Tspan33 no correlaciona con aquella de ADAMI0, pero la expresion

simultanea puede ser importante para el procesamiento de los sustratos de ADAM10.

La sobreexpresion de la Tspan33 no afecta la proliferacion de las células Raji. De igual
forma, la estimulacion con anticuerpos anti-Tspan33 no induce cambios observables en la

proliferacion.

La Tspan33 se encuentra localizada en las microvellosidades de las células Raji cuando

es sobreexpresada, sin embargo, de manera basal se encuentra fuera de estas regiones.
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PERSPECTIVAS

Evaluar los niveles de expresion de Tspan33 en enfermedades autoinmunes y
malignidades de células B, ya que, debido a sus niveles bajos en las células B en reposo, la

Tspan33 podria ser utilizada como un blanco terapéutico.

Medir los niveles de células B de zona marginal, asi como la funcion de éstos, en los

ratones deficientes de Tspan33.

Valorar la respuesta de anticuerpos, la activacion de células B y la densidad de las

microvellosidades en ratones deficientes de Tspan33.

Examinar los niveles de Tspan33 en las subpoblaciones de células B en 6rganos
linfoides secundarios informaria de la funcién de la Tspan33 durante la activacion de las

células B in vivo.

Evaluar los niveles de las tetraspaninas TspanC8 durante el proceso de diferenciacion
de las células B con el fin de determinar el efecto redundante ante una deficiencia de

Tspan33.

Determinar el efecto de los anticuerpos anti-Tspan33 durante la activacion de la via de

Notch en las células que expresan Tspan33.
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