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Introduccion

1. ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS T CD4* NAIVE

Un linfocito T (LT) en reposo o naive es activado cuando reconoce el antigeno peptidico para el
que es especifico. Dicho antigeno estd unido a una molécula del Sistema principal de
Histocompatibilidad (MHC, Mayor histocompatibility complex) en la superficie de la célula
presentadora de antigeno (APC), que suele ser una célula dendritica. El reconocimiento del
complejo MHC-péptido antigénico (MHC-p) especifico lo realiza el linfocito a través del llamado
TCR o receptor de las células T. Esta molécula tiene una estructura altamente relacionada con
la de los anticuerpos (Ac) (1) y esta intimamente relacionado con el co-receptor CD4 (2). La
sefal de unién del TCR con el complejo MHC-p es transmitida al interior de la célula por el
complejo CD3 y amplificada por la union del co-receptor CD4 al MHC de clase 1l (3). Esto es lo
que se considera la 12 Sefal. Pero debido a que la afinidad de un TCR individual por su
complejo MHC-p especifico es relativamente baja, solo puede lograrse una unién entre ambas
células suficientemente estable como para activar al linfocito T naive mediante la interaccion de
pares complementarios de moléculas denominadas accesorias. Estas parejas estan formadas
por moléculas expresadas en la superficie del LT, ej. CD28, que a través de su union a sus
contra-receptores expresados en la superficie de la APC, ej. B7, proporcionan la denominada
22 sefal (4, 5) (Fig. I.1.). Otras parejas de receptores accesorios son: Lymphocyte Function
Associated-1(LFA-1)/Interacting Cell Adhesion Molecule-1(ICAM-1), CD2/LFA-3, etc. Entonces
se produce la uniéon de ambas células que se prolonga durante horas, formando una estructura
denominada sinapsis inmunitaria. El resultado es la proliferacion de los LT (expansion clonal)
diferenciandose a células efectoras que activaran macrofagos (respuesta Th1) o estimularan la
produccién de anticuerpos por las células B (respuesta Th2). Si se bloquea la 22 sefial, dejando
la 18, se produce una falta total de estimulacion del linfocito ante una nueva presentacién del

antigeno, fendmeno llamado anergia.

1o /43 A Figura 1.1. La activacion
@ ) de las células T CD4"

naive requiere dos
sefiales independientes.
La unién del complejo MHC-
p especifico por el receptor
TCR y el co-receptor CD4
transmiten la sefial a la
célua T de que ha
encontrado un antigeno
(sefial 1). La activacion de
las células T naive requiere
de una segunda sefal, la
sefial co-estimuladora, que
ha de ser proporcionada por
la misma APC. Figura
tomada de Janeway et al.
1997, Immuno Biology, 3"
edition, chapter 7.

APC MHC class |l
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La produccién de los LT efectores no se inicia en el lugar donde el patégeno primero establece
un foco de infeccion, sino que ocurre en los tejidos linfoides periféricos, como los ganglios
linfaticos, a los cuales los patégenos o sus productos son transportados por la linfa o las DC
(Fig. 1.2.). Una vez un LT naive ha completado su diferenciacién a células efectoras abandonan
estos drganos y pasan a la circulacidon sanguinea para llegar al lugar de infeccion (6). En su
camino las células son guiadas por los cambios en el tipo de moléculas de adhesion que se
produce en la pared de los vasos del lugar de infeccién y por factores quimiotacticos locales.
Por su parte, el patron de receptores expresados por los linfocitos efectores también ha variado
respecto al de las células naive, aumentando los niveles de moléculas de adhesion como LFA-
1y CD2, facilitando su unién a las células diana.

Existe otro tipo de linfocitos que expresan el co-receptor CD8, en lugar del CD4. Estos linfocitos
son activados y se diferencian a células efectoras de forma similar a los CD4" pero reconocen
péptidos especificos unidos a moléculas MHC de clase I. Cuando se han convertido en LT
efectores se unen a las células diana (ej. cualquier célula infectada por virus) y producen la

destruccion directa de éstas, por ello también se denominan citotoxicos (7, 8).

Figura 1.2. Las células T naive encuentran el antigeno especifico durante su circulacién por los
organos linfoides periféricos. Las células T naive circulan por los érganos linfoides periféricos, como
los ganglios linfaticos mostrados aqui, entrando a través de las vénulas endoteliales al cortex del
ganglio donde encuentran muchas APC (células dendriticas y macroéfagos). Las células T que no
encuentran su antigeno especifico (verdes) dejan los ganglios a través de los vasos linfaticos volviendo
de forma eventual a la circulacion. Las células T que encuentran el antigeno (azul) presentado por la
APC son activados y proliferan y se diferencian a células efectoras. Una vez todo el proceso se ha
completado estas células armadas efectoras también de;'an el ganglio linfatico hacia la circulacion.
Figura tomada de Janeway et al., 1997, Immuno Biology, 3" edition, chapter 7.

2. TCR

El TCR es un complejo multimérico compuesto por una cadena o y una cadena (3. Existe una
poblacion minoritaria de células denominada vyé6 en la que el TCR esta compuesto por una
cadena y y una cadena §. Estas cadenas pertenecen a la superfamilia (SF) de las
inmunoglobulinas (Ig) y tienen un dominio amino-terminal variable (V), encargado de reconocer
el complejo MHC-p, y una dominio carboxi-terminal constante (C). Las cadenas aff 0 y5 estan
unidas de forma no covalente con las cadenas del CD3 y,8y¢ y la cadena (, que tienen

capacidad de transducir sefiales al interior de la célula (3, 9) (Fig. 1.3.).
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Figura 1.3. Estructura del receptor
de las células T (TCR). El TCR es
un heterodimero formado por una
cadena o y una cadena f, que
reconoce y se une al complejo MHC-
p, pero que no tiene capacidad de
sefalizar hacia el interior de la
célula. Para ello el TCR esta unido a
otras cadenas, el complejo CD3
(formado por dos cadenas g, una
cadena 8 y una cadena y) y el
homodimero formado por dos
cadenas (. Cada cadena del
complejo CD3 tiene un ITAM y cada
cadena ( tiene tres ITAM. La region
transmembrana de cada cadena
tiene una carga neta positiva (+) o
negativa (-) de forma que la carga
final del complejo TCR completo
g & esta compensada. Figura tomada de
’ Janeway et al.,1997, Immuno
signaling Biology, 3" edition, chapter 4.

Es conocido que tirosincinasas (PTKs, Protein Tyrosin kinases) de la familia de Src, Syk y Tec
se asociadan a CD3, la cadena ( y el co-receptor CD4. La PTK Lck de la familia de las Src esta
asociada al receptor CD4 (al CD8 en las células T citotdxicas) y probablemente tras la
activacion del TCR es la cinasa responsable de la fosforilacion de las tirosinas del motivo ITAM
(Inmunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) presentes de forma Unica en las cadenas
v, 0y € del CD3 y de forma triple en la cadena ¢ del TCR (Fig. 1.4.). Una vez los ITAM estan
fosforilados se les puede unir la cinasa ZAP-70 (zeta Chain associated protein 70), de la familia
de las Syk, a través de sus dominios SH2 (Src homology 2). La cinasa asi unida se convierte
entonces en activa tras ser fosforilada por Lck y Fyn (otra PTK de la familia Src), y se inicia una
cascada de fosforilacion de diferentes sustratos entre los que se encuentran SLP-76 (SH2
containing leukocyte protein of 76 kDa) y LAT (Linker for Activation of T cell) (10). La
fosforilacién de LAT, una proteina integral de membrana asociada a los lipidos de los rafts,
crea sitios de union para proteinas con dominios SH2. Proteinas como PLC-y1 (phospholipase
C-y1), Grb2, Grap y Gads se unen a LAT fosforilada (11). SLP-76 también es reclutado a todo
este complejo por su unién al dominio SH3 de Gads (12). A su vez a SLP-76 se puede unir otra
serie de proteinas como PLC-y1 (13), Vav (14), Nck, Itk (15). Asi en la activacion de PLC-y1
hay una implicacién de LAT y SLP-76. La PLC-y1 inicia una cascada que lleva al aumento de
calcio intracelular y la produccion de DAG (diacylglycerol), la cual a su vez se une a proteinas
sefalizadoras implicadas en la activacion del linfocito como miembros de la familia de PKC
(protein Kinase C), PKD, y la via del Ras (9). Otra importante via activada por la union del TCR
es la via de PI3K (Phosphatydil Inositide 3 kinase). Los productos de esta via se unen a
dominios PH (plextrin homology) e inducen re-localizacién de proteinas definiendo areas en la

membrana donde la activacion puede ocurrir. También activan miembros de la familia de las
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PKB, implicados en el ciclo celular y la supervivencia de la célula, y PDK1 (phosphoinositide
dependent protein kinase), implicada en el control del crecimiento celular (9).

Como se concluye de esta secuencia, las proteinas adaptadoras son elementos basicos en el
proceso de activacion celular. Estas proteinas tienen dominios modulares que les permiten
mediar interacciones tanto proteina-proteina como lipidos-proteina. Aunque ellas no tienen
actividad enzimatica intrinseca, son responsables de colocar las moléculas efectoras cerca de
sus dianas. Como estas asociaciones fueron inicialmente descritas en estudios de co-
inmunoprecipitacion, poco se conoce sobre el inicio, maduracién, dinamica y estequiometria de
estos complejos. Lo que si se conoce es que son importantes para transmitir la informacion
desde la membrana de las células T hasta el nucleo y producir el cambio en la transcripcién de

los genes que permiten a la célula realizar sus funciones efectoras (16).
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Figura 1.4: Esquema de las vias de sefalizaciéon durante la activacion de la célula. Kennedy et
al., 1999, Cell Calcium., 26:227-35.

Por tanto la activacion de las células T por las APC resulta en la rapida activacion de cascadas
de sefalizacion intracelular que llevan a una variedad de respuestas biolégicas como la
proliferacion celular, la diferenciacién, la anergia e incluso la muerte celular. EI mecanismo
exacto por el que se produce una respuesta celular y no otra todavia esta en estudio. Trabajos
recientes sugieren que la redundancia en los dominios ITAMs junto a la variacion en sus
patrones de fosforilacion puedan resultar en la diferente amplificacion de las sefales y por tanto

en diferentes respuestas celulares. Estos dominios denominados ITAMs poseen dos tirosinas
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(Tyr) susceptibles de ser fosforiladas las cuales estan separadas por 9-11 aa (YXX(L/)Xe.
g YXX(L/)). En las células en reposo la cadena ¢ del TCR se encuentra no fosforilada, con un
peso de 16 kDa, o mono fosforilada, pesando entonces 21 kDa. Tras la activacion de la célula
aparece una tercera especie de 23 kDa, que esta doblemente fosforilada, manteniéndose la de
21 kDa y desapareciendo la de 16 kDa (17). Se ha sugerido que existe una jerarquia de
fosforilacién de las Tyr dando un patrén que depende de la naturaleza del ligando del TCR, ya
que agonistas parciales inducen una fosforilacion sustancialmente diferente de los agonistas
fuertes (18).

En resumen, la activacion de las células T se ha de ver como un proceso que a través del
contacto con otra célula, perturba el sutil equilibrio de fosforilacion-defosforilacion preexistente
y que lleva a la activacidon de cinasas de tirosinas presentes en el citosol, las cuales a su vez

activan otras proteinas (9).

3. SINAPSIS INMUNITARIA.

3.1. Estructura

Varios estudios basados en la imagen han establecido que cuando una célula T reconoce el
MHC-p especifico en la APC, ambas sufren una reorganizacion de las moléculas de su
membrana en una estructura llamada Complejo supramolecular de activacion (SMAC, Supra
Molecular Activation Cluster) y la zona de contacto entre las dos células se denomina entonces
sinapsis inmunitaria (SI) (19, 20).

El primer contacto entre el TCR y el complejo MHC-p especifico se produce en la zona mas
periférica de la Sl y, a medida que la S| va madurando, se va trasladando al centro. Asi a los
30-45 minutos la Sl ya es madura y se pueden diferenciar dos zonas: una zona central (c) o
cSMAC, enriquecida en el complejo CD3/TCR y otras moléculas sefializadoras, como CD28 y
Lck, y una zona periférica (p) o pPSMAC, que contiene moléculas mas implicadas en la adhesién
como LFA-1 y talin (Fig. 1.5.) (19). Los componentes de la APC también estan integrados en
esta estructura, asi en el cSMAC se localiza el complejo MHC-p y en el pSMAC ICAM-1.
Modelos matematicos han permitido predecir las dimensiones de la Sl, y han determinado que
el cSMAC mide unos 15nm de ancho, que corresponde al espacio que ocupa la union del TCR
al MHC-péptido, y por tanto solamente se pueden incluir aqui aquellas parejas ligando/receptor
que no superen estas dimensiones. Por otro lado, el pSMAC mediria 42 nm, como la
interaccion ICAM1/ LFA1 (21, 22).

El hecho que la sefalizacién mediada por la movilizacion de calcio (23) y la activacion de
proteinas cinasas (24) preceda a la segregacion del SMAC, permite diferenciar dos fases en la
formacién de la Sl, una fase de corta duracién y alta fluidez denominada inmadura, seguida de

una segunda fase caracterizada por la formacién del cSMAC y pSMAC denominada madura.
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La exacta funcion de la Sl en la activacion de las células T no esta aun bien comprendida y
probablemente depende del contexto fisioldgico en que ésta se forme. A pesar de no ser
necesaria para las sefiales iniciales del TCR si ha demostrado ser importante para la induccion
de la proliferacion de las células T, produccién de citocinas, seleccion negativa de los timocitos

y liberacién de granulos liticos (25).
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Figura I.5. Esquema de una Sl madura. A, Imagen esquematica mostrando una seleccién de las
parejas receptor/ligando implicadas en el reconocimiento de las células T. EI complejo MHC-p
especifico se muestra en rojo, las moléculas activadoras y co-estimuladoras se muestran en azul,
las moléculas inhibidoras en amarillo, y las moléculas que no contribuyen a la sefializaciéon en gris.
La fleha indica las sefiales que llevaran a la activacion de la célula. B, Imagen que muestra la
caracteristica morfologia en “ojo de buey ” de la organizacion molecular del SMAC, el cSMAC en
amarillo, el anillo del pPSMAC en verde y la regién distal (dISMAC) en gris. También se muestran las
parejas moleculares que estan enriquecidas en cada regién: CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte antigen
4); ICAM1; LFA1; PI3K; SHP2,(SRC homology 2-domain-containing protein tyrosine phosphatase 2);
TCR; ZAP70, * CD45 entra en el cSMAC en fases tempranas. Huppa et al., 2003, Nature Reviews
immunology, 12: 973-83.

3.2. Unién TCR/MHC-péptido especifico

El TCR interacciona con el MHC-p especifico con una muy alta especificidad pero
sorprendentemente con una afinidad muy baja, a pesar de ello hay estudios que demuestran
que las células T pueden ser muy sensibles a la presencia del antigeno. Asi se han visto
respuestas de movilizacion de calcio a tan s6lo 1 complejo MHC-p agonista. También se ha
visto la formacién de una Sl con tan sélo 10 complejos MHC-p agonistas, aunque para ello es
necesaria la presencia de CD4, ya que en su ausencia se requiere una cantidad
significativamente mayor de complejos (26). Por el contrario, en un trabajo anterior se habian
estimado que eran necesarios unos 100 contactos para la correcta activacion de las células T

(27). Una explicacion a estas diferencias puede ser la diferente sensibilidad de las técnicas
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utilizadas. Otro trabajo demuestra que la presencia de altas dosis de ligandos de muy baja
afinidad (como p.e. péptidos propios) es capaz de sinergiar con bajas concentraciones de
péptidos agonistas y estimular la activacion de las células T (28).

Una vez los TCR son activados, son internalizados de forma que hay un constante recambio de
los TCR de la superficie, lo que permite que la célula reciba un estimulo continuo (29). Aunque
existen pocos trabajos sobre las bases moleculares del proceso de activacion e internalizacion
del TCR, se han descrito dos posibles modelos. Unos trabajos describen que un MHC-p
especifico puede unir diferentes TCRs, produciendo su activancion, entonces los TCRs
activados son internalizados y otros libres ocupan esos lugares (30) (modelo secuencial) (Fig.
1.6B.). Otros trabajos describen que un TCR que ha unido un MHC-p especifico provoca el
reclutamiento de otros TCRs, que son de esta manera activados. En este modelo la
internalizacion del TCR afecta tanto a los TCRs que han unido el MHC-p como no, sugiriendo
una asociacion entre los diferentes TCRs en la superficie de la célula (31) (modelo en paralelo)
(Fig. I.6A.). En ambos caso los TCRs internalizados son degradados en las vesiculas
lisosomales (32).
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Figura | 6. Modelos de internalizacion del TCR. A, Modelo de activacion en paralelo. Trabajos sobre
la internalizacién del TCR sugieren que multiples TCRs son ocupados a diferentes tiempos por cada
complejo MHC-p. En este modelo los TCRs activados se sitian en una zona central y otros TCRs son
activados en paralelo al ser incorporados a estas estructuras organizadas (cluster). El cluster de TCRs
es degradado en bloque cuando la célula T y la APC se separan (33). B, Modelo en serie. Se produce
una rapida dispersion de TCRs activados sin la incorporacién a clusters. Asi los complejos MHC-p
pueden unir otros TCR produciéndose una activacion de los diferentes TCRs de forma seriada. La
estrella simboliza el estimulo. Dustin et al., 2000, Nature Immunology, 1:23-29.
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Por otro lado es controvertida la importancia de la duracién del contacto entre la célula T y la
APC. Un trabajo reciente sugiere que la sefalizacion a través del TCR debe ser necesaria sélo
en los estadios tempranos de la activacion de la célula T naive y que un contacto de unas 2
horas es suficiente para activar la célula T (24). Apoyando esta hipétesis esta el hecho de que
las células T internalizan hasta un 90% de los TCR de superficie en los primeros 30-60 min de
contacto (34, 35). Pero la descripcion de que a pesar de la rapida internalizacién del TCR
todavia se detectan sefiales dependientes de su actividad hasta 10 h después de la formacion
del contacto celular, sugiere que la sefializacion constante a través del TCR es importante
hasta etapas avanzadas de la formacion de la Sl. Incluso se ha observado que el bloqueo de la
interaccion del TCR con su ligando, incluso horas después de iniciado el contacto, produce la
rapida disolucién de la Sl y pérdida de su efecto potencial (36). También se ha descrito que
contactos prolongados tienen un efecto acumulativo sobre la capacidad proliferativa de la
célula T (29), y que la duracion de los contactos, en presencia de las citocinas adecuadas,
modulan la polarizaciéon de la célula a respuesta Th1 (contactos cortos) o Th2 (contactos
largos) (37). En conjunto estos datos indican que es necesaria una constante estimulacién

antigénica para mantener la integridad de la Sl y la completa activacion de la célula T.

3.3. Formacion del senalosoma

Cuando la célula T naive reconoce un MHC-p especifico en la APC se produce la activacion de
la célula, lo cual se traduce en el inicio de la cascada de sefializacion del TCR (ver apartado 2.
TCR) a la vez que las moléculas se van organizando formando la estructura llamada SMAC.
Por lo tanto a lo largo de este proceso el TCR, que se encuentra acumulado preferentemente
en la zona periférica del contacto donde también se detecta la fosforilacion de Lck y ZAP-70, se
va desplazando hacia el centro. Esto sugiere que la transduccion de senales se inicia en las
pequefas zonas periféricas y ricas en TCRs antes de la formacion de la S| madura (24). Datos
posteriores (38) han demostrado que la activaciéon de Lck requiere la estimulacion tanto de
CD4, responsable de su atraccion a la Sl, como de CD28, pues mantiene la fosforilacién de
Lck. Mas estudios sobre la regulacion de la localizacién y activacién de Lck demuestran, por
técnicas de FRET (Fluorescence resonance energy transfer), que tanto CD4 como Lck son
reclutadas al cSMAC junto al TCR a tiempos tempranos (39). Pero en la SI madura, la mayor
parte del CD4 es relegado a la periferia (23) y parte del Lck también se localiza con él en el
pSMAC (40). Esto sugiere que parte de las moléculas de Lck estan asociadas a CD4, incluso
antes de iniciarse la sefalizacion, y lo siguen fuera del cSMAC. Lck fosforila ZAP-70
convirtiéndola en activa. Esta a su vez fosforila otras moléculas como LAT y SLP-76,
necesarias para la éptima activacion de la célula. Se ha demostrado que ZAP-70 es importante

no solo para la fosforilacion de LAT, sino también para su reclutamiento a la Sl. Por el contrario
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no esta implicada en el reclutamento de CD2 o la exclusién de CD45 o CD43 (41). Esta bien
establecido que la generacion de DAG es responsable de la translocacion a la membrana y la
activacion de miembros de la familia de las PKC, tanto clasicos como nuevos (42, 43). Los
linfocitos T expresan muchos de estos miembros, pero sélo la isoforma PKCO es
selectivamente reclutada a la Sl (44). El analisis del raton knock-out mostré la importancia de
esta proteina en la activacion de AP-1 (activating protein-1), NF-xB (nuclear factor-xB) e
interleucina (IL) -2 en las células T (45). Se ha demostrado que ZAP-70 y la produccion de
DAG via PLC-y1 son responsables del reclutamiento de PKC6 a la Sl (41, 46) y que la
presencia del co-receptor CD28 es también importante para su localizacion en el cSMAC (47).

Ademas de las moléculas ya mencionadas también se ha observado el acimulo de LAT, Grb2,
Gads, SLP-76 y Cbl (48, 49). Todas ellas, a excepcion de SLP-76, sufren una rapida
redistribucién en minutos que sugiere que no participan de las funciones del cSMAC. Aunque el
acumulo de moléculas senalizadoras al lugar de unién del TCR esta bien establecido, el
mecanismo por el que este fendmeno regula la redistribucion de las moléculas que formaran la
S| madura no esta todavia bien caracterizado. La fosfatasa CD45 es reclutada de forma muy
temprana y breve en el cSMAC y posteriormente es segregada a una zona que queda
rodeando al pSMAC denominada SMAC distal (dASMAC). Se ha descrito que CD45 podria
mantener la sensibilidad del TCR al mediar la defosforilacion de Lck, su forma activa. El
reclutamiento de CD45 al cSMAC podria servir para producir una desfosforilacién inicial de
todas las proteinas reclutadas, que pueden llegar alli en diferentes estados de fosforilacion, y
asi prevenir activaciones inespecificas por un exceso de proteinas senalizadoras activadas. En
esta direccion se ha descrito una desfosforilacion de ZAP-70 y CD3 que se correlaciona con la

dinamica de CD45 y produciria una inhibicion de la sefializacion (49).

3.4. Citoesqueleto de actina y microtubulos

Esta ampliamente aceptado que el citoesqueleto de actina esta implicado en la formacion de la
Sl. Esto se basa en estudios en los que la presencia de inhibidores del citoesqueleto, como
citocalasina D, impeden la formaciéon de la Sl (50, 51) o el hecho que mutaciones en proteinas
implicadas en la regulacion del citoesqueleto de actina como Vav, WASP (Wiskott-Aldrich
sindrome protein) o Cdc42 causen patrones aberrantes de Sl (52-54). De hecho la activacion
de la célula T por el contacto con la APC, se acompafia por una reorganizacion dinamica de los
filamentos de actina corticales (55-57). Durante la fase de scaning, en la que la célula T rueda
por la superficie de la APC, la pérdida del contacto se produce por la pérdida de la fuerza de
unién mediada por las moléculas co-estimuladoras. Asi la célula T busca sefales de peligro en
la célula APC, como un aumento de expresién del ligando de CD28 (B7.1 y B7.2), y si no los
encuentra rapidamente pierde el contacto para ir a buscar otra APC. Por el contrario cuando se

detectan estas sefales de peligro el contacto se hace estable y se producen cambios en el

15



Introduccion

citoesqueleto que son inducidos por moléculas co-estimuladoras y no por el TCR, pues se dan

incluso en ausencia de reconocimiento antigénico (58-60) (Fig. 1.7.).
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Figura I.7. Etapa temprana del contacto entre la célula T y la APC. Cambios morfolégicos y
reorganizacién del citoesqueleto de actina. La célula T entra en contacto con la APC y busca
en su superficie sefiales de peligro. Cuando un complejo MHC-p especifico es encontrado se para
o reduce el movimiento y envia las sefales tempranas como es la movilizacién de calcio. Esto es
seguido por importantes cambios morfolégicos, los cuales dependen del citoesqueleto de actina.
En este punto se produce una activa polimerizacion del citoesqueleto de actina produciéndose un
aumento de la zona de contacto entre la célula T y la APC. Finalmente la célula T se redondea y
la zona de contacto se reduce. Esto coincide con la segregacion y de las moléculas que formaran
el SMAC en la Sl madura. Das et al., 2002, Immunol. Rev., 189:123-335.

Recientemente se ha descrito que la interaccion de ICAM-3 con LFA-1 se produce en la fase
mas temprana del contacto, de una forma independiente de antigeno, y esto aportar la fuerza
de adhesion necesaria para el scaning (61). Este contacto es seguido por la unién de CD2 con
LFA-3, permitiendo la aproximacion de las membranas celulares necesaria para la interaccién
del TCR con el MHC-p (62). Ademas las sefiales enviadas por esta interacciéon producen un
cambio en la afinidad de LFA-1 por su ligando que hace que la unién entre las dos células sea
mas fuerte (63). Por tanto las sefiales antigeno independientes mediadas por estas moléculas
promueven sefiales a través de TCR permitiendo los cambios en el citoesqueleto de actina que
estabilizan el contacto entre la célula T y la APC. Las sefiales antigeno dependientes
promovidas por el TCR ocurren en una primera fase con niveles bajos de movilizacién de
calcio, y no se conocen muy bien. Seguidamente se produce un gran aumento del calcio
intracelular y la célula para su scaning y se inicia la organizacién de las moléculas de superficie
que llevara a la formacion de una S| madura con su caracteristica estructura de cSMAC y

pSMAC (60) (Fig. I.5.). Existe un conjunto de moléculas que unen el citoesqueleto de actina a
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las proteinas de membrana. La primera identificada fue Talina, la cual se vio que se localizaba
en la zona pSMAC (64). Otra molécula fue CD2AP (CD2 Adaptor protein), que une CD2 con el
citoesqueleto (65). Las proteinas ERM (ezrin-radixin-moesin) también se han identificado
unidas a proteinas de membrana como CD43, CD44, ICAM-2 (66), ICAM-1 (67), ICAM-3 (68).
Todas estas proteinas son importantes en las primeras fases del contacto de la célula T con la
APC (69, 70). Recientemente se ha descrito que las proteinas ERM son rapidamente
inactivadas por desfosforilacién, post activacién del TCR (1 minuto) a través de la via Vav1-
Rac1. Esto permite la relajacion del citoesqueleto de actina subcortical permitiendo asi que la
célula sea mas flexible y se adapte mejor a la superficie de la APC (71).

Tradicionalmente se ha considerado que los microfilamentos de actina son los componentes
del citoesqueleto mas importantes en la regulacion de la organizacion de la membrana
plasmatica durante la adhesién y sefializacion de la célula T (51). Actualmente existen datos
que apuntan a que la organizacion de los receptores es un proceso complejo y dinamico en el
que otros componentes del citoesqueleto pueden ser importantes. Uno de estos componentes
son los microtubulos (MT). Se ha observado que uno de los cambios que se dan en el
citoesqueleto en las etapas tempranas del contacto de la célula T con la APC es la
reorientacion del MTOC (microtubule organizing center) hacia la zona de contacto entre las dos
células (Fig. 1.8.). El papel de esta reorientacion esta todavia en estudio. Se ha descrito que la
orientacion del MTOC, junto a la reorientacién del aparato de Golgi, es necesaria para la
secrecion de IL hacia la APC, sin afectar a las células vecinas (72, 73). Esta secrecién tan
focalizada es sobretodo muy importante para la funcién de las células T citotoxicas sobre la
célula diana. Pero también se ha descrito que parece ser dispensable para la sefializacién
hacia el nucleo y la activacion de la transcripcion de IL-2 (74). Por el contrario se ha visto que la
reorganizacion del citoesqueleto de MT contribuye a la maduracion de la Sl (23, 50) y que es
necesario que esté intacto para la estabilizacion de la Sl (75).

Por otro lado se ha descrito que tanto ZAP-70 como SLP-76 son necesarias para que se
produzca esta reorientacién del MTOC y que ésta es independiente de la movilizacién de
calcio. Esto indica que las sefales inducidas por el TCR, implicadas en los procesos de
transcipcién, son diferentes de las sefiales implicadas en la reorientacion del MTOC (76). Es
conocido que una porcién de los MT estan acetilados y esto se ha relacionado con una
implicacion en la estabilizacion de estructuras intracelulares (77). Un trabajo reciente muestra
que en la Sl se acumulan MT acetilados y describe que tras la activacion del TCR se produce
una primera fase de desacetilacion de los MT que es seguida por una fase mas tardia de
acetilacion (78). El enzima HDACG6 (histone deacetylase 6), con actividad deacetilasa sobre los
MT vy las histonas (79), también se localiza en la Sl. La sobreexpresién de HDACG6 inhibe la
translocaciéon del MTOC asi como la estructura normal de la Sl, indicando que el balance entre
la acetilaciéon/desacetilacion de los MT es necesario, no solo para la polarizacion del MTOC
sino también para una correcta distribucion espacial de CD3 y LFA-1 en la Sl. Estos datos
sugieren que que la construccién de una red de MT esta implicada en el reclutamiento de otras

proteinas sefializadoras a la Sl (78).
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Figura 1.8. Etapa temprana del contacto entre la célula T y la APC. Reorientacion del
MTOC. Cuando el TCR reconoce el complejo MHC-p especifico la célula para su migracion y el
MTOC se reorienta desde el urépodo hacia la Sl. Las moléculas de TCR (amarillo) son
reclutadas en el interior de la Sl y otras moléculas como CD43 son excluidas. Complejos MHC-
p estimulados (rojo) y no estimulados (gris) estan presentes en la S| como se indica. Huppa et
al., 2003, Nature Reviews immunology, 12: 973-83.

En conjunto todos estos datos situan al citoesqueleto de actina mas implicado en el primer
contacto entre las células y la organizacion del citoesqueleto de MT (MTOC), que esta
precedida por la sefalizacion de TCR (fosforilacién y aumento de calcio), mas implicado en la

consolidacion del contacto (80).

3.5. Papel de la co-estimulacién

Las moléculas co-estimuladoras se ha demostrado que son importantes para la formacién,
maduracion y estabilizacion de la Sl y por tanto para la activacién de la célula T (28, 50, 81,
82). Estas moléculas se organizan en la zona de contacto entre la célula T y la APC, formando
una Sl, y esta organizacion es necesaria para que las sefiales que recibe la célula T a través
del TCR se prolonguen en el tiempo lo suficiente para conseguir su activacion (20).

La co-estimulacion inicia un trasporte direccional activo de proteinas y dominios lipidicos
denominados rafts (ver apartado 4. Balsas lipidicas) a la zona de contacto entre las dos células

(50). Este transporte requiere de la participacion del citoesqueleto y se correlaciona con un
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aumento y mantenimiento de la sefalizacion. Un criterio importante de seleccion de qué
elementos son transportados a la Sl, es el tamafo. Asi en la zona central encontrariamos
moléculas como CD2 que interacciona con su ligando (CD58) generando un espacio de 15 nm,

que es el tamafo también creado por la interaccion TCR-MHC-p. En la zona periférica

quedarian moléculas mas grandes como las integrinasy sus ligandos, de la superfamilia de las
Ig (SF-Ig) (83, 84) (Fig. 1.9).
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Figura 1.9. Estructura de la Sl. Izquierda, El patron de uniéon de CD2 y CD58 en un contacto entre
una célula T con una membrana artificial que contiene CD58 (azul) e ICAM-1 (rojo) (65). La cabeza de
flechas indican la zona de union de los respectivos ligandos. Las flechas normales indican la zona de
exclusion de la interaccién de ICAM-1 por ser de dimensiones mayores a los 15 nm que mide la
interaccion de CD2 y CD58. Derecha, Esquema de la posicion de las moléculas en la Sl y su
dimension de entre 40 y 15 nm. El complejo CD3/TCR vy los rafts se localizan en la zona central de 15
nm (19).Dustin, et al., 1999, Science, 283:649-650.

Muchas moléculas han sido descritas como co-estimuladoras, pero CD28 es la mas
caracteristica. La ligacién de CD28, ya sea por su ligando B7 (CD80, CD86) o por Ac, puede
potenciar fuertemente la respuesta del TCR. Se ha descrito que CD28 es un activador
especifico de JNK (c-jun kinase) y del factor de transcripcion NF-kB, pero para ello su
activacion individual no es suficiente y requiere de la activacion del TCR (84). CD28 también
tiene capacidad de reclutar PI3K, el dominio PH de Itk y también de activar Lck. Estas
actividades bioquimicas son compartidas por el TCR, y de aqui el concepto de que CD28
potencia y prolonga la activacién inducida por el TCR.

No todas las moléculas consideradas co-estimuladoras han demostrado ser importantes para la
formacion de la Sl. Asi la participacion de CD28 no esta clara. En contra estan los trabajos de
Dustin y colegas (20, 85) en los que la introduccion de CD80 en una bicapa lipidica plana no
afectaba la formacion de la Sl. Por el contrario, Wilfing y Davis (50) hallaron que Ac
monoclonalis (AcMo) anti-CD80 y anti-CD86 o anti-ICAM-1 impedian la reorganizacion
caracteristica de las moléculas en un SMAC (28) y reducian el nimero de contactos de células
T-APC que mostraban acumulo de cadena ¢ en el cSMAC (23). Asi tanto CD28 como ICAM-1

parecen importantes para la correcta organizacion de la Sl. En este sentido Wetzel y colegas
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(82) demostraron que el bloqueo de la co-estimulacion a través de LFA-1 o CD28, no
solamente alteraba la morfologia de la sinapsis y reducia significantivamente tanto el area
como la cantidad de complejos MHC-p especificos en la SI madura, sino que estas alteraciones
se correlacionaban con una disminucion de la proliferacion de las células T. Todos estos datos
indicaban que las diferencias en la Sl vistas después de 30 minutos de la interaccion célula T y
APC son importantes para las respuestas a largo término de las células T a los antigenos.

La pareja LFA-1/ICAM-1, formada por una integrina y una proteina de la familia de las Ig
respectivamente, ha demostrado su implicacion tanto en procesos de adhesion como de
activacion de las células T. Asi se ha demostrado que a pesar de una alta concentracion de
complejos TCR/MHC-p especificos no se puede compensar un bloqueo de las sefales co-
estimuladoras transmitidas por LFA-1/ICAM-1 (87). Basandose en estos datos el bloqueo de la
interaccion de estas proteinas con péptidos especificos ha sido considerada una buena
candidata para el desarrollo de terapias (88).

Por dltimo, existe otra pareja ligando-receptor que ha desmostrado estar implicada en los
procesos de activacion del LT, es la union de CD2 a CD58. La inhibicidon de esta interaccion
marcadamente afecta al reclutamiento de CD2AP (CD2 adaptor protein) y la exclusién de CD45
de la Sl. En este contexto también se afecta la movilizacion de calcio, la localizacién en el
cSMAC de PKCHO y la produccion de INFy, sin afectarse la sefalizacién temprana del TCR ni la
reorientacion del MTOC. Por lo tanto la interaccién de CD2 con su ligando es importante para
la correcta organizacién de proteinas accesorias y/o sefializadoras formando el SMAC. Y la
organizacion es necesaria para poder reforzar la cascada de senalizacién y no parar la
activacion del TCR (86).

3.6. Inhibiciéon de la senalizacion

Esta bien aceptado que la célula T necesita de una constante estimulacion de la via del TCR
para ser activada completamente (89). En experimentos in vitro se ha visto que hay dos
maneras de conseguir esta estimulacion: formando un contacto estable con la APC (19) o
estableciendo interacciones transitorias y secuenciales con diferentes APC (90). Estos datos
sugieren la existencia de multiples factores participando en la duracién del contacto, como
gradientes de citocinas (91), interaccion de integrinas con la matriz extracelular (92), o la
inmunogenicidad o la densidad de moléculas co-estimuladoras (93, 94). La internalizacion
descrita de los complejos CD3/TCR (30) podria tener importancia en disminuir la sefial del TCR
en el primer estadio pero parece menos importante en conseguir la finalizacion del contacto en
fases tardias, cuando los niveles de expresion del TCR se han recuperado (25). Un candidato a
jugar un papel importante puede ser CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4). CTLA-4
compite con CD28 por su ligando y cuando se une a él inhibe las sefiales del TCR a través del

reclutamiento de SHP2 (SH2 domain containing protein tyrosine phosphatase 2), el cual

20



Introduccion

defosforila CD3 (95). CTLA-4 estd ausente en las células T naive, pero presente en las T
activadas ya que su expresion es promovida por el propio CD28.

En los linfocitos T citotoxicos (CTL) se ha demostrado que cuando finalizan un contacto
antigeno especifico con la célula diana incorporan proteinas de éstas, como MHC de clase |, y
también lipidos (96). El acimulo de estas proteinas y lipidos es reconocido por los otros CTL y
por tanto eliminados. Se ha sugerido que ésto podria ser un mecanismo de auto-regulacién

para parar la respuesta citotdxica (33, 97).

3.7. Modelos de interaccion in vivo e in vitro

El modelo en que una Sl ha de ser estable para corresponder a una respuesta T empezé a
cambiar por observaciones de interacciones LT-DC en geles de colageno de 3 dimensiones
(90). En estas observaciones las células T especificas parecian realizar series de interacciones
transitorias hasta ser activadas. Este modelo se ha llamado “encuentro seriado” y se ha
postulado que la frecuencia de los encuentros pueden ser la clave entre tolerancia o
inmunidad. Posteriores observaciones en células en suspension, sin colageno, pues éste no se
considera un buen modelo para este tipo de estudios (98), mostré que interacciones LT-DC
prolongadas eran necesarias pero no suficentes para la produccion de IL-2 y que LT que
realizaban encuentros seriados también eran capaces de proliferar (99). Otros trabajos
observaban que los contactos con DC maduras eran mas prolongados y se organizaba mejor
una Sl que con DC inmaduras (mas cortos y una Sl mas desestructurada) (100). Estas
observaciones llevaron a hipotetizar que las DC inmaduras podrian inducir tolerancia.

En resumen, in vitro se han observado dos modelos diferentes de activacién de los LT, el
seriado y el continuo, y el punto de unién podria ser las citocinas, pues se ha observado que
ciertas citocinas tienen la capacidad de inhibir interacciones estables a favor de la movilidad
(101).

Gracias a técnicas modernas, como el cultivo de érganos o microscopio de dos fotones, se
pudo demostrar que in vivo las DC antigeno especificas realizaban contactos estables con los
LT. Estos contactos a pesar de ser transitorios durante las primeras 2-8 h, posteriormente se
estabilizaban hasta las 24 h, cuando empezaban a revertir los contactos hasta unas 36 h en
que las células se separaban (102-105). Estas técnicas también permitieron observar que en
ausencia de interaccion antigénica especifica las células T se movian rapidamente y de forma
erratica por la zona T y que las DC realizaban entre 500 y 5000 contactos con LT por hora
(105). Por lo tanto, a pesar de que los LT tengan capacidad de ser activados por contactos
seriados con DC in vitro, las observaciones in vivo apuntan a que es mas probable que se
produzca un “modelo multifasico”, en el que las células T reciban sefales de multiples

contactos cortos antes de formar una interaccion estable (101, 106).
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3.8. Tipos de sinapsis

Una organizacién supramolecular de proteinas ha sido observada en contactos formados por
varios tipos de células inmunitarias, como células T maduras e inmaduras, Natural Killer (NK),
linfocitos B (LB) y DC. Los contactos entre los diferentes tipos de células dan un patron de
organizacion de las proteinas especificas, sensiblemente diferente. El patron hasta aqui
expuesto corresponde al contacto entre un LT CD4" y una APC que puede ser una DC o una B
activada. A continuacion se van a remarcar algunas de las diferencias entre los diferentes

conjugados:

LT CD4" - DC:

Las DC inmaduras capturan el antigeno en la periferia y migran hacia los érganos linfaticos
secundarios. Llegan al drea de LT ya maduras, o sea con una alta capacidad de presentacion
del antigeno debido a su alta expresion de MHC de clase Il. Las DC son las unicas células
capaces de estimular a los linfocitos T naive. Es evidente que el alto grado de expresion de
moléculas co-estimuladoras y de adhesion, entre ellas la recientemente descrita DC-SIGN (DC-
Specific ICAM-3 grabbing nonintegrin) (107), la capacitan para formar estables acumulaciones
de moléculas (clusters) con los linfocitos. Ademas se ha descrito que las DC, a diferencia de
las otras APC, polarizan de forma activa su citoesqueleto de actina, lo cual debe también
favorecer su alta capacidad de activacién de los LT (108). Incluso se ha demostrado la
formacién de Sl entre DC y LT en ausencia de antigeno, sugiriéndose que podria ser un
mecanismo para mantener el pool de células T naive (109, 110), y que estos conjugados

independientes de antigeno son sensibles a la presencia de citocinas, como CXCL12 (111).

LT CD4" efectora - LB:
Una vez las células T CD4" naive han sido activas por las DC migran hacia las zonas entre las

areas T y B, donde entran en contacto con los LB cargados con el antigeno (112). El
reconocimiento especifico por parte del LT del MHC-p en la superficie del LB, promueve la
supervivencia, proliferacion y diferenciacién del LB a célula plasmatica (113). La formacion
entonces de una Sl estable depende de la unién de diferentes receptores a sus ligandos, lo que
aumenta la fuerza de la hasta el momento débil unién del TCR/MHC-p. Un papel importante lo
desarrolla el receptor CD4, el cual reconoce una zona no polimoérfica en el MHC de clase I,
tanto a nivel de sefializacion (ver apartado 2. TCR) como estrechando la separacion entre las
dos células (114). A diferencia con las células T naive, que necesitan un contacto con la APC
de unas 20 horas, las células T activadas responden mucho mas rapido (1 hora) (94). Esto se
puede deber a la conservacion de una organizacion sinaptica preformada preparada para un
futuro encuentro con una APC, haciéndolo mas eficiente y corto en el tiempo. En concordancia
estan los datos observados de una mayor concentracion de GM1 y rafts (ver apartado 4.

Balsas lipidicas, rafts) en estas células respecto a las naive (115). Un trabajo posterior confirmo
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que las células T memoria también organizaban una Sl de forma rapida y presentaban una
mayor proporcion de rafts, asi como la presencia de TCR y CD45 de forma constitutiva en ellos
(116).

CTL efector - Célula diana

Los CTL CD8" efectores juegan un papel importante en la eliminaciéon de células tumorales e
infectadas por virus. La interaccion de un CTL con su célula diana puede dividirse en tres
fases; 1) reconocimiento y contacto, 2) interaccion del TCR con el MHC de clase I-pétido
especifico, 3) induccion de apoptosis de la célula diana via perforina o Fas-L/Fas. El CD8, al
igual que el CD4, también reconoce una zona no polimoérfica en la molécula MHC, pero de
clase |, y tiene un papel tanto co-estimulador como de adhesion (117). Otras moléculas
implicadas en la activacion de los LT CD4", como CD28, LFA-1, CD2, etc, también estan
implicadas en la interaccion entre los CTL y la célula diana (114), pero juegan un papel menos
crucial. Los granulos liticos son rapidamente focalizados hacia la S| quedando primero muy
cerca del MTOC vy posteriormente son guiados, probablemente por MT, a una zona especial en
el cSMAC carente de TCRs (97). El contacto entre la CTL y la célula diana se da durante un
corto periodo de tiempo y a los 5 min del contacto ya se han liberado los granulos liticos. La
muerte de la célula diana se prolonga durante horas pero su irreversible iniciacion solo requiere
unos minutos de contacto entre las dos células (25). Las CTL naive interaccionan con APCs y
entonces son activadas e inducidas a proliferar y convertirse en CTL efectoras. Un trabajo
reciente ha observado que a diferencia del contacto entre las CTL efectoras/célula diana, en el
contacto entre la CTL naive/APC no se desarrolla un SMAC. A pesar de no organizarse un
SMAC, si se ha observarse acumulo de moléculas sefalizadoras, polarizacién del MTOC,
produccién de IL-2, proliferacion y diferenciacion a CTL efectoras. Ello sugiere que para la
activacion de las CTL naive no se requiere un SMAC y que una de las funciones del SMAC en

las CTL seria dirigir la secrecion litica (118).

NK - Célula diana

Las NK estan implicadas en la proteccion temprana contra infecciones e invasién tumoral,

antes del desarrollo de la inmunidad adaptativa. La actividad de las NK citotoxicas no esta
restringida a la presencia de moléculas de MHC y ocurre en ausencia de sensibilizacion previa
(119). El balance final entre las sefiales positivas o negativas proporcionadas por los
receptores de la NK, da la decision final sobre la lisis de la célula diana (120). Al igual que lo
visto para las otras interacciones, la interaccion NK-célula diana también depende de la
expresion de moléculas co-estimuladoras y de adhesién. Asi el hecho que los ratones LFA-1"
no pueden formar conjugados con las NK ha demostrado que LFA-1 es muy importante en este
tipo de interaccién (121). Se ha de tener en cuenta que existen diferentes subtipos de NK con
diferente patron de expresion de moléculas de adhesion y esto puede contribuir a las diferentes

propiedades funcionales observadas para los diferentes subtipos de células NK (122).
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Timocito - Células estromales del timo (CST)

Las dificultades de reproducir ex vivo las condiciones necesarias para la supervivencia de los
timocitos han dificultado su estudio, incluido el de la organizacién supramolecular que se da en
el contacto entre el timocito con la CST. Un trabajo donde se utiliza un sistema de bicapa
lipidica con proteinas MHC e ICAM-1 fluorescentes determin6é que los timocitos inmaduros
doble positivos (DP) forman una sinapsis descentralizada con multiples focos de acumulacion
de MHC con exclusién de ICAM-1. Estos parches proteicos eran moéviles y correlacionaban con
actividad y sefalizacién continuada (123). Otro trabajo utilizando I6bulos timicos fetales de
ratén y técnicas de imagen, pudo describir que la seleccién negativa se corresponde con una
eficiente formacion de los conjugados con un rapido reclutamiento de Lck (124). Ya habia sido
sugerido que la seleccién positiva y negativa podian diferir en la duraciéon y fuerza de la
interaccion entre el timocito y la CST (125). De acuerdo con este modelo la seleccion negativa

seria mas fuerte pero mas corta y la seleccion positiva mas débil pero mas prologada.(124).

4. BALSAS LIPIDICAS (RAFTS)

En la membrana plasmatica de la células existen unos microdominios ricos en esfingolipidos y
colesterol denominados rafts, aunque también han sido denominados GEMs (dominios de
membrana ricos en esfingolipidos), DIGs (dominios ricos en glicolipidos insolubles en
detergentes), o DRMs (membranas resistentes a detergentes) (126, 127) (Fig. 1.10.). Se ha
demostrado que los rafts estan implicados en la sefalizaciéon de la célula tanto a través del
TCR como de otros receptores (receptores de citocinas e interleucinas, etc.) (128). La cara
externa de los dominios lipidicos rafts estda compuesta por colesterol y esfingolipidos, altamente
saturados en sus cadenas acetil, y las fuerzas de atraccién entre ellos favorecen la formacion
de una fase liquida ordenada dentro de la membrana. Asi en la membrana se pueden
diferenciar dos zonas o fases, una ordenada que son los rafts y una desordenada que son las
zonas denominadas no-rafts, formada por esfingolipidos con cadenas acetil insaturadas (129).
La co-localizacion de Lck y LAT con el glicoesfingolipido GM1, residente en rafts, (130) sugeria
la existencia de rafts en la cara interna de la membrana citoplasmatica. Esta es una zona pobre
en esfingolipidos pero su alta composicion en fosfolipidos de cadena saturada sugiere que es
posible la formacién de rafts (131). Recientemente se ha descrito que el colesterol es el
elemento que mantiene unidas las dos caras de los rafts, la externa rica en esfingolipidos, y la
interna, pobre (132).

La capacidad de los rafts lipidicos de segregar receptores proteicos permite crear
compartimentos en la membrana plasmatica donde se acumulan las diferentes proteinas
implicadas en la sefalizacion y de los que se excluye a otras. A pesar de los esfuerzos
realizados la composicion exacta de los rafts aun no ha sido determinada, informaciéon que

seria esencial para comprender tanto su funcionamiento como su funcién en la célula (133).
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Las proteinas localizadas en los rafts pueden ser tanto extracelulares, como intracelulares o de
transmembrana. Las proteinas extracelulares residentes en rafts estan asociadas a
glicofosfatidil inositoles (GPI) (134) y las proteinas intracelulares y transmembrana incluidas en
los rafts estan modificadas con unién a acidos grasos acetilados (135).

Se ha estimado que los rafts representan el 40% de la membrana de las células del sistema
inmune (136). En las células en reposo los rafts aparecen como estructuras submicroscépicas
muy dinamicas, que contienen un alto numero de lipidos y menos proteinas. Estas estructuras

son denominadas rafts elementales (127, 137, 138). Tras la activacion de las células T, los

microdominios lipidicos aumentan de tamafo hasta 100 nm de diametro, dando estructuras
mas estables y frecuentemente unidas al citoesqueleto. Estos rafts son denominados rafts

agrupados (clustered )(130, 139).

A _
T L
YNy L N

B

Out S [ e
L1l L I

In
Lipid raft l
Lipid-lipid interaction
Protein-protein interaction Protain-lipid interaction

Figura 1.10. Modelo de la estructura de los rafts lipidicos y su funciéon en las membranas
biolégicas. A, Los rafts son microdominios de la membrana formados por altas concentraciones de
esfingolipidos (marréon oscuro) y colesterol (rojo) inmersas en un ambiente rico en fosfolipidos (marrén
claro). Los glicolipidos y esfingolipidos son restringidos a la cara externa de la bicapa, mientras el
colesterol y los fosfolipidos estan en las dos caras. Los lipidos de los rafts suelen tener cadenas largas
acetiladas y saturadas (rojo) mientras que los lipidos excluidos de los raft tienen cadenas cortas e
insaturadas (verde) B, Principios del reclutamiento selectivo de las proteinas en rafts. El reclutamiento
de proteinas de membrana en la zona rica en fosfolipidos se produce por interacciones proteina-
proteina. Este proceso en rafts se produce por interacciones de los lipidos de los rafts con los dominios
transmembrana de las proteinas integrales (interacciéon lipido-proteina) o con las modificaciones
lipidicas de las proteinas (interccion lipido-lipido). El reclutamiento de las proteinas del citosol por
interacciones proteina-proteina a través de dominios tipo SH2, SH3 etc. se puede producir tanto en las
zonas rafts como no-rafts. Las proteinas excluidas de los rafts se muestran en amarillo, las incluidas en
azul (proteinas transmembrana), las proteinas ancladas a GPl en naranja y en rosa proteinas
citosolicas acetiladas (como Src, Ras). Alonso et al, 2001, J. of cell Science, 114: 3957.
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La presencia de rafts ha sido descrita como necesaria para una correcta activacion de la célula
T ya que en experimentos en los que se extrae el colesterol de la célula, basico para la
composicion de los rafts, se produce una inhibiciéon de la movilizacion de ca® (140).

Durante la formacion de la Sl se produce una redistribucion de las proteinas en la célula en la
estructura denominada SMAC y una concentracion de rafts en la zona de contacto entre las
dos células (141). Se ha demostrado que el TCR reside en muy baja proporcién en rafts en
células en reposo (142), pero cuando se produce la unién del TCR con el complejo MHC-p para
el que es especifico se produce un aumento de su presencia en ellos (143). Incluso se ha
descrito que en las células T memoria, los TCR estan en rafts de forma constitutiva (116).
Todos estos datos sugieren que un elemento organizador importante del complejo
supramolecular de sefalizacion, son los rafts. En este sentido se ha demostrado que la
activacion del co-receptor CD28 induce la co-localizacién del TCR con los rafts en la Sl y
produce un aumento de la concentracidon de rafts en la célula (81). CD28 no esta de forma
constitutiva en rafts pero tras la activacion de la célula T se segrega a ellos y es entonces
cuando es fosforilado. Esto indica que su segregacién a raffs es muy importante para su
funcion y por lo tanto para la correcta activacién de la célula (144). Otras proteinas
sefializadoras implicadas en las primeras fases de sefializacion del TCR, como Lck, Fyn (145),
LAT (146), PAG (phosphoprotein associated with glycoesphingolipids-enriched domains) (147)
o Cbp (Csk-binding protein) (148) residen constitutivamente en rafts y se ha demostrado que su
segregacion a rafts es también muy importante para su funcion.

La simple presencia del TCR en rafts, donde puede encontrar las moléculas sefializadoras, no
es suficiente para inducir su via de senalizaciéon. Esta clara que la composicion de los rafts
cambia tras la activacion del TCR, pues muchas proteinas sefializadoras requieren de esta
activacion para ser reclutadas, como ZAP-70, Vav, PLCy1 y PKC6 (143, 149). Por el contrario
experimentos con células depleccionadas de colesterol han demostrado que la sefializacion
inducida con AcMo anti-CD3, al menos en las fases iniciales, es independiente de rafts, pero
los estimulos fisiolégicos requieren de la presencia de rafts desde las fases iniciales.

El conjunto de datos aqui expuestos indican que el reclutamiento de moléculas co-
estimuladoras en rafts es muy importante durante la activacion de la célula T (150). Asi los rafts
lipidicos parecen ser mas importantes en mantener y modular, mas que iniciar, la cascada de
sefializacion del TCR facilitando interacciones entre ciertas proteinas y previniendo otras (151).
Ha sido también descrito que el complejo MHC de clase |l-p especifico se concentra en rafts y
que esta concentracion debe ser importante para la activacion de la APC, pues el tratamiento
con MBCD (methyl-p-cyclodextrin), capaz de depleccionar el colesterol de la célula, inhibe la
activacion de ésta (152, 153).

Durante la polarizacién y quimiotaxis de las células T, se produce una reorganizacion de los
rafts. Entonces se pueden diferenciar dos subtipo de rafts, L-rafts (leading rafts), enriquecidos
en el glicoesfingolipido GM3 y receptores de citocinas y situado en la parte frotal de la célula, y

U-rafts (uropod rafts), enriquecidos en GM1 y moléculas de adhesion y localizado en la parte
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posterior de la célula (154). Esta diferente segregacion de rafts ocurre durante la quimiotaxis
inducida por citocinas y depende de la integridad del citoesqueleto de actina (155). El bloqueo
de la segregacion a los L-rafts de los receptores de citocinas inhibe la polarizacién y migracion
de la célula. Asi los rafts también estan implicados en la distribuciéon de los receptores y la
sefializacion en las células en migracion.

Actualmente se cree que en las células en reposo los rafts se estan constantemente formando
y disolviendo y las proteinas residen en ellos de forma transitoria, pero con la activacién de la
célula se induce su estabilizacion generando grandes microdominios lipidicos enriquecidos de

proteinas sefializadoras especificas (151).

5.CD5Y CD6 COMO MOLECULAS CO-ESTIMULADORAS

Tradicionalmente se han considerado moléculas con funciéon co-estimuladora aquellas con
capacidad de aumentar la sefializacion del TCR. El prototipo de molécula co-estimuladora es
CD28. Numerosos estudios han descrito que su activacion, ya sea con AcMo o por la union a
su ligando B7, es capaz de potenciar la proliferacion y la secrecion de IL-2 inducida por la
activacion del TCR en las células T CD4" (84, 156, 157). Recientemente se ha observado que
estas moléculas se acumulan junto al TCR y el MHC formando el denominado SMAC y que
proporcionan la segunda sefal, o sefal co-estimuladora, que es necesaria para la correcta
activacion de la célula T.

Las moléculas CD5 y CD6 tienen capacidad de aumentar los estimulos proliferativos inducidos
por el TCR (158-161), y por tanto han sido consideradas moléculas con funcién co-
estimuladora. La presencia de CD5 en la Sl ha sido recientemente reportada y descrita con
funcion inhibidora sobre las sefales enviadas por el TCR (162). Pero la presencia de CD6 y su
implicacion en la 22 sefial todavia no ha sido estudiada. Estos receptores tienen una alta
homologia tanto en su estructura como en su patréon de expresion. Ambas son glicoproteinas
de membrana tipo | expresadas en linfocitos T maduros, timocitos medulares, un subtipo de
células B llamado B1a y en leucemia linfatica cronica (LLC-B) (163-166). Ademas CD6 también
se expresa en tejido cerebral como la glia basal y el cértex cerebeloso (167). Se ha de destacar
que un interesante trabajo utilizando técnicas de alta sensibilidad, describe la presencia de
CD5 en todas las células B humanas, aunque a muy bajas dosis, e independientemente del
linaje. También demuestra que todas tienen niveles de mRNA parecidos (168). Estos hallazgos
estan en corcondancia con datos anteriores en los que se describia la presencia de bajos
niveles de CD5 en todas las células B murinas (169, 170). Es importante destacar que la
subpoblacion B1a es la responsable de la produccién de auto-anticuerpos polireactivos (171) y
esta expandida en enfermedades autoinmunes (172-174) y procesos linfoproliferativos, como la

LLC-B, los linfomas del manto y la tricoleucemia (175).
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La zona extracelular de ambas proteinas es altamente homdloga y estd compuesta por tres
dominios cuyas caracteristicas las incluyen dentro del grupo B de la SF de los Receptores con
dominios Ricos en Cisteinas tipo Scavenger (Scavenger Receptors Cystein Rich, SRCR) (176-
178). Sus respectivos genes estan situados de forma contigua en el cromosoma 11 humano
(179, 180). Estos datos surgieren la hipotesis de que ambos pueden haberse originado por la
duplicacion de un gen ancestral comun (179) y en consecuencia, podrian tener funciones
similares o interrelacionadas. Es importante destacar que la marcada diferencia encontrada
entre sus respectivas regiones citoplasmaticas (en comparacién con la alta homologia de sus
zonas extracelulares) sugiere vias de sefalizacion bastante diferentes (Fig. 1.11), pero no por
ello se descarta una posible funcién coordinada.

Por todo lo aqui expuesto se deduce que el estudio del receptor linfocitario CD6 se inicia en el
conocimiento del miembro de su familia mas cercano, CD5, pues éste ha sido tradicionalmente

mas estudiado y estos conocimientos pueden ayudar a avanzar en la investigacion sobre CD6.

Figura 1.11. Esquema de la
estructura de CD5 y CD6 y las
secuencias que cumplen el
consenso de unién con
proteinas senalizadoras. Como
se puede observar ambos
receptores poseen tres dominios
extracelulares tipo SRCR y una
region peptidica separadora (que
en el caso de CD5 se situa entre
el dominio SRCR1 y el SRCR2 y
en CD6 entre el dominio SRCR3
y la regiéon trasmembrana). La
region citoplasmatica de CD6 es
mucho mas larga que la de CD5.
Ambas tienen sitios de unién a
CKIl, PKC, CaMK y dominios
SH2. CD5 también presenta un
ITIM-like y un ITAM-like que no
estan presentes en la regién
citoplasmatica de CD6. Este por

! CKIL ST-X-DE or S-K,5)
2 PKCG: ST-X-RK

E‘-_PKC"G""?“R'X‘S , el contrario tiene sitios de union a
3 CaMKPECGA: RXST proteinas con dominios SH3. Vila
4 SH2: VX AL et al, 2000, Immunologia, 19:

§ SH3: XPYD.ZXP 10

6 ITAM: DE-X, ¥-X L1, VXA
7 ITIM: VXYL
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5.1. SUPERFAMILIA DE RECEPTORES CON DOMINIOS RICOS
EN CISTEINA TIPO SCAVENGER

La SF-SRCR es una ancestral familia de proteinas altamente conservadas con representantes
en la mayoria de especies (181). Incluye proteinas leucocitarias, tanto de membrana como
secretadas, involucradas en el desarrollo de las células del sistema inmune y en la regulacion
de las respuestas inmunitarias innatas o especificas (178). Los miembros de esta familia tienen
uno 0 mas dominios ricos en cisteinas de 110 aminiacidos (aa) de longitud, llamado SRCR.
Este dominio fue por primera vez descrito en la zona amino-terminal de receptor Scavenger de
los macroéfagos tipo | (SR-Al) (182). Es por ello importante diferenciar entre los miembros de la
SF-SRCR vy los llamados “receptores Scavenger’, definidos por su capacidad de uniéon a
lipoproteinas de baja densidad modificadas (LDL acetilada o oxidada), y por tanto implicadas
en los procesos de arteriosclerosis (183). Algunos de estos receptores Scavenger poseen a su
vez dominios SRCR y por ello estan incluidos dentro de esta SF (e.g. MARCO SR-Al), por el
contrario otros receptores Scavenger no poseen estos dominios (e.g. SR-All, CD36) y por lo
tanto son excluidos de la SF-SRCR.

La SF-SRCR esta compuesta por mas de 25 miembros organizados en 2 grupos, A o B, segln
sus dominios SRCR tengan 6 u 8 cisteinas y estén codificados por 2 o 1 exones,
respectivamente (181). La posicién de las cisteinas en los dominios SRCR esta bien
conservada y permite la creacion de puentes disulfuro entre ellas. Estos puentes han resultado
ser muy importantes para su estructura, como ha demostrado la estructura cristalografica de

Mac2BP, el inico SRCR cristalizado, y que pertenece al grupo A (184) (Fig. 1.12.).

Grupo A

3 9 el 9 e 9 [c8l

|

| 25 &9 12 |3 30

Grupo B

[o &1 15

Figura 1.12. Esquema de la estructura de los dominios SRCR. Los dominios SRCR del grupo A
contienen 6 cisteinas que realizan puentes disulfuro entre ellas siguiendo el patrén aqui mostrado. Los
dominios SRCR del grupo B tienen 8 cisteinas con el patron de puentes disulfuro mostrado. El puente
disulfuro entre la C1 y C4 es caracteristico del grupo B. Vila, et al., 2000, Inmunilogia, 19:105.
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La funciéon de los dominios SRCR no ha sido descrita aun, a pesar de estar altamente
conservada su estructura entre las diferentes especies. Miembros de esta SF han sido
implicados en el desarrollo del sistema inmune y la regulacién tanto de la inmunidad innata
como de la adaptativa, aunque la funcién exacta de muchos de ellos adn no es conocida. Asi a
pesar de que todos los miembros de la SF comparten estos similares dominios estructurales en

sus zonas extracelular no existe ni una funcién ni un ligando comun para todos ellos

5.2. CD5

5.2.1. Descripcion y estructura

CD5 es una glicoproteina de 67 kDa, que al igual que CD®6, pertenece al grupo B de la SF-
SRCR (177, 178). También se conoce con los nombres de T1, Leu-1 o Tp67 en humanos (185)
y Ly-1 en ratones, aunque se ha clonado en otras especies animales tanto de mamiferos como
anfibios (186, 187).

Su zona extracelular, compuesta por tres dominios SRCR, tiene 350 aa y esta seguida de una
region transmembrana de 27 aa. Su region citoplasmatica consta de 94 aa, esta altamente
conservada entre las diferentes especies (188, 189) y posee motivos de fosforilacidn en tirosina
(Tyr) y serinas (Ser)/treoninas (Thr) compatible con una funcién en la transduccion de sefales
(188, 189).

De los tres dominios SRCR de CD5, denominados SRCR1, SRCR2 y SRCR3, el SRCR1 y el
SRCR3 cumplen perfectamente el consenso de estructura aceptado para el grupo B (178, 181).
El SRCR2 es un dominio atipico ya que solo posee 6 cisteinas (C) que realizan tres puentes
disulfuro, manteniendo el puente entre C1-C4 que es caracteristico del grupo B y esta ausente
en el grupo A (177, 181). Como se ha mencionado CD5 es una proteina altamente glicosilada
tanto en N, localizada en los dominios SRCR1 y SRCR2, como en O, localizada en la region
rica en prolinas y Thr denominada separadora y que se situa entre el SRCR1 y SRCR2 dando

rigidez a esta zona (190, 191).

5.2.2. Regulacién transcripcional

El gen de CD5 no posee caja TATA (marca de inicio de transcripcion), asi que para detectar
posibles secuencias reguladoras de su transcripcion se realizaron experimentos en los que
construcciones conteniendo secuencias a 5’ del gen de CD5 se introducian en esplenocitos
murinos. Estos experimentos detectaron un fragmento de 122 pares de bases (pb), situado de -
2040 a -1919 pb del sitio 5’ de inicio de la transcripcion de CD5, que era suficiente para conferir
inducibilidad sobre la regidon promotora proximal cuando las células eran activadas con
anticuerpos anti-IlgM. Este sitio resulté ser dependiente de NFAT (Nuclear Factor of Activated T

cells) (192). Un sitio idéntico ha sido detectado en el gen humano localizado a —-9,5 kb (193).
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Estudios en ratdn situaron la region promotora de CD5 a -215 pb y en concreto determinaron
un fragmento de 43 pb que incluia sitios de unién para el factor de transcripcion (FT) Ets (194).
El gen de CD5 humano presenta una zona en esa misma localizaciéon con alta homologia a la
del raton (80%) y también incluye sitios potenciales de unién al FT Ets y también cajas E (E-
boxes) (195). De acuerdo con esto se ha visto que los ratones knock-out para Ets-1 tienen
niveles muy reducidos de CD5 (196, 197). También se ha de destacar que ratones deficientes
para algun miembro de la familia hélice-loop-hélice, que se unen a las cajas-E, presenta
reducida la expresion de CD5 y CD4 (198). Un trabajo reciente demuestra que existen dos
sitios activos de union al FT Ets en esta zona y se sugiere una posible contribucion de otros
sitios consenso como Sp1, c-Myb y AP-1-like en la regulacion de CD5 en células T (199). Asi

Ets, junto con otros FT, esta implicado en la expresion tejido especifica de CD5.

5.2.3. Estructura génica

El gen del CD5 humano esta localizado en Cr11g12.2 (200). Ocupa 24,5 kb y contiene 11
exones. A 82 kb a partir del 3’ se localiza el gen del CD6, en una disposicidon cabeza-cola,
idéntica a la encontrada en la estructura génica del ratéon (179). Esto junto con la elevada
similitud existente entre ambas moléculas plantea la hipotesis de un posible origen en la
duplicacién de un gen ancestral comun.

Existe una buena correlacién entre la organizaciéon exoénica y los dominios estructurales de
CD5, de forma que el exén 1 y 2 codifican para el péptido sefial, los exones 3, 5y 6 para cada
uno de los tres dominios SRCR, el exén 4 es el que codifica para el péptido espaciador, la zona
transmembrana esta codificada por el exdn 7 y la intracelular por los exones 8, 9 y 10. El exén
11 es el mas largo y contiene dos sefiales de poliadenilacion que podria explicar la
identificacion de dos especies de mRNA de CD5 (de 2.7 y 3.8 kb) (189, 200).

Se ha identificado por RT-PCR una isoforma de CD5 que carece de region citoplasmatica

aunque tiene zona transmembrana y de la cual se desconoce la funcién (200).

5.2.4. Expresion

Como ya se ha mencionado CD5 esta expresado en células T maduras, teniendo niveles mas
altos las CD4" que las CD8" o la T 5 (201). Los niveles de CD5 de las células aumentan tras
ser estimuladas con esteres de forbol (PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate), AcMo anti-CD3,
o Concanavalin A de forma dependiente de la activacion de PKC, ya que ciclosporina-A y
staurosporine lo inhiben (202, 203). Se ha reportado en sangre periférica de individuos sanos la
presencia de una pequena poblacién de células T CD5™ que es capaz de producir IL-2 y mediar
citolisis. Esta poblacion se ha visto que aumenta tras el trasplante de médula ésea y se
correlaciona con la enfermedad del injerto contra el huésped (EICH) y con el tiempo post-

trasplante (117).
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La expresion de CD5 en timocitos aumenta a medida que maduran, en paralelo con la
expresion de CD3 (204, 205). Se ha descrito que los timocitos DP responden a la unién del
TCR con un aumento de sus niveles de CD5 (206). Un experimento in vitro sugirié que podria
ser una respuesta a ligandos extracelulares, ya que células de linfoma murinas CD4" CD8"
respondian a AcMo anti-CD3, Concanavalin A o ésteres de forbol mas ionomicina con un
marcado aumento de la expresiéon de CD5 (207). Un importante trabajo en ratones Rag"'
muestra como timocitos dobles negativos (DN), a pesar de la no expresion del receptor
antigénico (TCR), expresaban CD5, aunque a niveles bajos. Esta expresion parece depender
de la estimulaciéon via CD3, normalmente expresado en estos ratones Rag'/', pues el
tratamiento con diferentes AcMo anti-CD3 resulté en un aumento proporcional en la expresion
de CD5 y progresion de los timocitos a DP (208). El trabajo confirmo que la expresion de CD5
esta regulada por los niveles del complejo CD3/TCR, la avidez de la union a sus ligandos y la
fuerza de las sefales transducidas. Los niveles de CD5 en las células T periféricas son
menores que la de los SP y se ha sugerido que es debido a la ausencia de los contactos con
los antigenos especificos presentados en el timo (209). Ademas los niveles bajos de CD5 en
las células T se asocian a hipersensivilidad del TCR (209, 210). Por el contrario los niveles
altos de CD5 en los timocitos son mantenidos por la exposicidn crénica a antigenos especificos
y esto se han relacionado con tolerancia, aunque la intervencion directa de CD5 en la induccion
de tolerancia no ha sido demostrada (211, 212).

La ligacion del receptor de las células B (BCR) en esplenocitos B-2 murinos con AcMo anti-IlgM
induce la expresion de CD5. Por el contrario esta induccidon no se observa en la estimulacién
con LPS (lipopolisacaridos), células T colaboradoras o la unién de CD40. De hecho la unién de
CD40 o el tratamiento con IL-4 disminuye el aumento de expresion de CD5 inducido por AcMo
anti-IgM (213, 214). La induccion de CD5 promovida por la ligaciéon de BCR se debe a un
aumento de su transcripcion, como ha demostrado su sensibilidad a actinomicina D y que se
correlacione con acumulos de mRNA de CD5 (215). También se ha demostrado que es un
mecanismo dependiente de NFAT. En concordancia con ello esta el hecho de que NFAT se
encuentra constitutivamente activo en las células B1a y estudios con ratones nock-out para
NFATc1 han puesto de manifiesto que este FT es crucial par la supervivencia de las células
B1a (192).

La reduccion de la expresion de CD5 en la suprficie de los LT se ha observado en infeccies
viricas por Ebstein-Barr (168) o virus de la familia Herpes (216), quiza como un mecanismo del
virus de escapar a la apoptosis. También se ha descrito la escision proteolitica de la superficie
de la célula (191) que genera una forma soluble de CD5, cuyos niveles estan aumentados en
procesos autoinmunes. La internalizacion en vesiculas de endocitosis de CD5 también es un
mecanismo de regulacion de la expresion de esta proteina. Asi se ha demostrado en que la
zona mas proxima a la membrana de CD5 hay dos Thr capaces de regular la internalizacion de
CD5 a través de mecanismos dependientes de fosforilacion via PKC (217), asi como se ha
propuesto que la internalizacion de CD5 también podria estar mediada por vesiculas de clatrina

a través de su asociacion a AP2 (218).
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5.2.5. Funcion

A pesar de ser uno de los primeros antigenos de diferenciacion descritos para los linfocitos, la
funcion ultima de CD5 aun no se conoce. Esta ampliamente aceptado que CD5 esta implicado
en la modulacion de la activacion y diferenciacion de los linfocitos T y B, pero CD5 da
diferentes sefiales dependiendo del tipo celular analizado y su estado madurativo.

Se ha demostrado que en linfocitos T maduros AcMo anti-CD5 son mitogénicos en presencia
de monocitos (219, 220), dosis subdptimas de ésteres de forbol (221), o entrecruzamiento
simulténeo con AcMo anti-CD3 (158, 159) o anti-CD28 (222). Pero la incorporacién de nuevas
tecnologias ha permitido observar que CD5 da sefiales negativas durante la formacion de la Sl
(162) e incluso se han observado fendmenos de hiperrespuesta en células T maduras
deficientes de CD5 (223). En células B tratadas con AcMo anti-IgM mas IL-2 también se ha
descrito que CD5 da sefales co-estimuladoras (224).

El hecho de que se haya demostrado la asociacion fisica de CD5 al receptor antigénico de las
células T (225-227) y B (228), asi como a otros receptores co-estimuladores de la superficie
celular (227, 229, 230), da una base fisica para la capacidad de CD5 de modular directamente
las sefiales del TCR y del BCR e influir sobre la sefializacion de otros receptores.

El estudio con ratones knock-out CD5" ha permitido observar los efectos de la deficiencia de
CD5 en timocitos y células B. En un primer estudio se observé que la poblacién linfocitaria de
estos ratones era normal, comparada con la de los ratones salvajes, y capaz de realizar
respuestas inmunitarias contra antigenos dependientes e independientes de células (169). Por
tanto parecia como si CD5 no fuera necesario para la activacion de la respuesta inmune.
Posteriormente se observé que los timocitos de estos ratones producian una respuesta
exagerada a la estimulacion via CD3/TCR, mostrando un aumento en la proliferacion,
movilizacion de calcio e hiperfosforilacion en Tyr de diferentes proteinas (Vav, p36/LAT, TCRC,
etc.) (231). Estos ratones también mostraron una seleccion anormal de timocitos que
expresaban distintos TCR transgénicos (223, 231). De alguna manera la expresion de CD5
influia en la seleccion de TCR individuales segun sus diferentes avideces por los ligandos. Un
trabajo posterior confirmé que los niveles de CDS durante el desarrollo timico eran
proporcionales a la avidez del TCR, y a su vez los niveles de expresién de CD5 en las células T
maduras eran un reflejo de ello (232). Sorprendentemente un trabajo reciente describe que el
efecto inhibidor sobre las sefiales del TCR por CD5 durante la diferenciaciéon timica es
independiente de la unién a un posible ligando en el estroma timico (233). También se ha
implicado CD5 en la seleccion negativa del linaje CD4" (223, 234). Hay que tener en cuenta
que existen otras moléculas en la superficie de los timocitos capaces de influir en su proceso
de maduracién y diferenciacion, entre las que se ha implicado CD6 (235-238).

En células B1a de ratones CD5" el entrecruzamiento de IgM de membrana indujo un aumento
en la movilizacién de Ca?, resistencia a la apoptosis y entrada en el ciclo celular en

comparacion con las células B1a normales (170, 239). Un trabajo reciente, en el que se
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describe la expresion de CD5, aunque a dosis bajas, en todas las células B, propone que CD5
podria ser un antigeno de activacion y su elevada expresion en las células B1a podria deberse
al constante estado de activacion de las células (168).

En conjunto, todos estos estudios indicaban que las sefiales mediadas por el complejo
CD3/TCR y el BCR son reguladas de forma negativa por CD5 en timocitos y células B1a, muy
probablemente influenciando los procesos de seleccidon y maduracion. El hecho de que esta
regulacion negativa no se produzca en ausencia de su region citoplasmatica (223, 232),
sugiere que dicho efecto depende de las interacciones intracelulares mediadas por CDS5.
Incluso un trabajo en el que timocitos CD5™ eran reconstituidos con una quimera formada por
la region citoplasmatica de CD5 unida al dominio extracelular del receptor de la IL-2 indicé que
la region extracelular de CD5 es totalmente prescindible para la regulaciéon negativa de las
sefales del TCR, descartandose asi la implicacion de la unién de CD5 a un ligando en este
proceso (233). Por el contrario parece que la funcion de CD5 en células T periféricas si
depende de la interaccion con su ligando y se ha descrito la capacidad de CD5 de dar sefales
de supervivencia en células T activadas (240, 241).

Por otro lado se ha identificado la presencia en suero humano de una forma natural soluble de
CD5 (nsCD5), que se libera de la superficie de la célula por proteolisis (191). Los niveles de
nsCD5 en individuos sanos son bajos pero se ha descrito que en enfermos de artritis
reumatoide, sindrome de Sjogren y dermatitis atdpica estan aumentados (242-244). Por el
contrario en pacientes de LLC-B, los niveles de nsCD5 son similares a los sanos (191). La
funcion de esta proteina nsCD5 no es conocida pero podria actuar como competidor a
distancia en la union del CD5 de la superficie del linfocito a su ligando o generarse por rotura
proteolitica como mecanismo de disminucion de la sefalizacion intracelular activada por CD5.
En este sentido, un trabajo reciente describe la capacidad de una proteina quimérica de CD5
(CD5-Fc) de inhibir el desarrollo de una encefalitis autoinmune experimental en ratones (241).
Este trabajo propone que el CD5 soluble tendria la capacidad de eliminar las células T
activadas a través del bloqueo de la interaccion CD5/ligando. Por lo tanto la eliminacion
selectiva de las células T activadas utilizando CD5 como diana abre una nueva posibilidad en

el tratamiento de las enfermedades autoinmunitarias.
5.2.6. Via de seializacion

La via de sefializacion de CD5 (Fig. 1.13.) estd empezando a ser entendida pero las bases
moleculares de su capacidad de modular las sefiales del TCR y del BCR aun han de ser
definidas. Una consecuencia temprana de la ligacion del TCR es la rapida pero transitoria
activacion de tirosin cinasas, provocando fosforilacién de numerosos sustratos, entre los que se
encuentra el dominio intracelular de CD5 (245, 246). Es importante destacar que el patron de
fosforilacién que provoca la ligacion de CD5 es muy similar al descrito para el TCR (246, 247).
El dominio citoplasmico de CD5 no tiene actividad catalitica intrinseca pero si contiene sitios

potenciales de fosforilacion asi como secuencias consenso para la unidon de proteinas
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sefalizadoras (248-253). De sus cuatro Tyr potencialmente fosforilables (378, 429, 441 y 463),
las Tyr 429 y 441 estan incluidas dentro de un motivo doble de Tyr similar al motivo ITAM tipico
de las moléculas accesorias que se asocian al TCR. Estos ITAMs son susceptibles de ser
fosforilados por miembros de la familia Src, y entonces sirven como sitio de unién para SH2,
siendo los miembros mas caracteristicos Syk y ZAP-70. Estudios de inmunoprecipitacion de
CD5 en timocitos estimulados con pervanadato y estudios con péptidos de CD5 fosforilados
demostraron que CD5 se asociaba con ZAP-70 fosforilado en Tyr (252), la subunidad
monofosforilada de £ (p21) (250), la subunidad p85a de fofoinositol 3-cinasa (PI3K) (252),
p95'?" (252), y ras-GTPasa activating protein (ras-GAP) (253). Se ha de destacar que el hecho
de que ZAP-70 solo se asocie a CD5 cuando éste esta unido a la cadena ¢ del TCR, indica que
el ITAM de CD5 no se comporta como un ITAM clasico.(251). También la asociacion directa de
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CD5 con p56'°k, pero no p59”", pudo ser demostrada por co-inmunprecipitacion (250).
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Figura 1.13. Esquema de la via de senalizaciéon activada por CD5. Lozano, et al, 2000, Critical

reviews in Immunology, 20: 347-358.

35




Introduccion

En concordancia con el papel inhibidor de las sefiales mediadas por el TCR en timocitos se ha
descrito la union de CD5 a la fosfatasa SHP-1 (SH2 containing tyrosine phosphatase 1) en
timocitos murinos (254), células Jurkat y linfoblastos T expandidos con PHA
(phitohaemagglutinin) y células B1a de ratéon (255). El residuo de CD5 implicado en la
interaccion es la Y378, la cual estd incluida en un motivo similar a los motivos ITIM
(Imunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif).(256). Pero la implicacion de esta proteina en
los efectos inhibitorios de CD5 esta en entredicho. Un trabajo reciente muestra que para una
Optima activacion de SHP-1, sus dos dominios SH2 han de estar unidos a 2 Tyr fosforiladas
(257), cosa que no pasa en su union a CD5. También se ha descrito que células mutantes en la
region citoplasmatica de CD5, que excluyen la Y378, son hipersensibles al estimulo via TCR,
(223) y que esta Tyr, pero no las Tyr incluidas dentro del motivo ITAM-like (Y429, Y441), es
prescindible para la inhibicion de las sefales del BCR por CD5 (258).

Otra molécula sefalizadora asociada a CD5, llamada c-Cbl (253), es una proteina adaptadora
que tiene la capacidad de regular negativamente las sefales del TCR. Timocitos provinentes
de ratones deficientes en c-Cbl muestran un aumento de la fosforilacién en Tyr inducida por el
TCR en mudltiples sustratos como, ZAP-70, p36-38/LAT y SLP-76 asi como una aumentada
activacion de la cinasa activadora de proteinas mitogénicas (MAPK) (259, 260). c-Cbl-1 se
asocia con una cinasa inhibidora de Syk y ZAP-70 (261, 262). Asi el reclutamiento de c-Cbl-1
podria también contribuir a la supresion de las sefiales del TCR y el BCR via CD5.

El dominio citoplasmatico de CD5 también contiene cuatro Thr y siete Ser, algunas de las
cuales estan incluidas en secuencias potencialmente fosforilables por serin/treonin cinasas
intracelulares como CKIl y PKC. En las células en reposo CD5 esta constitutivamente
fosforilado en Ser (263) y se hiperfosforila post-tratamiento con esteres de forbol (264) o post-
ligacion con AcMo anti-CD5 o -CD3 (247, 264). Esta hiperfosforilacion fue descrita por primera
vez como una actividad serin/treonin cinasa no-caracterizable asociada a CD5 (264).

Por técnica de doble hibrido se describié la asociacion de la subunidad reguladora § de CKII
(casein cinase Il) a la zona C-terminal de la region citoplasmatica de CD5 (248, 249). Esta
asociacion es responsable de la fosforilacion constitutiva de CD5 en las serinas S458, S459,
S461 y resultd ser critica para la generacion de segundos mensajeros lipidicos (diacilglicerol y
ceramidas) iniciada por el ligamiento de CD5 (248). De forma interesante, la activacion
especifica de CKIl post-ligacion con AcMo anti-CD5 se vié en timocitos pero no en esplenocitos
(249). Esta diferente regulacion de la actividad CKIl asociada a CD5 ha sido relacionada con
los diferentes efectos observados tras la union de CD5 en células T maduras e inmaduras. De
hecho, ha sido reportado que CKIl podria tener un papel positivo en la regulacién del ciclo
celular (265) pero podria también regular de forma negativa la activacion de MEK1 (266) y AP-
1 (267).

La region proximal del dominio citoplasmatico de CD5 también se ha descrito que se asocia
con ofra serin/treonin cinasa llamada cinasa 115 dependiente de Ca®*/calmodulin (CaMK 113)

(268). Una de las consecuencias de la activacion de esta cinasa es la inhibicion de la
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transcripcion de gen de la IL-2 en las células T (269, 270). Y este podria ser uno de los
mecanismos sefialadores negativos inducidos por CD5. Por el contrario se ha observado que la
co-estimulacion de linfocitos T activados (células T periféricas purificadas estimuladas con PHA
o con AcMo anti-CD3 mas AcMo anti-CD28) con AcMo anti-CD5 resulta en la ativacion de
CaMK IV (271), una cinasa que aumenta la transcripcion del gen de la IL-2. Los efectos
opuestos entre CaMK Il y IV sobre la IL-2 se atribuyen a la inhibiciébn o activacion
respectivamente de los factores de transcripcion CREB y SRF que estan implicados en la
regulacién del promotor c-fos (270).

Trabajos muy tempranos ya mostraban que la union de CD5 en las células T estimuladas con
AcMo anti-CD3 potenciaba el aumento de la concentracion del calcio intracelular ([Ca2+]i), la
produccion de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), la secrecion de IL-2 y la expresion de su receptor
(IL-R2) (159, 272, 273). La interpretacion de estos resultados fue que CD5 carecia de un via de
sefalizacion independiente de CD3/TCR y por tanto solo capaz de potenciar la activacion
mediada por CD3 de la PLC- y1. Otros trabajos tempranos mostraron que algunos AcMo anti-
CD5 inducian fosforilacién en Tyr de proteinas y movilizacion de Ca®*, independiente de la
activacion de PKC (220). Esto ha sido demostrado que es debido a la produccion de DAG,
generado tanto por la activacion de la fosfolipasa especifica de fosfatidilcolina (PC-PLC) como
por la sintesis de novo (274). Estos datos indican que CD5 es una molécula accesoria con una
via de sefalizacién propia, y sugiere el uso por CD5 de vias similares a las usadas por ciertas
citocinas y receptores de superficie (TNFRI, CD95/Apo-1/FasL, CD28, IL-1R) para modular la
activacion linfocitaria. También se ha demostrado que la via de senalizacion de CD5 activa la
esfingomielinasa acida (A-SMase) de forma dependiente a PC-PLC. Esta activacion es
independiente de los residuos Ser mas C-terminales (S459 y S61) que son los que estan
constitutivamente fosforilados por CKIl (275). Este descubrimiento es relevante para el efecto
modulador de CD5 sobre la activacién linfocitaria ya que las ceramidas (metabolitos de A-
SMase) son unos mediadores muy importantes para ciertos procesos celulares como la
proliferacion y la apoptosis (276).

También se ha visto que CD5 induce la activacién de PKC-C (275) de forma dependiente de la
activacion de la via PC-PLC y/A-SMase. La activacién de esta cinasa es muy compleja y se
consigue por un delicado balance que afecta a diferentes moduladores entre los que se
encuentran las ceramidas (277, 278), PIP3 (279), acido fosfatidico (280), acido araquidénico
(278) y otros. Debido a su modulacién bifuncional por segundos mensajeros lipidicos, se ha
sugerido que PKC-{ actia como una molécula de cambio entre las sefiales de mitogénesis y
apoptosis (278). Aunque su papel en la activacion de las células T todavia esta en controversia.
Recientemente se ha reportado la implicacion de PI3K en la via de sefializacion de CD5 lo cual
da un posible mecanismo de la activacion de PKC-{ (252) (281). Aunque el sitio consenso para
la unién de los dos dominios SH2 de la region p85 reguladora de PI3K no esta presente en la
region citoplasmatica de CD5, peptidos fosforilados en tirosinas de los motivos ITAM-like (Y429
Y441) o de la region C-terminal (Y463) de CD5 si que se unen de forma eficiente a PI3K (252).
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Pero la funcion ultima de la asociacion de PISK con CD5 aun no esté clara. En las células T
esta cinasa se ha visto asociada a CD28 (282) y CTLA-4 (283) las cuales estan implicadas en
la co-estimulacion y represion de las sefales del TCR, respectivamente.

Miembros de las MAPK son componentes centrales de las vias de sefalizacién de varios
receptores dando sefales de proliferacién o apoptosis. Se ha reportado que la unién directa de
CD5 en células Jurkat resulta en la activacion de miembros de la cascada de las MAPKs, en
concreto MAPK Kinase (MEK) y JNK (275). MEK pertenece a la cascada de sefializacion
compuesta por la serin/treonin cinasa Raf, MEK y por ultimo ERK. Esta cascada esta
predominantemente activada por Ras y permite la activacion de factores de transcripcion y
proteinas del ciclo celular relacionadas con el crecimiento. Recientemente se ha reportado que
la co-estimulacion de CD5 estimula las vias de sefializacion que llevan a la activacion de ERK
en timocitos CD4" y CD8", los cuales seran diferenciados a CD4", muy probablemente a través
de la induccion de Bcl-2 (284).

Por otro lado la via de sefializacion de JNK esté influenciada por la familia de las proteinas Rho
del grupo de las pequefias proteinas unidoras de GTP (RhoA, Rac1, Cdc42), y esta implicada
tanto en la iniciacion como en la progresién de la apoptosis. En conjunto estos resultados
contrastan por los reportados por Gringhuis et al. (271, 285) el cual basandose en resultados
obtenidos con diferentes inhibidores de cinasas observé que CaMK IV pero no las MAP cinasas
ERK, JNK, y p38 estaban implicadas en la activacion de AP-1 a través de CD5 (271). Todos
estos resultados contradictorios deben reflejar el uso de diferentes sistemas celulares,
condiciones de estimulacion y parametros de evaluacion de la actividad cinasa. De cualquier
manera el balance dinamico entre los efectos opuestos atribuidos a las cascadas de
sefializacion de ERK y JNK (286) deben ser de especial relevancia para la via de CD5 y
podrian ser la base de sus diferentes efectos moduladores en la activacion y diferenciacion de

los linfocitos.

5.2.7. Ligandos

La descripcion del/os ligando/s de CD5 es todavia un tema de estudio. El primer ligando
identificado fue la proteina CD72, tanto humana como de ratén. CD72 es una glicoproteina tipo
Il de 42 kDa constitutivamente expresada en todas las células de linaje linfocitario B, con la
excepcion de las células plasmaticas (287, 288). Trabajos posteriores no han podido reproducir
estos datos pero describieron la unién de CD5 a una proteina de expresion transitoria en
células T y B activadas (gp40-80) (289, 290). También se ha descrito la interaccion de CD5 con
la zona Vy framework de las Ig de conejo (291) y humanas (292). Esta interaccion se ha
sugerido que podria estar implicada en los procesos de seleccién clonal de las células B en los
procesos autoinmunes o linfoproliferativos (293). También se ha descrito la interaccion del CD5
bovino con una proteina inducible de 200 kDa expresada en células B tras ser activadas (294).
Desgraciadamente, estos ligandos de CD5 no explican todos los aspectos sus funcionales.

Recientemente ha sido descrito un nuevo ligando ampliamente distribuido, llamado gp150,
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expresado en linfocitos y monocitos en reposo, asi como varias lineas linfocitarias (T y B),
mielomonociticas y de origen epitelial (295). Esta interaccion fue descrita tras analizar las
propiedades de unién tanto de formas recombinantes solubles de CD5 como de una forma
soluble natural circulante en sangre, liberada por proteolisis de la membrana de los linfocitos
tras ser activados (191). Este nuevo ligando recuerda por su patrén de expresion al ligando de
CD6, ALCAM (296), y también se halla expresado en el epitelio timico, y parece interaccionar
con la zona mas N-terminal de CD5 (D1-D2) (295). Es importante destacar que tanto CD5
como CD6 son marcadores tempranos de célula T y podrian mediar interacciones entre los
linfocitos y las células epiteliales timicas (u otras APC residentes) importantes para la
maduracion y diferenciacion de las células T. Curiosamente la expresion de CD5 aumenta a
medida que madura el timocito y esta determinada por la magnitud de la sefal y avidez del
TCR (208).

5.3. CD6

5.3.1. Descripcion y estructura

Al igual que CD5, CD6 es una glicoproteina de membrana tipo | que pertenece al grupo B de la
SF-SRCR (177). Se han descrito homologos en ratédn, rata y aves (297, 298). El primer cDNA
de CD6 se obtuvo de la linea HPB-ALL por Aruffo y colaboradores (176). Esta clona de cDNA
(CD6-15) codificaba para una proteina de 444 aa con alta homologia con CD5. Experimentos
de immunoprecipitacion en células COS-7 tranfectadas con este cDNA revelaban una proteina
cuyo peso de 88 kDa contrastaba con el detectado por inmunoprecipitacion en células HPB-
ALL. Este grupo justificaba estas diferencias por alteraciones en la capacidad de glicosilacion
de proteinas de las células COS-7. Posteriormente, la clonacion del homologo murino de CD6
(299) mostro una proteina con una region citoplasmatica de 243 aa que no coincidia con la
descrita para el CD6 (de 44 aa). Robinson y colaboradores, a partir de mRNA de PBL, obtubo
una clona que contenia la regiéon C-terminal completa de CD6 (CD6-PB1) (300). Asi por la
unién de las dos clonas, CD6-15 y CD6.PBL, se consiguié el cDNA completo del CD6 humano
(300) el cual predecia una proteina de 668 aa. Por lo tanto, la secuencia completa del CD6
contiene 24 aa correspondientes al péptido sehal, 397 aa a los tres dominios SRCR
extracelulares, 33 aa a la region espaciadora (situada a continuacion del SRCR3), 26 aa a la
region transmembrana y 244 aa a la regién citoplasmatica, aunque ésta puede ser de menor
tamarfio segun el procesamiento alternativo de su RNA (splicing) (300, 301). El peso esperado
es de 69,4 kDa (300) pero debido a su alto grado de glicosilacion (176), ya que posee 8
posibles sitios de N-glicosilacion y 2 sitios de O-glicosilacén, llega a 105 kDa. La region
citoplasmatica esta fosforilada de forma constitutiva en Ser y Thr pero tras la activacion celular

también se fosforila de forma transitoria en Tyr y se hiperfosforila en Ser. Esto ultimo es el
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responsable del retraso en su movilidad en un gel de poliacrilamida y que se traduce en un
cambio de peso, pasando de 105 kDa a 130 kDa (302).

5.3.2. Regulacién transcripcional

Los mecanismos que gobiernan la transcripcion de CD6 son todavia desconocidos. Resultados
preliminares de nuestro grupo (Arman M, 2004 datos no publicados) han detectado la
presencia de una zona a 369 pb 5’ del gen de CD6 con actividad promotora transcripcional en
células T, en el que se encuentra un motivo para Ets funcional. Actualmente también estamos
trabajando en la localizacion de zonas distales de la regulacion de la transcripcién, tanto del
gen de CD6 como de CD5.

5.3.3. Estructura génica

Como ya se ha mencionado el gen CD6 humano se localiza en el cromosoma 11 region 11q13,
contiguo al gen del CD5 (180), de forma similar a la reportada para sus homologos murinos
(179). Este hecho, junto a la gran similitud en la organizacion de los dominios extracelulares de
CD5 y CD6, da soporte a la idea de que ambos genes evolucionaron a partir de la duplicacién
de un gen ancestral comun. EI CD6 humano esta compuesto por 13 exones, seis de los cuales
codifican para el péptido sefial y la regidon extracelular, un exon codifica la regién
transmembrana y seis exones codifican la region intracelular, la cual segun el splicing
alternativo utilizado puede tener 5 isoformas (CD6a, CD6b, CD6c, CD6d, y CD6e) (301), siendo
la CD6a la mas larga y predominante.

5.3.4. Regulaciéon de la expresion

Existen evidencias tanto in vivo como in vitro sobre la modulacion de la expresion de CD6. Se
ha descrito que la expresion de CD6 aumenta tras la activacion con PMA en LT maduros e
inmaduros, pero solo de forma insignificante en lineas B. Ademas este incremento es
bloqueado por inhibidores de PKC (237). Estudios en pacientes con infeccion por Herpes virus
demostré que los LT CD8" que proliferaban tras la infeccién viral sufrian una reduccién de la
expresion de moléculas co-estimuladoras como CD28, CD6 y CD5, sin estar afectada la
poblacion CD4". Esta poblacion T CD8" a su vez era mas susceptible a la apoptosis y no
proliferaba tras ser estimulada con AcMo anti-CD3 (216). También se ha descrito la presencia
de una poblacion de células T periféricas CD6", las cuales tienen los niveles de CD5 también
reducidos y presenta baja aloreactividad (303).

Trabajos sobre desarrollo timocitico han descrito que la expresion de CD6, al igual que la de
CD5, aumenta con la maduracion de los timocitos. Asi los timocitos DN tienen los niveles mas

bajos, los cuales aumentan en la fase de DP, adquiriendo los niveles mas altos en la fase de
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simple positivo (SP) y eventualmente se ha observado una reduccién de la expresién de CD6
antes de salir a periferia en estas células (238). Ademas los linfocitos CD4" tienen niveles mas
altos de CD6 que los CD8" (238). También se ha observado que timocitos cultivados en
presencia de una pareja de AcMo anti-CD2 (T112 y T113) sufren un aumento en la expresion
de CD6, cosa que no ocurre en los cultivos de células T maduras (237). Otras combinacions de
Ac contra otros receptores de membrana como AcMo anti-CD3 o anti-CD28, solos o
combinados, o AcMo anti-CD6 no afectan a la expresiéon de CD6 en células T maduras e
inmaduras.

Existen muy pocos trabajos sobre la expresion de CD6 en las células B. Como ya se ha
comentado se expresa en la subpoblacion B1a y en la gran mayoria de las LLC-B. En esta
ultima se ha visto que el estimulo con AcMo anti-CD6 mas ésteres de forbol (TPA, 12-O-
tetradecanoylphorbol 13-acetate) con o sin IL-2, a diferencia de lo observado en las células T,
no produce un aumento de su expresion (304). Ademas los niveles de CD6 en la LLC-B
tampoco se correlaciona con progresion de la enfermedad (304).

El hecho de que existan pocas células que expresen CD5 y no expresen CD6, que ambas
moléculas tengan una estructura muy similar y que sus genes se localicen muy cerca en el
mismo cromosoma, sugiere una estrecha relacién entre ellas y que la regulacion de la
transcripcion de sus genes pueda ser muy similar permitiendo la regulacién coordinada de su

expresion (305).

5.3.5. Funcion

La funcion ultima de CD6 aun no es conocida pero si existen numerosos datos que apuntan a
su implicacién en los procesos de activacion y diferenciacion de las células T.

Esta bien demostrado que CD6 actia como una molécula co-estimuladora co-sinergiando con
sefiales activadoras y proliferativas mediadas por el complejo CD3/TCR o CD28. Asi, algunos
anticuerpos anti-CD6 son mitogénicos preferentemente en presencia de macréfagos (160, 306,
307), otros lo son en presencia de ésteres de forbol (PMA) (306, 307) o en presencia de AcMo
anti-CD2 (165), AcMo anti-CD28 (308) o dosis subdptimas de AcMo anti-CD3 (160, 161).
También existen estudios que muestran que AcMo anti-CD6 son capaces de aumentar la
respuesta proliferativa en un cultivo mixto (CM) (160, 305, 307). Estas diferencias observadas
sobre la capacidad de inducir proliferacion de los diferentes AcMo anti-CD6, se sugirié que
podrian corresponder a la existencia de hasta cuatro epitopes funcionales diferentes en el
receptor y por tanto susceptibles de unir diferentes ligandos (307). Se ha de destacar que
ningin AcMo anti-CD6, solo o en combinaciéon con PMA o IL-2, ha sido capaz de inducir
proliferacién en timocitos ni células B.

Por otro lado se ha descrito que CD5 forma parte de complejos moleculares asociandose
fisicamente a otros receptores (225-230), pudiendo participar de esta manera en la modulacion
del estado de activacion final de la célula. Hasta la fecha no se ha demostrados la asociacion

de CD6 a ningun otro receptor en la superficie de los LT, pero un estudio realizado en ratas
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describia la co-inmunoprecipitacién de CD6 con proteinas sefalizadoras como Lck, Fyn, Itk,
ZAP-70 y también con CD5. En este estudio también se indicaba una posible regulacion de la
fosforilacion de CD5 a través de proteinas asociadas a CD6 (298). Esta es la primera sospecha
de la participacion de CD6 en complejos moleculares funcionales a nivel de la membrana de la
célula, donde podria estar unido fisicamente a otro/s receptores o interactuar entre ellos a
través de proteinas intracelulares (310).

Los datos aqui expuestos corroboran la funcién co-estimuladora de CD6 en las células T
periféricas, pero poco se sabe de la funcién de CD6 en otros tipos celulares. Datos recientes
apuntan que CD6 podria ser importante durante la seleccidon positiva de los timocitos,
permitiendo particularmente la supervivencia de aquellos timocitos con un TCR con baja avidez
por el complejo antigeno-MHC, pudiendo asi pasar de DP a SP (238). Estos datos junto a la
demostracién de que CD6 esta aumentado en clonas de células T maduras autoreactivas y que
esta autoreactividad puede ser inhibida con AcMo anti-CD6 (311), sugieren una posible
implicacion de CD6 en los procesos autoinmunitarios.

Poco se conoce sobre la funcién de CD6 en las células B1a y de LLC-B. Asi se ha sugerido
que la interaccion de CD6 con su ligando podria contribuir a la supervivencia de las células de
la LLC-B a través de la modulacién del equilibrio Bcl-2/Bax, ya que el entrecruzamiento de CD6
parece proteger de la apoptosis mediada por antigeno e inducir la expresion de proteinas anti-
apoptoticas (304). En LLC-B los niveles de expresion de CD6 a pesar de no correlacionarse
con la progresioén de la enfermedad, si parecen estar implicados en la proteccién a la apoptosis
inducida por AcMo anti-IgM (304).

También se ha demostrado que el tansplante alogénico con médula osea depleccionada de
células CD6", con Ac especificos (AcMo T12), es efectivo como tratamiento de pacientes con
leucemia aguda en primera remision y de alto riesgo, sin causar excesiva toxicidad (312). Se
ha relacionado el numero de células T CD6", y no de CD6", con la EICH. Esta asociacion entre
células CD6" y EICH se ha propuesto que depende de la diferente respuesta de estas células
respecto las CD6™ a los antigenos del huésped, ya que las células CD6 han mostrado menor
reactividad a diversos antigenos in vitro (312, 313). Estos datos concuerdan con la descripcion
en sangre periférica de individuos normales de la presencia de una poblacién CD6 con una
menor aloreactividad en un CM. Esta poblacién es CD3" y también CD5", aunque a niveles
mas bajos que la poblacion CD6" (303). Todos estos datos sitiian a CD6 como un receptor
implicado en aumentar la supervivencia y reactividad de las células T.

Se ha descrito la rotura proteolitica de CD6, asi como de otros receptores de la superficie del
linfocito T, de forma artificial con la proteasa bromelain (314). También in vivo se ha detectado
una forma soluble de CD6, al igual a lo descrito para otros receptores como CD4, CD50, CD5
etc. (242). Los niveles de esta forma soluble de CD6 son bajos en sueros de personas sanas y
mas altos en sueros de enfermos de Sindrome de Sjogren (242). Este aumento en un proceso
autoinmune sugiere una posible implicacion de esta forma soluble en la causa o el efecto de la
enfermedad. Asi, un trabajo reciente ha descrito la capacidad de inhibicién de la proliferacion

de las células T inducida por Toxina Tetanica (TT), de una proteina de fusién soluble formada
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por los tres dominios SRCR de CD6 unidos al Fc de las Ig (CD6-Fc). Este mismo trabajo
observé el mismo efecto con otra proteina de fusién soluble que estaba formada por la zona
extracelular de ALCAM, el ligando de CD6, unida al Fc de las Ig, (ALCAM-Fc). En conjunto
estos datos sugieren una posible implicacion de CD6, a través de la interaccion con ALCAM, en
los procesos de activacion de los LT (309), y estan en concordancia con su implicacion en los
procesos autoinmunes. De la misma manera abre la posibilidad de la utilizacion de proteinas

solubles como moléculas bloqueantes de los procesos de activacion de los LT.

5.3.6. Via de senalizacion

La region citoplasmatica de CD6 carece de actividad catalitica intrinseca pero contiene
numerosos motivos consenso de unién a proteinas implicadas en la transducciéon de sefales.
Asi posee dos zonas ricas en prolinas que cumplen el consenso de unién a dominios SH3, un
sitio de unién a dominos SH2, un sitio de unién a CaMK, un motivo Ser-Thr repetido tres veces,
tres sitios consenso para la union de PKC y diez sitios que cumplen el consenso de
fosforilacién por la CKIl (Fig 1.11). Estas secuencias se cree que han de ser importantes para la
arriba descrita capacidad de AcMos anti-CD6 de inducir la proliferacion de las células T (300).
También se ha visto que CD6 se fosforila en Tyr tras la activacion de la célula via CD3 y dicha
fosforilacion es aun mayor cuando se entrecruza CD3 con CD2 o sobretodo con CD4 (315).
Posteriormente se vio que las Tyr 629 y 662 eran las que sufrian dicha fosforilacion (301) y que
el entrecruzamiento de CD6 y el TCR producia un aumento de la movilizaciéon del calcio
intracelular, localizandose la zona de CD6 responsable de tal aumento entre los residuos 502 y
555 de su regidn citoplasmatica. Ya con anterioridad se habia implicado a un miembros de la
familia de las PTK en la regulacién del aumento del calcio intracelular tras la activacion de CD6
(316).

Existen evidencias de la implicacion de la IL-2 en la proliferacién inducida por CD6, ya que
células estimuladas con AcMo anti-CD6 han demostrado tener aumentada la expresion del
receptor de IL-2 (IL-2R) y dicha proliferaciéon puede ser inhibida por AcMo anti-IL-2R (160). Por
otro lado, en la proliferacion inducida por AcMo anti-CD6 en células T pre-tratadas con ésteres
de forbol (TPA) esta implica la rapida activacion de una PTK, como demuestra la inhibicién de
la proliferacion de las células con herbamicina A (316). En presencia de herbamicina A también
se observa una inhibicion del aumento del mRNA de la IL-2, apoyando trabajos anteriores
sobre la dependencia de IL-2 en la proliferacién inducida por CD6. Otro estudio demuestra que
el entrecruzamiento simultaneo de las moléculas co-estimuladoras CD6 y CD28, en ausencia
de union del complejo CD3/TCR, puede inducir proliferacion de las células T y que dicha
proliferacion es dependiente de IL-2. El hecho de que la presencia de ciclosporina A, inhiba la
proliferacion inducida por CD6 pero no la inducida por CD28 y que inhibidores de la PKC
bloqueen ambas proliferaciones, sugiere que las sefales tempranas asociadas con CD6 y
CD28 podrian ser similares y posteriormente divergir hacia vias totalmente distintas, para

regular diferentes procesos asociados con la proliferacion celular (308). Asi a pesar de los
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escasos conocimientos existentes sobre la via de sefializacién de CD6, esta molécula parece
tener capacidad de potenciar estimulos proliferativos de forma IL-2 dependiente. Asi un trabajo
demuestra la capacidad de un AcMo anti-CD6 (UMCDG6) de bloquear la proliferacion de clonas
de células T reactivas a TT, y esta inhibicion se revierte con la incorporacién exégena de IL-2
(311). Este hecho sugiere que la interaccion CD6-ALCAM no esta implicada en la capacidad de

respuesta a IL-2 de las células sino que debe ser importante para la produccion de IL-2.

5.3.7. Ligandos

Los primeros estudios de ligandos para CD6 se realizaron con una proteina quimérica
compuesta por los tres dominios extracelulares de CD6 unidos a la zona Fc de la IgG1 humana
(CD6-lg). Se observé que esta proteina se unia a secciones de timo y a una variedad de lineas
celulares, incluyendo células epiteliales timicas (317). Estas uniones eran sensibles a tripsina,
eran bloqueadas por Ac anti-CD6, y también podian ser disminuidas por TNFa, IL-1p3 € IFN-y.
En experimentos de inmunoprecipitacion se detecaron tres glicoproteinas de aproximadamente
100, 90 y 45 kDa. A diferencia de la interaccion con el ligando de 100 kDa, las interaciones con
los ligandos de 90 y 45 kDa, los cuales estan todavia por identificar, resultaron ser dependiente
de cationes divalentes (317, 318). Hay que afadir que también se han descrito ligandos para
CD6 en queratinocitos activados con y-interferon (319) y en fibroblastos sinoviales (320).

La primera descripcion de una interaccion mediada por un dominio SRCR fue la de CD6 con la
proteina de adhesion ALCAM (Activated Leukocite cell adhesion molecule). Gracias a la
proteina quimérica CD6-lg y al AcMo J4-81, descrito en el 5" International Workshop on
Leukocyte Diferentation Antigen como capaz de bloquear la interaccion de CD6 al epitelio
timico, se describié la interaccion de CD6 a una glicoproteina de 100 kDa (318).
Posteriormente se consiguio el aislamiento y la clonacion del cDNA de esta proteina, que por
su expresion en leucocitos activados, fue denominada ALCAM (o también denominada CD166)
(296).

ALCAM tiene una expresién tisular amplia, asi se expresa en LT y LB maduros activados,
monocitos activados por adhesion a plastico, macréfagos, células de la médula 6sea CD34",
linfomas T y B, leucemias mieloides, varias lineas celulares de carcinoma, epitelio timico,
cortex cerebral, neuronas, queratinocitos, fibroblastos y endotelio (296). Esta compuesto por
una corta region intracelular de 32 aa que contrasta con su gran zona extracelular de 556 aa
que forman 5 dominios Ig-like. Los dos dominios Ig-like mas N-terminales son de estructura
similar a los dominios Ig variables (V), mientras que los tres mas C-terminales tienen una
estructura mas similar a los dominios Ig constantes (C) (321). La interaccion entre CD6 vy
ALCAM tiene una estequiometria de 1:1 y estan implicados el dominio SRCR mas C-terminal
(SRCR3) de CD6 y el dominio V1 de ALCAM (322, 323) (Fig. 1.14.). Es importante destacar que
ALCAM también puede interaccionar con el ALCAM de otra célula, realizando interacciones

homotipicas, en las que estan implicados los dominios V1 de ambos ALCAMs (324). Estudios
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de unién con proteinas de fusion de CD6 y ALCAM, que contenian mas de un dominio,
demostraron que la interaccion CD6-ALCAM es estabilizada por las zonas circundantes en
ambas moléculas. De hecho interacciones homotipicas entre los dominios C-like de ALCAM
causan su oligomerizacion y favorecen la uniéon de CD6 (324). Estudios de mutagénesis del
dominio V1 demuestran que los residuos aminoacidicos criticos para la unién a CD6 se
localizan en la cara AGFCC’C” de ALCAM (325). La denominada cara AGFCC’C” de union se
localiza en la hoja B de los dominios V-like de los miembros de la SF-Ig y que se ha visto
implicada en la interaccion con ligandos de familias muy diversas (83, 326-328). Los mismos
tipo de estudios de mutagénesis en el SRCR3 de CD6 determinan 3 residuos importantes para
la unién a ALCAM, los cuales estan conservados entre el CD6 humano y murino (329).
También los residuos descritos para el ALCAM implicados en la interaccion con CD6 estan
conservados en sus homélogos murinos, permitiendo asi la interaccidon cruzada entre las

especies (180).

APC ‘ H
i
|_[ Figura 1.14. Modelo de la
F LY Y interaccién entre CD6 y
L ALCAM. ALCAM (en azul
'Sﬁr.f'\f{f' ALCAM/CD166 claro) con los 3 dominios
£ Ig-constantes (C) y los

: 2 :| :.

dos dominios Ig-variables
(V). CD6 (azul oscuro)
representado con los tres
dominios SRCR. En la
interaccion CD6/ALCAM
intervienen el dominios
V1 de ALCAM vy el
dominio SRCR3 de CD6.
La holigomerizacion de
ALCAM facilita su unién a
CDe6.

LT

Se ha demostrado que la interacciéon CD6-ALCAM media la adhesidn entre los timocitos y las
células epiteliales timicas, y por tanto podria estar implicada en la diferenciacién timocitica.
También se especula una funcidén de esta interaccion en el sistema nervioso, ya que tanto CD6
como ALCAM estan expresados en el cerebro (296). La presencia de ALCAM tanto en
precursores hematopoyéticos como en las células estromales de tejidos formadores de sangre
junto con la descripcién de presencia de CD6, aunque a niveles bajos, en células precursoras
hematopoyéticas CD34", indican que ALCAM, ya sea a través de interacciones homo- o hetero-
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tipicas, podria estar implicado en la adhesién entre progenitores hematopoyéticos tempranos y
células estromales de los tejidos primarios (330). En este sentido se ha implicado a ALCAM en
los procesos de angiogénesis. Aunque el mecanismo no es conocido, se cree que puede ser
debida a sus interacciones homotipicas, pero la participacion en este proceso de su interaccion

con CD6 no puede ser descartada (331).
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Hipotesis de trabajo y objetivos

Los receptores linfocitarios CD5 y CD6 estan altamente expresados, entre otras células, en
linfocitos T CD4", los cuales tienen un papel central en la regulacién de la respuesta
inmunitaria. Ademas estos receptores tienen capacidad de regular las senales enviadas por el
complejo CD3/TCR y por tanto pueden influir en el estado de activacion de estas células.
También se ha descrito la implicacion de CD5 y CD6 en procesos autoinmutarios y
linfoproliferativos, asi como durante la maduracién timocitica. Por todo ello el avance sobre el
conocimiento de sus vias de sefializacién, funcion, ligandos, etc., podria ser muy interesante
para comprender mejor ciertos transtornos del sistema inmunitario y para el disefio de nuevas
terapias. Tradicionalmente el receptor CD5 ha sido muy estudiado, sobretodo en LB, y
actualmente existe bastante informacion sobre él. Por el contrario existen pocos trabajos sobre
CD6 y por ello nos hemos interesado en su estudio. El hecho de que ambos pertenezcan a la
misma familia (SF-SRCR), tengan un patréon de expresién muy similar y una estructura
extracelular y génica muy homologa, orienta a un posible origen comun por la duplicacién de un
gen ancestral y que sus funciones, descritas como accesorias, puedan estar relacionadas. Por
tanto, dadas las similitudes entre ambas moléculas, nos planteamos el estudio de CD6
guiandonos en los conocimientos existentes sobre CD5 (pero no por ello dejando de

interesarnos también por esta ultima).

Se sabe que en la superficie de los linfocitos T existen asociaciones entre receptores formando
complejos moleculares funcionales. En este sentido se ha descrito que CD5 esta asociado a
receptores co-estimuladores, como CD2, CD9 e incluso al propio TCR (y al BCR en las células
B). Esto ultimo da una base fisica para su capacidad de modular las sefales del TCR. Por tanto
uno de nuestros primeros objetivos ha sido analizar posibles asociaciones de CD6 con otros
receptores en la superficie de los LT que nos permitiera entender mejor su funcién accesoria o

co-estimuladora.

Durante la activacion de los LT, el encuentro con una APC portadora de un MHC-p especifico
induce una reorganizacion de las molecular accesorias y sus ligandos en la zona de contacto
formando una estructura denominada Complejo supramolecular de activacion o
Supramolecular activation cluster (SMAC). Entonces, la zona de contacto entre el LT y la APC
asi organizada, se denomina sinapsis inmunitaria (Sl). Los receptores co-estimuladores se
redistribuyen colocandose cerca del complejo CD3/TCR y a su vez reclutan proteinas
sefalizadoras intracitoplasmaticas contribuyendo a la modulacion de las sefales. Las
estructuras lipidicas denominadas rafts sirven como base fisica para esta organizacion
molecular, permitiendo que ciertas proteinas se mantengan cerca y puedan realizar su funcion.
De acuerdo con estos datos y teniendo en cuenta que CD5 y CD6 tienen capacidad de modular
las senales del complejo CD3/TCR, nos hemos interesado en investigar su localizacion en la Sl
y su posible implicacién funcional durante la activacion de los LT, asi como la relacién de CD6

con los rafts lipidicos, donde se ha descrito la presencia de CD5.
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Hipotesis de trabajo y objetivos

Una consecuencia importante de la union de CD5 y CD6 a sus ligandos es la activacién de sus
respectivas cascadas de sefalizacidon que influiran en el estado de activacion final de la célula.
La via de sefializacion de CD5, a diferencia de la de CD6, ha sido bastante estudiada y
actualmente empieza a ser comprendida. Por lo tanto, con la finalidad de dar un poco de luz al
escaso conocimiento existente sobre la via sefalizacion de CD6, nos hemos interesados en

investigar posibles proteinas con capacidad de unién a la region citoplasmatica de CD6.

Objetivos:

1- Estudio de las asociaciones moleculares realizadas por CD6 en la superficie de los LT.
2- Implicacion de CD5 y CD6 en la activacion de los linfocitos T:
2.1- Andlisis de la presencia de CD5 y CD6 en estructuras relacionadas con la activacion
linfocitaria (Sinapsis inmunitaria/SMAC vy rafts).
2.2- Implicacién de la interaccion de CD5 y CD6 a sus respectivos ligandos sobre la
activacion de los linfocitos T.

3- Estudio de asociaciones moleculares mediadas por de la region citoplasmatica de CD6.
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Materiales y Métodos

1. CELULAS

Los linfocitos fueron obtenidos a partir de la puncién de ganglios linfaticos e infusién de suero
fisiolégico, o por centrifugacion en gradiente de Ficoll de sangre total o bolsas de concentrados
de células sanguineas obtenidas del banco de sangre. Los timocitos provienen de disrupcion
de timo de nifios sometidos a cirugia cardiaca. Las lineas de células T humanas HUT-78 y
Jurkat, la linea B Raiji y la linea eritromieloide K562 fueron obtenidas del American Tissue
Culture Collection (ATCC). Las células COS-7 fueron obtenidas del European Collection of Cell
Culture (ECACC 87021302 ). Las células 2G5 CD5CD6 fueron obtenidas por FACS y posterior
subclonacién a partir de células Jurkat (274). Las lineas celulares fueron cultivadas en RPMI
con 10% suero fetal bovino (Fetal calf serum, FCS), 1 mM Piruvato de sodio, 2 mM L-
glutamina, 50 unidades/ml de penicilina G y 50 ug/ml estreptomicina. La linea HEK 293-EBNA
utilizada en la produccion de proteinas solubles fue obtenida de Invitrogen live Technologies y
cultivada en DMEM/F12 (Invitrogen Live Technologies) suplementado con 100 U/ml de

penicilina, 100 ng/ml de estreptvidina, 250 pug/ml geneticina (G418) y 10% FCS.

2. ANTICUERPOS Y REACTIVOS

Los AcMo murinos Cris-1 (anti-CD5, 1gG,,), 148.1C3 (anti-CD43, 1gG,,), 33-2A3 (anti-CD3,
1gG,.), 161.8 (anti-CD6, IgG;), 33-3B3 (anti-CD44, IgG,,) y anti-CD50 (152-2D1, IgG;) fueron
producidos en nuestro laboratorio por el Dr R. Vilella (Hospital Clinico, Barcelona). EI AcMo
Leu-1 (anti-CD5,,) es de BD Biociences. EI SPV-L14.2 (anti-CD6, 19G4) es de Immunotech
(Marsella, Francia), el W6/32 (anti-HLA case |, 1gG,,) de ATCC (HB-95) y el OKT-3 (anti-CD3)
de Ortho Biotech Inc.). El AcMo anti-actina es de ICN biomedical (Costa Mesa, CA). El anti-
CD3(¢ policlonal fue cedido por Dr B. Alarcén (Centro de Biologia molecular Severo Ochoa,
Universidad Autonoma de Madrid) (332). El anti-ICAM-1 de ratén es de F. Luscinskas (Brigham
and Women'’s Hospital and Harvard Medical School, Boston, MA) (333). El AcMo MAE-C10 fue
cedido por el Dr F. Sanchez-Madrid (Hospital de la Princesa, Madrid) (302). EI AcMo anti-
haemagglutinin (HA) llamado HA.11 es de BAbCO (Berckeley, USA). Los AcMo anti-CD5
(UCTHZ2, IgGy), anti-CD6 (M-T605,I1gG+) y anti-CD3 (UCHT1, 1gG4) marcados con fluorescein
isothiocyanate (FITC) son de Farmigen. El AcMo anti-ACAM marcado con phycoerythrin (PE)
es de R&D Systems (Minneapolis). El 148.1C3 (anti-CD43) fue conjugado con FITC (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO) como se describié en (334). Los AcMo Leu-1, 33-2A3 y 161.8 fueron
conjugados a cianina 3 (Cy3) usando el kit de Amersham Bio-science. Las Ig polivalentes de
cabra contra Ig de ratén (goat anti-mouse Ig, GAMIg) marcadas con FITC son de Sigma. Las
IgG normales de ratén (m-IgG) son de Caltag (Burlingame, CA). La Ig de cabra contra Ig de
conejo (GARIg) con Cy3 es de Jackson ImmunoResearc (Westgrove, PA). El suero GARIg o

GAMIg conjugados a peroxidasa de rabano (horseradish peroxidase, HRP) son de Amersham
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Pharmacia Biotech (Little Chalfont Buckinghamshire, UK). La streptavidina (SAv) conjugada
con HRP es de Dako (Alemania). La SAv conjudada a tri-color (TC) o Texa-red (TR) son de
Caltag (Burlingame, CA).

La obtencién del suero de conejo contra la region extracelular de-CD5 se ha descrito en (191).
El anti-suero anti-la region intracelular de CD6 fue producido en nuestro laboratorio tras la
inmunizacién durante 2 semanas de conejos con 4 inyecciones intramusculares (50 ug cada
una) de glutathione-S-transferase (GST)-CD6.cy en adjuvante de Freund (Invitrogen) completo
primero e incompleto después.

La biotinilizaciéon de AcMo se realizé con EZ-Link sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (Pierce) siguiendo el
protocolo del producto. El Mowiol 4-88 es de Calbiochem. La poly-L-lisina (PLL), el AcMo anti-
a-tubulina (DM1A) marcado con FITC y la subunidad B de la toxina colérica (CTX) marcada
con FICT o HRP son de Sigma. El marcador fluorescente azul clorometil derivado de
aminocoumarin (CMAC) y el GAMIg-Alexa Fluor 488 y SAv-Rhodamine Red-X (RR) son de
Molecular Probes (Eugene, OR). La enterotoxina E, B y A de Staphyloccocus (SEE, SEB y SEA

respectivamente) y la fibronectina son de Toxin Technology (Sarasota, FL).

3. CONSTRUCCIONES

3.1. Construcciones en el vector de expresiéon pHBApr-1-neo para células de

mamifero

La porcién extracelular de CD6 se obtuvo por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
los oligonucledtidos sentido (forward, Fw) y anti-sentido (reverse, Rv) 5'-
TCTCGTCGACATGTGGCTCTTCTTCGGGAT-3 y 5-AACTTCTTTGGGGATGGTGATGGG-3’
a partir de la secuencia de cDNA de CD6 clonada en el vector pBJdneo (300). La region
intracelular de CD6 se obtuvo por PCR a partir de cDNA de HUT.78, con la pareja de
oligonicleotidos Fw y Rv 5-GTCACTATAGAATCTTCTGTG-3 y 5'-
AAAGGATCCCTAGGCTGCGCTGATGTCATC-3'. Estos dos fragmentos fueron digeridos
Sall/EcoRI y EcoRI/BamHI respectivamente y clonados en los sitios de restriccion Sall/BamH|
del vector de expresion en células de mamifero pHBApr-1-neo (Fig lll.1A) para obtener la
construccion que codifica para las moléculas de CD6 completa (pHB-CD6.wt). La construccion
pH[i-CD6.6133‘°p se obtuvo por amplificacion por PCR a partir de la anterior con la pareja 5'-
GTCACTATAGAATCTTCTGTG-3' y 5-GTTGGATCCCTATGCTGAAAAGGCTGGCTGG-3'.

La generacion de las construcciones de expresion codificantes para las moléculas CD5.wt y
CD5.K384°%™ fueron descritas en (274).
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pGEX-4T-2 (27-4581-01)
Leu val Pro Arg lGly Ser| Pro Gly lle Pro Gly Ser Thr Amg Ala Ala Ala Ser

CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCA GGA ATT CCC GGG TCG ACT CGA GCG GCC GCA TCG TGA
; p .
BamH | EcoR |1 gmar S8l ~xngy Not | Stop codon

pGEX-5X-3 (27-4586-01)
Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg Ne Val

Gly Arg The Asp
ATC GAA GGT CGT GGG ATC GGG AGG AAT TCC CGG GTC GAC TCG AGC GGC CGCATC GTG ACT GAC TGA

L '] u

5.”:: ::;Z‘Z 17 Avell
Boal 4862 L
Mol 4810 .
564 Bsa Al
Sspl 82 P
Begl 4156 752 PouMi
Beg) 4156
o7 Byl
o84 Mscl
1085 Psti
PMTZ-HA 119 Ecofl
BsrFl 3720 +
Ahgl 3635 5031 base pairs
Uniqua Sites
1724 EcoNl

1964 Mip|
1975 Hnell
1975 Hpal
Sap) 2608 2186 PIFY
el 2543 2195 TH111)
217 Bsp DM
2317 Cnl
2414 BsrBl
2423 Eagl
2502 EcasTill

ER THR VAL SER ILE SER LEU ILE SER ASN SER ©¥5 SER
CG ACG GTA TCG ATA AGC TTG ATA TCG AAT TCC TGC AGC

Sall  Clal ipgn EcoRV EoRy Pstl
Tanci

PRO GLY ASP PRO LEU VAL LEU GLU ARG PRO PRO PRO ARG TRP SER PHE
CCG GGG GAT CCA CTA GTT CTA GAG CGG CCG CCA CCG CGG TGG AGC TTT

GAL4(DB)

pPC 62 LEU2
83 kb

PpSi104Bam7StopT

pGEX

~4900 bp

GAL4

880 081

LYS GLU GLY GLY SER THR PRO GLY ILE GLM ILE TYR END

AMN GAG GGT GGG TOG J\UF CCG GGA ATT CAG ATC TAC TAG TGCGGCCGC

Sall SmalEeor] Belll “gpey Mol

END END END END END END TADCJ
TAAGTAAGTAAGACGTCGAGCTCT, MCGGCCGCCACCOL TTT
iy s

Figura lll.1. Esquema de los vectores utilizados en las diferentes construcciones. A, Vector
pHBApr-1-neo. Es un vector de expresién para células de mamifero. B, Vectores pGEX-4T2 y pGEX-
5X3. Son vectores para la produccién en bacterias de proteinas de fusién a GST. C, Vector pMT2-HA.
Variacion del vector pMT2. Expresion en eucariotas de proteinas unidas a un tag de HA. D, Vectores
del sistema de doble hibrido pPC62 y pPC86. Expresion de proteinas de fusion al dominio de unién al
DNA (BD) o de activacion (AD) del FT Gal4, respectivamente

55



Materiales y métodos

3.2. Construcciones para la expresion de proteinas de fusion a glutatione S-

transferase (GST) en vectores pGEX

La construccion GST-CD6.cy codifica para una proteina de fusion compuesta por la proteina
GST fusionada a la region citoplasmatica de CD6 (de L427 a A668). Esta region se obtuvo por
amplificacion por PCR con los oligonucleétidos Fw y Rv 5'-
AGCSGTCGACGAAAGGAAAATATGCCCTCCCCGTA-3 y 5-
AAGAATGCGGCCGCTAGGCTGCGCTGATGTCATCGGT-3' a partir de la construccion pHp-
CD6.wt y clonacién en los sitios de restriccion Sall/Notl (Fermentas MBI, Vilnius, Lithuania) del
vector de expresion pGEX-4T-2 (Amersham Bioscience AB) (Fig. lll.1B).

La proteina de fusion GST-syntenin.ANt se obtuvo por digestién directa de la construccion
pPC86-syntenin.wt, aislada en los experimentos de doble hibrido. Se digirid6 con el enzima
EcoRl, utilizando el sitio de corte interno situado antes de su primer PDZ, y aprovechando el
sito de clonacién Notl del vector. El fragmento resultante fue clonado en el vector pGEX-5X-3
(Fig. ll.1B).

La expresion de las proteinas de fusion GST y su inmovilizacion a bolas de glutathione-
Sepharose 4B fue realizada segun el protocolo del producto (Amersham Biosciences, Uppsala,

Sweden).

3.3. Construcciones para el sistema de doble hibrido

Los diferentes fragmentos de la region citoplasmatica de CD6 fueron obtenidos por PCR a
partir de la construccion pHB-CD6.wt y clonados Sall/Not en el vector pPC62 (Fig. 1Il.1D) de
expresion en levaduras (Clontech Laboratories, Palo Alto, CA) a continuacion del dominio de
unién a DNA (binding domain (BD)) del factor de transcripcién (FT) Gal4 (335). En la tabla lILI.
se muestra el nombre recibido por cada fragmento de cDNA de la region citoplasmatica de

CD6, su aa de inicio (aa.i) y de fin (aa.f) y la pareja de oligonucleétidos utilizada en cada caso.

La construccion pPC62-CD5cy se obtuvo como se explica en (248).

La construccion que codifica para la proteina murina syntenin-1 completa (syntenin.wt) se aislé
de los experimentos de doble hibrido. La construcciéon syntanin.PDZ1 (M1 a R619) se obtubo
por PCR a partir de la anterior con Ila pareja de oligonucledtidos Fw/Rv
5ATTAGTCGACATGTCTCTTTATCCATCTCTTGAS y
5’AGAATGCGGCCGCTTACCTGTCACGGATCGTCATG3 y clonada Sall/Notl en el vector
pPC86 (Fig. lll.1E) a continuacion del dominio de activacion (Activation domain (AD)) del FT
Gal4. El fragmento Syntenin.PDZ2 se obtuvo por deleccion del dominio PDZ1 por el
solapamiento por PCR (overflapping) de dos fragmentos de cDNA, uno que codificaba desde

M1 a K109 y amplificado con la pareja de oligonuclodtidos
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5ATTAGTCGACATGTCTCTTTATCCATCTCTTGAY y
5ACTGTCCGTTGAAAGGGCTTAATCTTCGTTCTCCG3, y el otro codificando desde P194 al
codon stop con la pareja 5CGGAGAACGAAGATTAAGCCCTTTGAACGGACAGT3 vy
5'GAATGCGGCCGCTTAAACTTCAGGAATGGTGTGATS'. de cDNA
generados (M1 a K109 y P194 a condon stop) fueron ligados por PCR con los oligonucleétidos

Los fragmentos

subrallados y el producto resultante fue clonado igual que el anterior.

Tabla lll.I. Construcciones de la region citoplasmatica de CD6 para el sistema de doble hibrido.
Nombre aa.i-aa.f Fw Rv
CD6.cy K427-A668 | 5AGCAGTCGACGAAAGGAAAATATGCCCTCCCCGTA3 5AAGAATGCGGCCGCTAGGCTGCGCTGATGTCATCGT3
E8910 K427-E527 | 5AGCAGTCGACGAAAGGAAAATATGCCCTCCCCGTAS3' 5'AAGAATGCGGCCGCTATTCCTCCAAGGGTGGCATS
E891011 K427-S612 | 5AGCAGTCGACGAAAGGAAAATATGCCCTCCCCGTAS' 5’AAGAATGCGGCGGCTATGAAAAGGCTGGCTGGGTS’
E11s G528 a S612 5AGCAGTCGACAGGACTTGAAGAGTTGCATGCCS’ 5’AAGAATGCGGCGGCTATGAAAAGGCTGGCTGGGT3
E1213 A613-A668 5 TAACGTCGACTGCAGGGCCCCCGGCTGATGAC 3’ 5'AAGAATGCGGCCGCTAGGCTGCGCTGATGTCATCGTS
E12s A613 a P647 5TAACGTCGACTGCAGGGCCCCCGGCTGATGACS’ 5'AAGAATGCGGCCGCTATGGACAGCCAAACTGCTCCTC3'
E13s S649-A668 5 TAACGTCGACATCCCCAGCCCTCAGCCTGACS' 5'AAGAATGCGGCCGCTAGGCTGCGCTGATGTCATCGT3
E1213.A668S | A613-S668 5 TAACGTCGACTGCAGGGCCCCCGGCTGATGAC 3' 5TAATGCGGCCGCTAGGATGCGCTGATGTCATCGT3'
E1213.A667S | A613-A668 5 TAACGTCGACTGCAGGGCCCCCGGCTGATGAC 3' 5TAATGCGGCCGCTAGGCTGAGCTGATGTCATCGTS'
E1213.S666A | A613-A668 5 TAACGTCGACTGCAGGGCCCCCGGCTGATGAC 3' 5'AAGAATGCGGCCGCTAGGCTGCTGCGATGTCATCGTS'
E1213.1665A | A613-A668 5 TAACGTCGACTGCAGGGCCCCCGGCTGATGAC 3’ 5'AAGAATGCGGCCGCTAGGCTGCGCTGGCGTCATCGTY
E1213.D664A | A613-A668 5 TAACGTCGACTGCAGGGCCCCCGGCTGATGAC 3’ 5'AAGAATGCGGCCGCTAGGCTGCGCTGATGGCATCGTS'
E1213.D663A | A613-A668 5 TAACGTCGACTGCAGGGCCCCCGGCTGATGAC 3’ 5AAGAATGCGGCCGCTAGGCTGCGCTGATGTCAGCGTAGS'
E1213.Y662A | A613-A668 5 TAACGTCGACTGCAGGGCCCCCGGCTGATGAC 3’ 5'AAGAATGCGGCCGCTAGGCTGCGCTGATGTCATCGGCGTC3'
E1213.D4 A613-D664 5 TAACGTCGACTGCAGGGCCCCCGGCTGATGAC 3' 5'AAGAATGCGGCCGCTAGTCATCGTAGTCATCGTTGTC3

La tabla muesta los oligonucleotidos sentido (Fw) y anti-sentido (Rv) utilizados en la obtencién de las
diferentes construcciones de la regién intracelular de CD6 utilizadas en el sistema de doble hibrido.
También se indican los aa iniciales (i) y finales (f) de cada contruccion.

3.4. Construcciones en pMT2-HA

Las construcciones HA (haemagglutinin)-Syntenin.wt y HA-syntenin.PDZ1 fueron obtenidas por
PCR a partir syntenin.wt oligonucledtido
5ATGAATTCATGTCTCTTTATCCATCTCTT3 (Fw) Rv
5’ATACTCGAGTTAAACTTCAGGAATGGTGTG3 y
5ATACTCGAGTTACCTGTCACGGATCGTCAT3’ respectivamente, y clonados EcoRI/Xhol en

el vector de expresion en células de mamiferio pMT2HA (Fig. IIl.1C). La construccion HA-

de la construccion con el

combinado con los

syntenin.PDZ2 se obtuvo por deleccion del dominio PDZ1 a partir de la construccion HA-
syntenin.wt PCR Rv
5'GGGATCCGTGAAGTTATTATGCATAAGGACAGC3’ y
5'GCTGTCCTTATGCATAATAACAATAACTTCACGGATCCC3'.

La construccion PP2A.wt fue aislada de las levaduras en los experimentos de doble hibrido.

por con los oligonucledtidos Fw y
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4. EXPERIMENTOS DE CO-INMUNOPRECIPITACION A PARTIR
DE SOLUBILIZADOS CON DIFERENTES DETERGENTES

4.1 Biotinizacion de células en superficie

Las células fueron lavadas 2 veces con tampon fosfato salino (phospate buffered saline, PBS)
pH8 y resuspendidas también en PBS pH8 a una concentracion de 25 x 10° células/ml.
Posteriormente fueron incubadas con bionina (EZ-Link sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, Pierce) (0,5
mg/ml) durante 30 min. a temperatura ambiente (TA) con agitacién ligera. La biotina no unida

fue eliminada mediante tres lavados de las células con PBS pH8.

4.2. Experimentos de inmunoprecipitacion (IP), re-inmunoprecipitacion e

inmunodepleccién

Diferentes alicuotas de células biotiniladas o no en superficie fueron lisadas 30 min en hielo
con un tampon de lisis que contiene 10 mM Tris-HCI, pH 7.6, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA, 140
mM NaF, 0.4 mM orthovanadate, 5 mM pyrophosphate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF) y 1 tabletas de mezcla de inhibidores de proteasas cada 50 ml (Complete™, Roche
Molecular Biochemicals) y 1% de uno de los detergentes siguientes: Nonidet P-40 (NP-40)
(Roche Molecular Biochemicals), Brij 96 (Fluka) o Brij 58 (Sigma-Aldrich). Tras ser
centrifugados a 14.000 r.p.m 15 min a 4 °C los lisados celulares fueron pre-aclarados por
rotacion a 4 °C con 50 ul de bolas de sepharose CL-4B copuladas a proteina A (protA-seph)
(Amersham Boiscience AB) al 50 % en tampédn de lisis. La IP se realiz6 por la adicion de 3 ng
de AcMo con 20 ul de protA-seph y rotacion a 4 °C durante 2 h. Los inmuno-complejos fueron
lavados 3 veces en tampén de lisis con 1 % de detergente y segun el experimento realizado,

eluidos en tampoén reductor y corridos en gel SDS-PAGE (inmunoprecipitacion, IP) o

procesados para los experimentos de re-inmunoprecipitacion (re-IP) o inmuno-depleccion,

como se indica.

Para los experimentos de re-IP los inmuno-complejos de la 12 IP fueron eluidos por ebulliciéon 5
min en 50 pl de tampodn de lisis 3 % SDS. Los eluidos fueron recuperados totalmente
(aspirando con aguja de insulina) y diluidos hasta 500 ul con tampén de lisis. Entonces los
eluidos se pre-aclararon con 50 ul de bolas de protA-seph 30 min a 4 °C antes de la 22 IP, la
cual se hizo con 5 pl de suero policlonal de conejo anti-CD6 o anti-CD5 mas 20 ul de protA-
seph y rotacion a 4 °C durante 2 h. Los re-precipitados fueron lavados 3 veces con tampén de

lisis, eluidos por ebullicion de 5 min en tampdn reductor y corridos en 8 % SDS-PAGE.
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Para los experimentos de inmunodepleccién, células HUT-78 biotiniladas en superficie fueron

lisadas en tampodn de lisis con 1 % Brij 96 o Brij 58 y entonces IP de forma secuencial (8 veces)
con AcMo anti.CD5 (Cris-1) o anti-CD6 (161.8). Una vez los lisados estaban depleccionados
fueron pre-aclarados con protA-seph e inmunoprecipitados cruzando los Ac (los lisados
depleccionados de CD5 fueron IP con AcMo anti-CD6 y a la inversa). Finalmente los
inmunocomplejos fueron eluidos con tampdn de lisis con 3 % SDS, tal como se explica arriba, y
reprecipitados para la molécula depleccionada con el anti-suero de conejo especifico. En un
caso los lisados depleccionados de CD5 también fueron re-IP para CD3, eluidos con tampdn
3% SDS vy re-IP contra CD6. Los 2° IP (provinentes de lisados depleccionados de alguna

molécula) fueron comparados con IP de lisados no depleccionados de CD5 o CDB6.

5. TRANSFECCION EN CELULAS COS-7

La transfeccion transitoria de las células COS-7 se realizd en algunos casos con el método
dithylaminoethyl-dextran/Me,SO como se describié (336) (en resumen, se utilizan 2 ug de DNA
plasmidico por cada 2x10° células en pocillos de 9 cm2) 0 con liposomas, lipofectamine 2000
(invitrogen, Carisbad, CA) siguiendo el protocolo del producto. En algunos casos las células

son biotiniladas en superficie antes de ser lisadas en tampdn de lisis con 1% de detergente.

6. ENSAYOS DE PULL-DOWN

Lisados de células COS-7 transfectadas con pHB-CD6.wt en tampon de lisis 1% NP-40 fueron
incubadas con cantidades iguales de GST o GST-syntenin inmovilizada a sepharosa durante 2
h a 4 °C. Los precipitados fueron lavados 3 veces con tampon de lisis 1% NP-40 y fueron
resueltos en gel de poliacrilamida al 10% en el que también se incluyé 30 pul de cada lisado

como control de transfeccion.

7. ANALISIS POR WESTERN BLOT

Los geles de acrilamida fueron transferidos por electroforesis (a 0,4 A, 100 v 1 h) a membranas
de nitrocelulosa (Bio-Rad, Richmond, CA). Las membranas fueron bloqueadas 30 min a 37 °C
o 1haTAcon5 % de leche descremada en polvo en PBS. Las situaciones en que las células
habian estado previamente biotiniladas en superficie la deteccion de las proteinas se realizo
por hibridaciéon de las membranas con SAv-HRP 1/1000 en tampén de bloqueo durante 30 min

a TA. En las otras situaciones, las membranas fueron incubadas 30 min a TA con el Ac
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indicado, lavadas tres veces con PBS 0,1 % Tween 20 e incubadas con el 2° anticuerpo
(GAMIg o GARIg en funcién del tipo de anticuerpo usado como primario). Finalmente las
membranas son otra vez lavadas tres veces con PBS 0,1 Tween 20. Todas las membranas son
reveladas por quimioluminiscencia con Super-Signal West Dura Extended Duration Substrate
(Pierce) y expuestas a films X-OMAT™ (Kodak, Rochester, NY) o analizadas con LAS-3000
Fujifilm.

8. FORMACION DE CASQUETES O CAPS EN LA SUPERFICIE
DE LAS CELULAS T

Todo el procedimiento aqui descrito se realiza a 4 °C sino se especifica otra temperatura.

Experimentos de co-capping de CD5 o CD6 con otras moléculas de superficie: 1x10° linfocitos

de sangre periférica (PBL, peripheral blood lymphocytes) fueron incubadas 10 min con dosis
saturantes de AcMo biotinilados anti-CD6 o anti-CD5. Tras ser lavadas con PBS frio, las células
fueron incubadas con dosis saturantes de TR-SAv 10 min. La induccion de la modulacion o
capping se hizo por incubacion de las células a 37 °C durante 30 min, mientras que la situacién
basal se mantuvo en hielo. Se par6 la formacién de los caps con PBS frio 0,1 % azida. Las
células fueron transferidas a cubres previamente tratados con PLL y dejadas caer 30 min en
frio. Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS frio y las células se fijaron 10 min a TA
con 2 % paraformaldehido. Tras ser lavadas con tampon tris salino (TBS, Tris buffered saline),
fueron tefiidas con los AcMo conjugados a FITC anti-CD5, anti-CD6, anti-CD43 o anti-CD3,
diluidos a la mitad en PBS, durante 30 min y transferidas a portas con Mowiol 4-88
(Calbiochem, La Jolla, CA, USA).

Experimentos de co-capping de CD6 y syntenin-1: se utiliza la misma técnica arriba explicada

con alguna variacién. La modulacién se realiza con AcMo anti-CD6 (161.8) mas GAMIg
conjugado a FITC. Tras la fijacion se permeabilizan las células con 1 % Triton-X-100 durante 1
min y se lavan 3 veces con PBS. Syntenin-1 se tifie con un anti-suero de conejo especifico mas
GARIg-Cy3.

Experimentos de co-capping de CD6 vy rafts: también se realiza la misma técnica con

variaciones. La modulacién de CD6 se realiza con un anti-suero de conejo anti-CD6 mas un
GARIg-Cy3. Las células antes de ser fijadas son incubadas 1 min a TA con CTX-FITC (1/100).

Finalmente las células son lavadas y fijadas como se ha explicado.
Todas las preparaciones son observadas con microscopio confocal espectral (Leica

Microsystems, Mannheim, Germany). Las imagenes fueron analizadas con el Software de

procesamiento de Imagenes de Leica y Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA).
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9. CO-MODULACION DE PROTEINAS DE SUPERFICIE

1x10°® PBL fueron incubadas en 500 ul de RPMI 10 % FCS con 3 ug de AcMo Cris-1 (anti-CD5)
(modulacion de CD5) o 161.8 (anti-CD6) (modulacion de CD6) durante 30 min en hielo.
Después fueron lavadas en PBS frio dos veces e incubadas de nuevo con 500 pul de RPMI 10
% FCS con 3 ul de GAMIg-FITC. Tras dos lavados con PBS frio, finalmente las células fueron
incubadas toda la noche a 37 °C para que los inmuno-complejos puedieran ser internalizados.
Al dia siguiente parte de las células son analizadas directamente por citometria de flujo
(FACScan, BD Bioscience), son el control de internalizacion. Las demas células fueron
incubadas con AcMo anti-CD5 (si habian sido moduladas para CD6) o anti-CD6 (si habian sido
moduladas para CD5) biotinilados mas SAv-TC, antes de ser analizadas por FACS. Otro 1x10°
PBL fueron incubadas con 500 pl de RPMI 10 % FCS sin Ac toda la noche a 37 °C y al dia
siguiente tefiidas con Cris-1 (anti-CD5) o 161.8 (anti-CD6) mas GAMIg-FITC y utilizadas como
control de expresion de CD5 y CD6. Las incubaciones de toda la noche se hicieron en placa de

24 pocillos en 500 pl de RPMI 10 % FCS.

10. MEDICION DE FRET (Fluorescence resonance energy

transfer)

10.1. Bases

Esta técnica se basa en la capacidad de ser transferida energia entre dos fluorocromos o
proteinas fluorescentes cuando estan a una distancia menor de 100 A (1-10 nm), distancia
sugestiva de asociacion fisica. El fluorocromo (o proteina fluorescente) denominado donador,
es excitado y entonces emite luz en una frecuencia que ha de coincidir con la frecuencia de
excitacion def fluorocromo denominado aceptor, por ello no se puede utilizar cualquier pareja
de fluorocromos o proteinas de fusion fluorescentes. Si la distancia entre ambos fluorocromos,
es menor a 100 A, el fluorocromo aceptor puede ser excitado por la energia liberada por el
donador (Fig. Ill.2). Asi el fluorocromo aceptor libera a su vez luz que es la que nosotros
captamos y se denomina FRET. Si la distancia es mayor la fluorescencia emitida por el
donador no puede alcanzar al aceptor y no se produce FRET.

Ademas por el hecho de utilizar marcadores fluorescentes, no solo sirve para determinar si
existe asociacion fisica entre dos proteinas, sino también localizar el lugar de la célula en la
que se esta produciendo la interaccion.

En nuestros experimentos de FRET hemos utilizado la pareja de fluorocromos FITC como

donador y Cy3 como aceptor, cada uno unido a un Ac especifico.
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Figura lll.2. Técnica de FRET. Aqui se muestra en esquema de la superficie de un linfocito donde se ha
representado CD5 en verde y CD6 en azul. El Ac anti-CD5 (amarillo) actua como donador y el Ac anti-CD6
(rojo) como aceptor. Izquierda, cuando CD5 y CD6 estan cerca se produce transferencia de energia del
fluorocromo donador excitando al fluorocromo aceptor, que entonces emite luz. (FRET). Derecha, cuando las
moléculas de CD5 y CD6 estan distantes no se produce la transferencia de energia entre los fluorocromos.

10.2. Técnica

1x10° PBL son transferidas a cubres cubiertos de PLL. Tras el bloqueo con 1 % de suero de
conejo inactivado 10 min a TA, las células se incuban 15 min a 4 °C con dosis saturantes de
AcMo marcados con FITC (donador) o con Cy3 (aceptor) tanto combinados como solos. Las
células son fijadas con 2 % paraformaldheido 10 min a TA y lavadas dos veces con TBS antes
de ser transferidas a portas con Mowiol.

Para la medicion de FRET en situacién de capping las células son incubadas con AcMo anti-
CD3 marcado o no con Cy3 mas GAMIg y moduladas a 37 °C. Las células se lavan dos veces
con PBS frio con 0,1 % azida y transferidas a cubres con PLL. Tras ser fijadas se incuban con
AcMo conjugados a FITC y se transfieren a portas con Mowiol.

Las mediciones de FRET se basan en el método de emision sensible (337, 338) con
modificaciones menores. Se utilizo un microscopio espectral confocal Leica TCS SL laser-
scanning equipado con laseres de argon y verde HeNe, objetivo x100 de inmersion en aceite, y
filtro triple dicroico (488/543/633 nm). Para medir el FRET, se adquirieron tres imagenes en el
mismo orden en todos los experimentos: 1) canal de FITC (absorbancia 488 nm, emisién 500-
555 nm), 2) canal de FRET (absorbancia 488, emision 590-700 nm) y 3) canal de Cy3
(absorbancia 543, emision 590-700 nm). El fondo fue sustraido de las imagenes antes de
calcular el FRET. Las imagenes de los controles y los casos se tomaron bajo las mismas
condiciones de fotomultiplicador, apertura y compensacion (offset). El cruce entre la
fluorescencia del donador y aceptor a través del filtro de FRET es una proporcién constante
entre los niveles de intensidad de fluorescencia del donador y el aceptor y su contaminacion
(bleed-though). Para calcular el bleed-though espectral del donador y aceptor a través del filtro

de FRET, se tomaron imagenes de células solo marcadas con FITC o solo con Cy3 bajo las
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mismas condiciones del experimento. La fraccion de bleed-trough de las fluorescencias FITC
(A) y Cy3 (B) a través del canal de FRET se calculé para diferentes condiciones de marcaje y
situaciones. Para las condiciones basales: anti-CD3-FITC, 0.13 + 0.0224; anti-CD43-FITC, 0.13
+ 0.020; anti-CD6-FITC, 0.13 £ 0.022; anti-CD5 mas FITC-GAMIg, 0.12 + 0.015; anti-CD5-Cy3,
0.56 £ 0.043. Para las condiciones de capping: anti-CD43-FITC, 0.11 + 0.011; anti-CD6-FITC,
0.10 £ 0.01; anti-CD5-FITC, 0.11 £ 0.01; y anti-CD3-Cy3, 0.54 + 0.03.

El FRET corregido (FRET®) fue calculado en una base pixel-por-pixel para toda la imagen
usando la ecuacion: 1) FRET® = FRET - (A x FITC) — (B x Cy3), donde FRET, FITC y Cy3

corresponden a las imagenes sustraidas de fondo de las células marcadas con conjugados de

AcMo marcados con FITC y Cy3 a través de los canales de FRET, FITC y Cy3
respectivamente. Las imagenes de intensidad de FRET® fueron renormalizadas de acuerdo con
la tabla lookup, en la que los valores minimos y maximos son mostrados como azul o rojo,
respectivamente. Las medias de los valores de FRET® fueron calculados de las medias de
fluorescencias de cada una de las 10 regiones de interés (ROI, regions of interest)
seleccionadas a partir de 5 células diferentes de acuerdo con la ecuacién 1. Los valores de
FRET® fueron relacionados con los del fluorocromo donador (FITC), ya que la expresion de
CD6 es menor que la de CD43 en PBL. Regiones con ratio FITC/Cy3 altos o bajos (ej. fuera del
rango de estequiometria de 1:1 a 1:4) fueron excluidos del analisis.

La eficiencia aparente de FRET (E,) fue calculada de acuerdo con la ecuacion: 2) E, =
FRET®/FITC, donde FRET® y FITC son las intensidades medias de FRET®y FITC en las ROI.
Estos calculos permiten que la E, sea < 0. Todos los calculos se realizaron con el Software de
el Procesador de Imagenes Leica Confocal y Microsoft Excel. El andlisis estadistico se realizé
con SPSS (Chicago, IL). Los resultados fueron graficados mostrando la media + desviacion
estandar (SD) y los percentiles 25 y 75. Las diferencias estadisticas entre los grupos fueron
probadas con el test no-paramétrico U de Mann-Whitney. Un valor de p < 0.001 fue tomado

para indicar significancia estadistica.

11. CONJUGADOS DE CELULAS T-CELULAS PRSENTADORAS
DE ANTIGENO (APC)

11.1. Bases

Esta técnica consiste en formar conjugados celulares entre células T y APCs de forma antigeno
especifica, asi se produce una reorganizacion de las moléculas en la zona de contacto entre
las dos células originando una SI. Como la probabilidad de que se produzca dicho
reconocimiento antigénico especifico de forma natural es baja, se cargan las células APCs con
un superantigeno (ej. SEB, SEE), el cual tiene la capacidad de interaccionar directamente con

el TCR de la célula T remedando un reconocimiento antigénico especifico. Se pueden utilizar
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combinaciones de LT normales con DC o combinaciones de células leucémicas como las
células Jurkat (célula T) con las células Raji (célula B). En el caso de LT-DC para aumentar el
rendimiento de la técnica se ha de crear previamente una poblacién de LT sensible al
superantigeno con el que se cargaran las DC, que en nuestros experimentos es SEB. En los
conjugados de células leucémicas se utiliza un subpoblacion de las células Jurkat que
expresan un TCR determinado que puede ser unido por el superantigeno SEE, con el que se
cargaran las células Raiji. Las células se ponen entonces en contacto a 37°C dejando que se
induzca la formacién y maduracion de la Sl durante 30 min y posteriormente se analizan los
conjugados celulares.

Si se quiere realizar un analisis de la localizacion precisa de una proteina en una Sl madura se
pueden utilizar diferentes marcadores. Asi en nuestros experimentos de tincién dobles hemos
utilidado la localizacién del complejo CD3/TCR en la zona central de la Sl (cSMAC) vy la
localicacion de ICAM-1 en el pPSMAC como referencia para analizar la localizacién de las
proteinas de nuestro interés.

Para el estudio de la maduracion de la Sl, se pueden utilizar los marcadores anteriores o, lo
que hemos utilizado en la mayoria de nuestros experimentos, la translocacion del MTOC hacia
la zona de contacto entre la célula T y B. Esto es un evento que se produce de forma tardia
durante la maduracién de la Sl (a partir de los 15 min), a diferencia de la localizacion del

complejo CD3/TCR en el cSMAC que se produce en los primeros 5 min del contacto.

11.2. Conjugados de Células T-Células Dendriticas

Se utilizan DC derivadas de monocitos y generadas como se describe en (339). De forma
resumida, monocitos de sangre periférica fueron aislados y cultivados durante 5 dias en
presencia de IL-4 (R&D Systems, Minneapolis, MN) y GM-CSF (R&D Systems) 10 ng/ml y 1000
U/ml, respectivamente. Entonces se afadi6 lipopolisacaridos (LPS) (10 ng/ml) (Sigma-Aldrich)
por 36 h. El fenotipo de las DC maduras se confirmé que era CD1a"%", CD14°", y CD83"" por
analisis de citometria de flujo. Celulas T primarias policlonales especificas para SEB se
generaron como se indica en (61). La clona S3085B (S3) de células T se obtuvo por dilucién al
limite de la poblacidn policlonal SEB especifica de células T.

DC maduras fueron incubadas 20 min a 37 °C con 1 ug/ml SEB en RPMI. Células T S3 se
mezclaron con las DC y se incubaron 15 min a 37 °C. La mezcla celular se deposité sobre
cubres tratados con fibronectina (20 pg/ml) durante 10-30 min a 37 °C. Seguidamente las
células fueron fijadas con 4 % formaldehido 5 min. Para los experimentos de fluorescencia las
uniones no especificas se bloquearon PBS + 1 % Ig humana. Los conjugados se tifieron para
CD6 con MAE1-C10 mas GAMIg-Alexa Fluor 488. Los conjugados fueron examinados con
fotomicroscopio DMR (Leica Microsystems) y las imagenes adquiridas con el software Leica

QFISH 1.0. También se obtuvieron imagenes DIC (Differential Interference contrast).
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11.3. Conjugados de Células J77-Células Raji para la deteccion de CD5 y CD6 en

la sinapsis inmunitaria

Estos conjugados célula T-APC se generaron por la utilizacién de las células Jurkat que
expresan el TCR VB8 (J77c120) y las células B Raji en presencia o ausencia de SEE, como se
describié previamente en (31). De forma breve, las células Jurkat J77 fueron cargadas con
CMAC 20 min a 37°C y posteriormente lavadas tres veces. Las células Raji (5 x 10° células/ml)
fueron resuspendidas en solucion de Hanks’ e incubadas 20 min en presencia o no de SEE (5
ug/ml). Las J77 (5 x 10* células/situacién) fueron mezcladas con igual cantidad de Raji en un
volumen final de 600 pl y tras un pulso a 4000 r.p.m. de 1 min, incubadas por 30 min antes de
ser puestas en cubres pre-tratados con PLL. Se dejaron caer las células por 10 min a 37 °C, se
fijaron y bloqueron con 100 ug/ml IgG humana antes de ser tefiidas con AcMo anti-CD5 (Cris-1
o Leu-1) o anti-CD6 (MAE1-C10 o 161.8) mas GAMIg-FITC. Los conjugados se observaron en
fotomicroscopio DMR de Leica. Las imagenes fueron adquiridas con el software Leica QFISH
1.0. Los conjugados fueron primero identificados por observacion directa bajo DIC y ultravioleta

para identificar la fluorescencia azul de las J77 marcadas con CMAC.

11.4. Conjugados de Células J77-Células Raji para la deteccion de proteinas en
el cSMAC

Estos conjugados celulares las células Raji fueron cargadas con CMAC 20 min a 37°C (3 x 10°
células/ml RPMI) y lavadas 3 veces. Entonces fueron resuspendidas en RPMI e incubadas 20
min en presencia de SEE (5 ug/ml). Se mezclaron las células Raji y las J77 y se repitid el
procedimiento anterior. Los conjugados fueron doblemente tefidos: para CD5 o CD6, con la
misma combinacién de AcMo de arriba, y para ICAM-1 o CD3 (utilizados como marcadores de
pSMAC o cSMAC, respectivamente) de la siguente forma: para ICAM-1 con AcMo anti-ICAM-1
biotinilado mas SAv-RR, para CD3 con anti-suero policlonal de conejo anti-CD3¢ mas GAMIg-

RR tras ser permeabilizadas las células con 1 % triton-X-100 durante 1 min.

En el caso en que se investiga la presencia de ALCAM en el cSMAC los conjugados son
tefiidos con un AcMo anti-ALCAM marcado con PE en combinacién con un AcMo anti-CD3

marcado con FITC.

Para la investigacion de la presencia de syntenin-1 en el cSMAC se utilizaron unas células J77
transfectadas con el vector GFP-CD3(. Se realizaron el mismo tipo de conjugados y se tifid
syntenin-1 con una anti-suero anti-syntenin mas GAMIg-Cy3 tras ser permeabilizadas las
células con 1% Tritén-X-100. Todos los conjugados se observaron y analizaron con las

condiciones descritas en el apartado 11.3.
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11.5. Ensayo de maduracion de la sinapsis inmunitaria

Para los ensayos de inhibicion de la maduracioén de la Sl, las células Raji marcadas con CMAC
y SEE fueron incubadas o no con 10 ug/ml de las proteinas recombinantes solubles (rs) CD5
(rsCD5) o CD6 (rsCD6) o albumina . Entonces, sin lavar, fueron afadidas las células J77, se
hizo un pulso de 1 min a 4000 r.p.m. y los conjugados fueron preparados, fijados y
permeabilizados tal como se explica arriba. Los conjugados fueron tefiidos para o-tubulina (con
AcMo anti-a-tubulina-FITC) o para CD3( (con suero policlonal anti-CD3( mas GAMIg-RR) por
30 min a TA. Entonces los conjugados fueron observados en microscopi confocal (Leica) y se
contaron los conjugados clasificandolos en aquellos que mostraban o no una reorientacion del
MTOC, localizandose cerca de la zona de contacto de la célula T y la célula Raji, o un acumulo
de CD3( en la zona de contacto entre las dos células. Se contaron 100 conjugados en cada

experimento.

12. ENSAYOS DE PROLIFERACION

Los ensayos de proliferacion se realizaron en triplicados de pocillos de fondo en “U” en placa
de 96 pocillos (Costar, Corning, NY). 1x10° PBL fueron incubadas 4 o 7 dias a 37 °C en
atmoésfera humeda en aire al 5 % de CO,. Todas las células fueron resuspendidas en X-VIVO
10 (BioWhittaker, Verviers, Belgium) a 2x10° células/ml. Se repartieron 50 ul por pocillo y se
afadieron los diferentes estimulos dejando siempre un ftripicado sin estimulo (control de
viabilidad). Los estimulos y sus concentraciones finales por pocillo son: AcMo OKT-3 a 0.5
ng/ml, PHA a 0.125 % (Murex Biotech, Dartford, U.K), Pokewit mitogen (PWM) a 5 pg/ml
(Sigma-Aldrich), SEA a 0,1 ng/ml, y células PBL alogénicas irradiadas (Cultivo Mixto
unidireccional, CM) a 1 x 10° cellpocillo. Entonces se afiadieron las proteinas rs a diferentes
concentraciones (0.02 a 0.125 uM) excepto al triplicado de control de viabilidad y a otro
triplicado que se considera el control del estimulo. Las células se dejaron en cultivo 4 dias en
todos los casos excepto el CM que se dejé 7 dias. Tras este periodo las células fueron
marcadas con [*H]thymidine (Monavek Biochemicals, Brea, CA) las Ultimas 16 h de cultivo y
recogidas en un colector celular automatico y analizados en el Beta-plate de Beckman. Los

resultados se presentan como media y SD cpm.

13. EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES SOLUBLES

El dominio extracelular de CD5 fue expresado en células HEK 293-EBNA con un sistema de

expresion episomal (340).
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El ectodominio de CD6 fue expresado de la misma manera. La zona extracelular fue
amplificada por PCR con la pareja de oligonucledtidos Fw y Rv 5-
CTTCTAGATGACCAGCTCAACACCACCAGCA-3 y 5'-
GCGGATCCCTATTCTATAGTGACTGTCTGAACA-3 y a partir del cDNA CD6-PB1 (300). El
producto de la PCR fue clonado Xbal/BamH! en el vector pCEP-Pu. La construccioén resultante
fue transfectada en HEK 293-EBNA como se describié en (341, 342) (Fig. lll.3). A los tres dias
de la transfeccion se incorporé puromicina al medio (antibiético de seleccion de células
transfectadas). Cuando las células estan confluentes cada dos dias se recoge el medio del
cultivo, donde estan las proteinas rs producidas, y se afiade medio nuevo. La proteina rsCD6
producida fue purificada por afinidad en una columna de Sepharose CNBr-activada 4B
copulada con el AcMo 161.8 (anti-CD6). La biotinilizacion de las proteinas rs se realiz6 como

se describio en (340).

3 CDSICDS - Ly, 5

SELECCION
PUROMICINA

2.3 SETMANAS

rCOSiC0e

rCDsiCoe
Sisterna HEK 293 Replicacion " 293-EBNA

. rCOvCoe
EBMNA/RCEP-PU episomal l

) SOBRENADANTE
Construcciones:

Coader a0~ 50 " NGNS CD5
Conder B0 [T NGNS -] CDS

Figura I.3. Produccion de proteinas recombinantes solubles. En la parte superior se muestra un esquema
de la clonacién del cDNA codificante para CD5 y CD6, la transfeccién en células HEK 293-EBNA vy la posterior
recogida del sobrenadante donde se acumula las proteinas producidas. En la parte inferior se muestra un
esquema de las construcciones utilizadas. D, dominio SRCR. P, zona peptidica.

14. TECNICA DE DOBLE HIiBRIDO

14.1. Bases

Esta técnica se basa en utilizar levaduras como tubo de ensayo. Consiste en la utilizacion de
unas levaduras previamente modificadas con la incorporacién a su genoma de dos genes
llamados reporter. A estas levaduras se les introduce dos plasmidos, uno que codifica para la

proteina de interés, fusionada al BD del FT Gal4, y el otro plasmido que pertenece a la llamada
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libreria de cDNA, contiene una secuencia de DNA codificante para una proteina desconocida
unida al AD del FT Gal4. Estos plasmidos traduciran las dos proteinas hibridas, de ahi el
nombre de doble hibrido. Si se produce la interacciéon entre la proteina de interés y la
provinente de la libreria se reconstituye el FT Gal4 y entonces se activa la transcripcion de los
genes reporter, los cuales fenotipicamente se traducen por crecimiento de las levaduras en
medios restrictivos en histidina (gen HIS3) o cambiar la coloracion de las clonas a azul en
presencia de X-gal (gen lacZ) (Fig.ll.4). Esta técnica es bastante sensible e incluso permite
detecar interacciones que estan por debajo de los limites de deteccién de métodos in vitro
como la IP (lo cual puede dificultar estudios posteriores que corroboren dicha interaccion).

También permite el estudio in vivo de la interaccién y no necesita de Ac.

ARN POL Il

m—  {raNSCripcion

s T N e S S

Lac Z

e T . T O e, -
P W i IR / N/ X
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AV LY VLW AL VAW VAV A

Promotor GAL 4
Figura 1l.4. Esquema de del funcionamiento de la técnica de doble hibrido. Si se produce una

interaccion de las proteinas A y B se reconstituye el FT Gal4 permitiendo la transcripcion de los genes
reporter.

14.2. Técnica

La libreria de cDNA obtenida a partir de linfoma murino de células B K46 que expresan IgG,,
(268) fue proporcionada por KS Campbell. Este cDNA fue direccionalmente clonado en el
vector pPC86 (335) a continuacion del AD del FT Gal4. La libreria de cDNA, en el vector
pPC86, fue co-transformada con la construcciéon E1213, clonada en el vector pPC62, en las
levaduras HF7c (343), que contiene integrados el gen repoter HIS3 de crecimiento en medios
deficitarios de histidina (-H), utilizando el procedimiento de acetetato de litio (344). Las clonas
positivas fueron aisladas por crecimiento en medios -H y el cDNA de la levadura fue extraido,
secuenciado y transformado de nuevo. Para los ensayos de interaccion directa las levaduras
HF7c fueron co-transformadas con las contrucciones indicadas y analizadas por crecimiento en
medios -H.

Como control de transformacion o co-transformacion se utiliza la capacidad de crecimiento de
las levaduras en medios restrictivos en leucina (-L) o treonina (-T), adquirida por la

incorporacion de los vectores pPC62 y pPC86 respectivamente.
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Antes de iniciar los experimentos de doble hibrido se analiz6 si las diferentes construcciones en
pPC62 producian transactivacion espontanea del gen reporter HIS3. Para ello fueron
tansformadas solas o co-transformadas con el vector pPC86 vacio en las levaduras y se

analizo el crecimiento en los respectivos medios deficitarios.

15. AISLAMIENTO DE RAFTS

15.1. Bases

Existen numerosos métodos para estudiar y aislar los rafts, aunque algunos de ellos requieren
tecnologia avanzada. Tradicionalmente se ha conseguido aislar rafts del resto de la membrana
de la célula aprovechando su capacidad de ser insolubles en detergentes no-idnicos, por ello
también se han denominados DIM (membranas insolubles en detergentes) (345). Debido a su
alto contenido en lipidos los rafts flotan a baja densidad en gradientes de centrifugacion en
varios medios (346-349). Las resultantes fracciones de rafts de baja densidad estan
enriquecidas no solo en colesterol y glicoesfingolipidos, sino también en multiples proteinas ya
sea ancladas a GPI (348, 349), de transmembrana o citosoélicas. Tradicionalmente se describid
el aislamiente de rafts con gradientes de sucrosa de lisados célulares en el detergente triton X-
100, que es el que hemos utilizado en nuestros experimentos. Pero se ha de tener en cuenta
que la composicion de los rafts varia segun el detergente utilizado, asi se recomienda utilizar
los detergentes Brij si lo que se quiere estudiar es el TCR, ya que preserva mejor los complejos
proteicos.

15.2. Técnica

Todo el procedimiento se realiza en frio. 600x10° PBLs son lavadas y resuspendidas en
tampoén de homogenizacién (TH) que contiene 25 mM de TrisCl pH 7,6, 150 mM NaCL y 5mM
de EDTA. Tras ser incubadas 5 min a 37 °C con 10 ug/ml de AcMo 161.8 o sin Ac las células
son lavadas en TH frio y lisadas en 0.5 ml de TH con 1% Tritén X-100 (Merck, Darmstadt,
Germany). El lisado se deja 30 min en hielo y se homogeiniza por 20 pasos por jeringa de 23G.
Se mezcla el homogeneizado celular vol/vol con sacarosa al 85 % y se deposita en el fondo de
un tubo de Beckman de 5 ml. Se cubre con 2 ml de sacarosa al 30 % y finalmente se pone 1 ml
de sacarosa al 5 %. Las diferentes concentraciones de sacarosa se realizan con TH y se
afiaden con cuidado para no romper la interfase de las diferentes capas. Los tubos se
centrifugan durante 18 h a 39,000 r.p.m a 4 °C. Se recogen fracciones de 0.5 ml y se procesan
0 se congelan a -20 °C. Se analizan las diferentes fracciones (30 ul de cada) por dot para
investigar la presencia de GM1 (esfingolipido residente en rafts) con CTX-HRP. Para investigar

la presencia de CD6 se corren 40 pl del lisado en condiciones reductoras en 8% SDS-PAGE,
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se transfieren las proteinas a membranas de nitrocelulosas y se hibrida con anti-suero de
conejo anti-CD6 intracelular mas GARIg-HRP. Tras un stripping con 200mM de NaOH, se
comprueba la presencia de CD5 con un anti-suero anti-CD5 mas GARIg-HRP y de actina con
un AcMO anti-actina mas GAMIg-HRP: Todas las membranas son reveladas con

quimioluminiscencia de Pierce.

16. COALESCENCIA DE RAFTS

Bolas de latex de 6 p (Sigma-Aldrich) son lavadas en PBS e incubadas toda la noche en frio y
rotacion con 10 ug/ml de OKT-3 o 1 ug/ml de OKT3, este ultimo solo o combinado con 10 pg/mi
de CD28.2 (anti-CD28) o 161.8 (anti-CD6). Posteriormente se lava el excedente de AcMo y se
comprueba la unién del AcMo por FACS. Las bolas de latex se incuban con células a razén 2:1
durante 30 min a 37 °C. Las mezcla se deja caer sobre cubres tratados con PLL durante 10 min
a TA, se fija con paraformaldehido al 2% por 10 min y tras ser lavados con TBS se procede a la
tincion de los rafts con CTX-FITC. Las preparaciones son observadas en microscopio de

fluorescencia y las imagenes se analizan con photoshop.
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1. ESTUDIO DE LAS ASOCIACIONES MOLECULARES DE CD6
EN LA SUPERFICIE DE LOS LINFOCITOS T

Introduccion

Tras la union del TCR al antigeno especifico presentado por la APC se produce una sefal
hacia el interior de la célula que ha de ser finamente regulada para que se produzca una
correcta activacion y/o diferenciacién de los linfocitos T. En esta regulacion participan las
denominadas moléculas accesorias, entre las que se encuentran CD2, CD4, CD8, CD9, CD28,
CD43, CD45, etc y también CD5 y CD6. Estos receptores han de ejercer su funcion de forma
coordinada y por ello se sugirié una posible asociacion fisica entre ellos, formando complejos
moleculares funcionales, que permitiera esta inter-relacion (310). En este sentido
investigaciones posteriores describieron la asociacion fisica de CD5 con CD2 y la implicacion
de ambos en la diferenciacién timocitica (229, 350), asi como la asociacion de CD5 con el
propio complejo CD3/TCR (226) permitiéndole influir de forma directa en la activacién de las
células T. Asi nos planteamos investigar si CD6, como molécula accesoria, también podria
realizar este tipo de asociaciones en la superficie de los linfocitos T, formando parte de algun
complejo molecular. Iniciamos la investigacion de posibles receptores asociados a CD6
incluyendo CD5 y el complejo CD3/TCR, entre otros receptores. En estas investigaciones
fueron realizados estudios de co-inmunoprecipitacion de proteinas a partir de lisados de células
biotiniladas en superficie y solubilizadas con diferentes detergentes, analisis por FRET y
estudios de modulacién (capping e internalizacion de proteinas). El uso de diferentes
detergentes esta justificado por su diferente capacidades de solubilizacién, asi es conocido que
los detergentes tipo Brij preservan mejor ciertas asociaciones moleculares como el complejo
CD3/TCR (351). En conjunto estos estudios nos permitieron describir la asociacion fisica de
CD6 al receptor CD5 y el complejo CD3/TCR, asi como sugerir una posible asociacion a otros

receptores linfocitarios como CD44 e ICAM-3.
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1.1. Las moléculas accesorias CD5 y CD6 se asocian en la

membrana de las células T

1.1.1. Los receptores CD5 y CD6 co-inmunoprecipitan en linfocitos T normales y

leucémicos

La posible asociacion de CD5 y CD6 en la membrana de los linfocitos se exploré por
experimentos de co-inmunoprecipitacion (IP) de proteinas de superficie biotinadas solubilizadas
bajo diferentes condiciones de detergentes (1% Brij96 o 1% NP-40). La presencia de CD6 en
los IP de CD5 fue investigada por reprecipitacion con un anti-suero policlonal anti-CD6. De la
misma forma se realizé el experimento inverso en el que se investigd la presencia de CD5 en
los IP de CD6. Experimentos realizados con la linea celular T leucémica, HUT-78, mostré dos
bandas de 105 y 130 kDa en los IP de CD5 de lisados con Brij 96 pero no con NP-40 (Fig.
IV.1A.). Asi mismo no se detectaron estas bandas en los IP de HLA clase | y CD3 a partir de
lisados con Brij 96 (Fig. IV.1B.). Las bandas observadas se corresponden con la masa
molecular reportadas para CD6, por la que existe una forma no fosforilada de 105 kDa que
rapidamente cambia a una forma fosforilada de 130 kDa por la exposicion a suero o
activadores de PKC (302, 306). En los inmunocomplejos de CD6 se re-IP con un anti-suero
especifico para CD5 una banda de 67 kDa (Fig. IV.1A.). Los experimentos de depleccion
mostraron que la extraccion de los lisados de las proteinas CD5 o CD6 por IP secuencial
impide la co-IP de las dos moléculas (Fig. IV.1C.), confirmando que la banda de 67 kDa y la de
105-130 kDa detectadas por nuestros sueros policlonales especificos corresponden a CD5 y
CD6, respectivamente. Otros experimentos realizados con timocitos y linfocitos de ganglios
linfaticos biotinados en superficie demostraron la asociacion de CD5 y CD6 en células T

normales (Fig. IV.1D.).

1.1.2. La asociaciéon de CD5 y CD6 es independiente de la co-expresion de otros

receptores linfocitarios de superficie y de la regién intracelular de CD5

Se conoce que CD5 se asocia a otros receptores linfocitarios (CD2, CD3, CD4, CD8, y CD9)
bajo condiciones de solubilizacién de la membrana célular del detergente Brij 96 (227, 229,
230). Asi, utilizamos un ambiente heterélogo para investigar si la co-precipitacion de CD5 vy
CD6 es directa o mediada por alguna otra molécula linfocitaria de superficie. Para este
proposito, células COS-7 fueron transfectadas con CD5 completo (CD5.wt) solo o en
combinacion con CD6 completo (CD6.wt) y después biotinadas en superficie antes de ser
lisados con tampén 1% Brij 96. Como se muestra en la figura Fig. IV.2., detectamos una banda
de 130 kDa en los inmuno complejos de CD5 solo cuando las células fueron co-transfectadas

con CD5.wt y CD6.wt. Este resultado indicaba que las bandas detectadas en nuestros estudios
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de re-precipitacion corresponden a CD6 y que la asociacion de CD5 y CD6 es poco probable
que sea mediada por alguno de aquellos receptores de superficie previamente descritos como
asociados a CD5. La implicacién de la regién citoplasmatica de CD5 fue también investigada
mediante similares experimentos en COS-7 transfectadas con una forma de CD5 con una
deleccién parcial de su region citoplasmatica (CD5.K378St°p). Esta forma truncada fue capaz de

co-IP con CDB6, indicando que la zona depleccionada (K378 a L471) es dispensable para la

asociacion de CDS y CD6 (Fig. IV.2.).
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Figura IV.1. CD5 y CD6 co-precipitan de lisados en Brij 96 de células T. A, Co-IP de CD5 y CD6 de
células T humanas leucémicas. 25 x 10° células HUT-78 fueron biotiniladas en superficie y lisadas con
tampon de lisis con 1% NP-40 o Brij 96. Las proteinas CD5 o CD6 fueron IP con AcMo (Cris-1y 161.8
respectivamente) y re-IP con anti-sueros policlonales contra CD5 o CD6. Los re-IP fueron corridos en
un gel SDS-PAGE al 8% en condiciones reductoras y transferidos a membranas de nitrocelulosa. Las
proteinas biotinadas fueron detectadas por SAv-HRP y reveladas con quimioluminiscencia y expuestas
a films de rayos-X. B, Asociacion especifica de CD5 y CD6. Lisados en Brij 96 de 25 x 10° células HUT-
78 biotinadas en superficie fueron IP con AcMo especificos contra HLA clase | (W6-32), CD3-¢ (33-
2A3), CD5 (Cris-1) y CD6 (161.8) y reprecipitados con un suero policlonal de conejo contra CD6 como
se hizo en A. Las proteinas biotinadas fueron corridas y detectadas también como en A. C,
Experimentos de depleccion de CD5 y CD6. Muestras de HUT-78 (50 x 10°%) biotinadas en superficie
fueron lisadas en tampdn de lisis con 1% Brij96, divididas en 2, y sometidas a varias rondas de IP (1, 3,
8) con AcMo anti-CD6 (161.8) o anti-CD5 (Cris-1). Una segunda IP con AcMo anti-CD5 o anti-CD6 fue
realizada solo en las muestras sefialadas. Todos los IP fueron re-precipitados con anti-sueros de
conejo anti-CD5 o anti-CD6. La deteccion de las proteinas biotinadas en los reprecipitados se realizé
por SAv-HRP y revelado por quimioluminiscencia tras ser corrido en geles al 8% SDS-PAGE bajo
condiciones reductoras y seguidamente transferidas a membranas de nitrocelulosa. D, La co-
precipitacion de CD5 y CD6 en timocitos y linfocitos de ganglio linfatico. Muestras de timocitos (2 x 108 )
fueron biotinadas en superficie y analizadas como se describe en A.
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Figura IV.2. Experimentos de co-transfeccion en células Cos-7. Las células COS-7 fueron
transfectadas de forma transitoria con construcciones de expresion para CD6.wt y CD5.wt, y una forma
de CD5 con la region citoplasmatica truncada (CD5.K378S‘°") solas o en combinacion. Las células
transfectadas fueron biotinadas en superficie, lisadas en Brij 96 y sometidas a IP para CD5 (Cris-1).
Los inmuno complejos fueron eluidos y entonces re-precipitados con suero policlonal de conejo anti-
CD6. La deteccion de las proteinas biotinadas fue realizada por SAv-HRP en condiciones reductoras y
posteriormente transferida a membranas de celulosa.

1.1.3. Medicién de la asociacion de CD6 y CD5 por FRET

Para descartar posibles artefactos causados por los detergentes, realizamos analisis
microscopico de FRET, un método que puede detectar proximidad molecular entre dos
proteinas con una resolucién de 100 Angtroms (338). Para ello utilizamos un AcMo anti-CD5
marcado con Cy3 como aceptor y una serie de AcMo (anti-CD6, -CD3, y -CD43) marcados con
FITC como donadores. Las imagenes de FRET obtenidas para las diferentes parejas de AcMo
se muestran en la Fig. IV.3A.. Se detecto FRET positivo entre los AcMo anti-CD6-FITC y anti-
CD5-Cy3, confirmando los datos de asociaciéon entre CD5 y CD6 deducidos de los
experimentos de co-IP. De acuerdo con anteriores publicaciones sobre la asociacion fisica de
CD5 y el complejo CD3/TCR en la superficie de los linfocitos T (226), también observamos
FRET entre AcMo anti-CD3-FITC y anti-CD5-Cy3. Por el contrario, se detectdé niveles muy
bajos de FRET cuando fueron usados AcMo anti-CD43-FITC y anti-CD5-Cy3, pareja usada
como control negativo. Como control de transferencia 6ptima de energia, incubamos AcMo
anti-CD5-Cy3 con GAMIg-FITC. La eficiencia de transferencia de energia entre los
fluorocromos FITC y Cy3 medida calculando la sefial de FRET sensibilizado (FRET®) pixel-por-
pixel se muestra en la Fig. IV.3B.. La media de E, (eficiencia de FRET) mas alta se detecto por
la unién de AcMo anti-CD5-Cy3 y GAMIg-FITC. Los valores medios de Ea obtenidos por la
combinacion de AcMo anti-CD5-Cy3 mas anti-CD6-FITC y anti-CD5-Cy3 mas anti-CD3-FITC
fueron similares y tenian significancia estadistica cuando eran comparados con la combinacion
utilizada como control negativo (AcMo anti-CD5-Cy3 mas anti-CD43-FITC) (Fig. IV.3B.). En
conjunto nuestros datos de FRET indican que CD5 esta muy préximo, no solo a CD3, sino
también a CD6. La proporcion de moléculas de CD3 y CD6 que se asocian con CD5 fue
estimada como 18 y 12 %, respectivamente, de los valores numéricos presentados en la Fig.
IV.3B. (asumiendo el 100 % de asociacion para GAMIg-FITC/anti-CD5-Cy3 y los niveles
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basales de E, para anti-CD43-Cy3/antiCD5-Cy3). Esta estimacion estd en concordancia con
datos reportados previamente los cuales mostraban que entre el 10 y el 20 % de las moléculas

de CD5 estan asociadas con CD3 en los linfocitos T humanos (225).
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FITC-aCD&/Cy3-aCD5 0,095 0,044

Figura IV.3. Deteccion de la asociacion de CD5 y CD6 por FERT. A, PBL fueron tefiidas
simultaneamente con AcMo anti-CD5-Cy3 (aceptor) y AcMos marcados con FITC (donadores) anti-
CD3, -CD6, -CD43 o GAMIg. Las imagenes de FRET® fueron obtenidas como se describe en el
apartado de Materiales y métodos y presentadas como imagenes de pseudocolor moduladas en
intensidad. A.Lu.f.i., arbitrary linear units of fluorescence intensity. Barra, 2 ym. B, La eficiencia
aparente de transferencia de energia entre FITC y Cy3, E,, fue calculada de varias regiones de
membrana (regiones de interés, ROI). Las medias de los valores de E, + S.D. estan representados y
graficados indicando los percentiles 25 y 75. El asterisco indica diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.001) como se deduce del test de Mann-Whitney.

1.1.4. Co-modulacién parcial de CD5 y CD6 (co-capping y co-internalizacion)

Para re-confirmar que CD5 esta asociado fisicamente a CD6 en la superficie de los linfocitos T,
examinamos la capacidad de las dos moléculas de co-modular utilizando doble
inmunofluorescencia. Asi investigamos la formacion conjunta de un casquete (cap) incubando
las células con AcMo biotinilados mas SAv-TR 30 min a 37 °C, y seguidamente fijadas y
tefiidas con diferentes AcMo marcados con FITC. Como se muestra en la Fig. IV.4A., se
observa formacién de un casquete parcialmente conjunto (co-capping) entre CD5 y CD6
independientemente de la direccion explorada. Por el contrario no se detecté co-capping entre
CD6 y CD43 (Fig. IV.4A.) ni CD5 y CDA43, esto ultimo esta de acuerdo con nuestros resultados
anteriores que muestran falta de FRET entre las moléculas CD5 y CD43. En concordancia con

trabajos anteriores (226) se detect6 presencia de CD3 en los caps de CD5.
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Figura IV.4. Co-modulacién de CD5 y CD6. A, Co-capping de CD5 y CD6. PBL fueron incubadas a
37 °C con AcMo biotinados (b) mas SAv-TR. A los tiempos 0 y 30 min las células fueron lavadas con
PBS-azida frio y tefiicadas con los AcMo-FITC indicados. Las imagenes muestran la fluorescencia
verde (FITC) y roja (TR). B, co-internalizacion de CD5 y CD6. Linfocitos de ganglio fueron inducidos a
internalizar las moléculas CD5 y CD6 por incubacién durante toda la noche a 37 °C con o sin AcMo
especificos mas GAMIg-FITC. Tras ese tiempo las células fueron tefiidas con AcMo biotinados (b)
contra CD5 o CD6 mas SAv-Tricolor (TC) y analizadas por citometria de flujo. Los dos histogramas de
la derecha muestran la fluorescencia verde (FL1) antes (lines gris) y después (linea negra) de modular
las proteinas. Los dos histogramas de la izquierda muestran la fluorescencia roja (FL3) de las células
moduladas (gris) o no (negro).

Seguidamente, se investigo si la internalizacion de uno de los dos receptores (CD5 o CD6)
reducia la expresion del otro. Con esta intencion, los linfocitos se incubaron toda la noche a 37
°C con o sin AcMo especificos mas GAMIg-FITC. Esto resulté en la pérdida total de la
expresion del antigeno correspondiente, observado cuando se compara la emision fluorescente
verde (FL1) de las células incubadas con AcMo con la de las incubadas sin AcMo (Fig. IV.4B.).
Entonces las células fueron tefiidas con AcMo biotinados especificos mas SAv-tricolor y
analizados por fluorescencia roja (FL3). Como se muestra en la Fig. IV.4B., se observé una
reduccion de la expresion de CD5 en las células incubadas con AcMo anti-CD6 (modulacion de

CD6), en comparacion con la expresion de CD5 de las células no incubadas con AcMo. De
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forma similar, también se detectd una reducciéon de la expresion de CD6 en las células donde
se habia inducido la internalizacion de CD5 (modulacion de CD5) (Fig. IV.4B.). En conjunto los
resultados de co-capping y co-internalizacion reafirman nuestras evidencias de la asociacion

fisica de CD5 y CD6 en la superficie de los linfocitos.

1.2. El receptor CD6 se asocia fisicamente al complejo
CD3/TCR

1.2.1. Co-precipitacion del complejo CD3/TCR y CD6 en lisados de linfocitos T

El complejo CD3/TCR es faciimente disociado por tratamiento con detergentes, aunque
detergentes suaves como digitonin o Brij 58 preservan su estructura (351). Asi, la posible
asociacion de CD6 al complejo CD3/TCR fue explorada mediante experimentos de co-IP de
células biotiniladas en superficie y solubilizadas bajo diferentes condiciones de detergentes
(1% Brij 58, Brij 96 y NP-40). La presencia de CD5, CD6, CD3 y HLA clase | en IP de células
HUT-78 fue investigada por reprecipitacién con un anti-suero de conejo especifico anti-CD6.
Como se muestra en la Fig. IV.5A., detectamos la presencia de CD6 en los IP de CD3 solo en
los solubilizados con Brij 58. De acuerdo con nuestros resultados anteriores CD6 fue también
detectado en los IP de CD5 de lisados con Brij 96 y Brij 58, pero no con NP-40. CD6 no pudo
ser detectado en los IP de HLA clase | en ninguna situacion (Fig. IV.5A.). Experimentos
adicionales realizados con timocitos y PBL biotinados en superficie y lisados con 1% Brij 58

confirmaron la presencia de CD6 en los IP de CD3 de células T normales (Fig. IV.5B.).
1.2.2. La asociacion de CD6 y el complejo CD3/TCR es independiente de CD5

Se ha descrito que CD5 se asocia al complejo CD3/TCR (226, 227) y nuestros resultados
anteriores demuestran que también se asocia a CD6. Asi la posibilidad de que la asociacién de
CD6 con el CD3/TCR estuviera mediada por CD5 fue investigada por ensayos de co-IP en
células 2G5, una linea derivada de las Jurkat que es CD5CD6CD3" (274). Una clona
transfectante que expresaba un forma de la proteina CD6 con la region citoplasmatica
parcialmente truncada (CD6.A613%°) (Fig. IV.6A.) fue biotinada en superficie y lisada bajo
condiciones de Brij 58. Las moléculas de HLA clase |, CD3, CD5 y CD6.613% fueron IP con
AcMo especificos y re-IP con anti-suero policlonal anti-CD6. Como se muestra en la Fig.
IV.6A., la proteina CD6.613%* fue co-IP de los inmuno complejos de CD3 pero no de los de
HLA clase |, CD5 o CD3. Estos resultados indicaban que no solo CD5, sino también los 55
aminoacidos mas C-terminal de CD6 eran dispensables para la asociacion de CD6 con el
complejo CD3/TCR.
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Figura IV.5. CD6 co-IP con CD3 de lisados en Brij 58 de células T normales y leucémicas. A, 25
x10° células HUTT-78 fueron biotiniladas en superficie y lisadas con 1% NP-40, Brij 96 o Brij 58. Las
proteinas HLA clase |, CD3¢, CD5 y CD6 fueron IP con AcMo especificos (w6/32, 33:-2A3, Cris-1,
161.8 respectivamente) y re-IP con anti-sueros policlonal de conejo anti-CD6. Los re-IP fueron corridos
en 8% SDS-PAGE vy transferidos a membranas de nitrocelulosa. Las proteinas biotinadas fueron
reveladas por SAv-HRP y quimioluminiscencia y seguidamente expuestas a films de rayos-X. B,
Timocitos (2 x 108) y PBL (5 x 107) fueron biotinados en superficie y lisados en tampon con 1% NP40 o
Brij 58 y entonces analizados como se describe en el apartado A.
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Figura IV.6. Co-IP independiente de CD5 entre CD6 y CD3. A, Co-precipitacion especifica de las
moléculas de CD6 y CD3 de células T deficientes de CD5. En la parte superior se muestran los
histogramas de la expresion de HLA clase |, CD3, CD5 y CD6 en células 2G5 transfectadas con la
construccion CD6.613%. En la parte inferior se muestra la co-IP de CD6 y CD3 en las células 2G5
transfectadas con CD6.613%°. Un total de 5 x 10" células biotinadas en superficie fueron lisadas en
tampon 1% Brij 58 y las moléculas de HLA clase |, CD3,, CD5 y CD6 fueron IP con AcMo especificos
(w6/32, 33-2A3, Cris-1, 161.8, respectivamente). Seguidamente los inmuno-complejos fueron re-IP con
sueron policlonal de conejo contra-CD6. Los re-precipitados fueron corridos en 8% SDS-PAGE y
transferidos a membranas de nitrocelulosa. Las proteinas biotinadas fueron reveladas por SAv-HRP y
quimioluminiscencia y seguidamente expuestas a films de rayos-X. B, Co-IP de CD3 y CD6 en lisados
de PBL depleccionados de CD5. PBL biotinadas en superficie (10 x 107) fueron lisadas en tampoén 1%
Brij 58, dividido en dos, y uno de ellos sometido a varias rondas de IP (x1, x4, x6, x8) con AcMo anti-
CD5 (Cris-1). Se someti6 a una segunda IP con AcMo anti-CD3 (33-2A3) a los lisados tanto
depleccionados como no de CD5. Todos los IP fueron re-IP con suero policlonal anti-CD5 o anti-CD6 y
revelados como en el apartado A.
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Ensayos de inmunodepleccidén secuencial también confirmaron la asociacion independiente de
CD5 entre CD6 y CD3/TRC. PBL biotinadas en superficie fueron lisadas con tampon 1% Brij
58, y las moléculas de CD5 fueron extraidas de una de las dos alicuotas de lisado con varias
rondas de IP con AcMo anti-CD5. Posteriormente tanto los lisados depleccionados de CD5
como los no depleccionados fueron sometidos a IP con AcMo anti-CD3, y la presencia de CD6
o CD5 fue investigada por re-IP con anti-sueros policlonales especificos. Como se muestra en
la Fig. IV.6B., se detectd la presencia de bandas correspondientes a CD6 en los inmuno-
complejos de CD3 tanto en los lisados depleccionados como no de CD5. Esto indicaba que al
menos una porcién de las moléculas de CD6 se asocian con CD3 de forma independiente de
CD5. Como control de que la depleccion ha sido eficiente se detecto la presencia de CD5 solo
en los IP de CD3 no depleccionados de CD5, estando ausente de los depleccionados (Fig.
IV.6B.).

1.2.3. CD3/TCR se redistribuye parcialmente a los caps de CD6

Al igual que en el estudio de la asociacién entre CD6 y CD5, realizamos experimentos de
modulacién o capping para confirmar que la asociacion detectada en los experimentos de co-IP
no se debia a un artefacto causado por la utilizacion de detergentes. Asi PBL fueron incubadas
con AcMo biotinado anti-CD6 mas SAv-TR por 30 min a 37 °C, y seguidamente fijadas y
tefiidas con AcMo marcados con FITC anti-CD3 o anti-CD43. Como se muestra en la Fig 7, se
observé un co-capping parcial entre CD3 y CD6, indicando una posible asociacion fisica entre
ambas moléculas. La especifica de la asociacién viene dada por la falta de co-capping con

CD6 mostrada por otro receptor de la célula T, como CD43 (Fig. IV.7.).

Time O’ Time 30’

FITC TR FITC TR

Figura IV.7. Analisis de la asociacion de CD3 y CD6 por co-capping. PBL fueron incubadas con
AcMo anti-CD6 biotinado por 30 min a 37 °C para la formacion del cap. A tiempo 0 y 30 min las células
fueron lavadas con PBS/azida frio, fijadas y tefiidas con AcMo marcados con FITC. Las imagenes
muestran la fluorescencia roja (TR) y verde (FITC).

oCD6b+TR-SAv
FITC-aCD3

0.CD6b+TR-SAv
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1.2.4. Analisis por FRET de la asociaciéon de CD6 con CD3/TCR

Para mas confirmacién de la asociacion fisica entre CD6 y CD3/TCR en la superficie de los
linfocitos, realizamos analisis microscopico de FRET. Como aceptor se utilizé6 AcMo anti-CD3
marcado con Cy3 y como donadores AcMo anti-CD5, -CD6 y -CD43 marcados con FITC. Las
mediciones de FRET entre CD6 y CD3/TCR se realizaron en PBL bajo condiciones de capping
y fueron comparadas con las obtenidas para CD3/TCR y CD43, dos receptores no relacionados
utilizados como control basal, y CD3/TCR y CD5, dos receptores ya descritos como asociados
(226), y utilizados como control positivo. Las imagenes de FRET obtenidas para las parejas de
AcMo anti-CD6-FITC/anti-CD3-Cy3, CD5-FITC/anti-CD3-Cy3 y CD43-FITC/anti-CD3-Cy3 se
muestran en la Fig. IV.8.. La eficiencia de transferencia de energia entre los fluorocromos Cy3
y FITC medida calculando la sefial de FRET sensibilizado (FRET®) pixel-por-pixel se muestra
también en la Fig. IV.8.. Nuestros resultados muestran que el FRET en los caps de CD3 es
significativamente mayor para la pareja de AcMo CD6/CD3 que para la pareja CD43/CD3
considerada como control negativo. Estos resultados estan en concordancia con la existencia
de una asociacion fisica entre CD6 y el complejo CD3/TCR.

FITC-aCD43 Cy3-aCD3 FRET
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Figura IV.8. Analisis de la asociacion CD3/CD6 por FRET bajo condiciones de capping. Fue
inducida la formacion de cap en PBL por la incubacion de las células durante 30 min a 37 °C con AcMo
anti-CD3 marcado con Cy3 mas GAMIg sin marcar. Posteriormente las células fueron fijadas y
marcadas con AcMo marcados con FITC anti-CD6, -CD43 o -CD5. Las imagenes de FRET® fueron
obtenidas como se describe en el apartado de Materiales y Métodos y presentadas como imagenes de
pseudocolor moduladas en intensidad. A.l.u.fi., arbitrary linear units of fluorescence intensity. Barra, 2
um. La eficiencia aparente de transferencia de energia entre FITC y Cy3, E,, fue calculada de varias
regiones de membrana (regiones de interés, ROI). Las medias de los valores de E, + S.D. estan
representados y graficados indicando los percentiles 25 y 75. El asterisco indica diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.001) como se deduce del test de Mann-Whitney. Las medias de E,
se muestran en la tabla.
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1.3. Asociacion de CD6 con CD44 e ICAM-3

1.3.1 Estudios de co-immunoprecipitacién de CD6 con CD44 e ICAM-3

Siguiendo nuestra busqueda de posibles receptores de la superficie de los linfocitos T
asociados a CD6 realizamos los mismos tipos de experimentos de co-IP en células 2G5
transfectadas con CD6.613%. Asi estas células fueron biotinadas en superficie y lisadas en
tampdn con 1% Brij 58. Las moléculas CD3, CDS5, CD6, CD44 e ICAM-3 fueron IP con AcMo
especifico (33-2A3, Cris-1, 161.8, 33-3B3, 152-2D1, respectivamente) y re-IP con un anti-suero
policlonal de conejo anti-CD6. Como se muestra en la Fig. IV.9. CD6.613 fue co-IP con
CD3, control positivo, CD44 y ICAM-3, pero no con CD5, utilizado como control de
especificidad ya que las células no expresan CD5. Estos resultados orientan a una posible
asociacion fisica entre CD6 y CD44 e ICAM-3, para la cual son prescindible los ultimos 55
amino acidos mas C-terminales de la region citoplasmatica de CD6. La fiabilidad de esta
técnica como método de busqueda de asociaciones moleculares esta validado por nuestros
resultados de asociacién de CD6 con CD5 y con el complejo CD3/TCR, pero son necesarios

estudios mas sensibles (como FRET) para confirmar estas asociaciones.
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Figura IV.9. Co-IP de CD6 con otros receptores linfocitarios. A, Expresién de CD5 y CD6 en las
células jurkat 2G5 transfectadas con la construccion pHB-CD6.wt de forma estable. B, Las células
jurkat 2G5 CD6" fueron biotinadas en superficie, lisadas en tampén 1% Brij 58 e IP para CD3, CD5,
CD6 , CD44 e ICAM-3. Posteriormente re-precipitados con un anti-suero policlonal anti-CD6. Las
proteinas biotinadas fueron corridas en un gel al 8% SDS-PAGE, transferidas a una membrana de
nitrocelulosa, revelada con SAv-HRP y ECL y expuestas a un film de rayos-x.
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2. IMPLICACION DE CD5 Y CD6 EN LA ACTIVACION DE LOS
LINFOCITOS T

Introduccion

Un hecho esencial para la activacion de los linfocitos T es la interaccion del complejo TCR con
el antigeno peptidico presentado por el MHC de la APC, aunque para una activacion mantenida
de la célula T se requiere una amplificacién de esta primera sefal, lo cual es realizado por las
moléculas accesorias (94). La zona de contacto entre la célula T y la APC se denomina
sinapasis inmunitaria (SI) y en ella se organizan las moléculas co-estimuladoras y de
sefializacion, tanto de la célula T como de la APC, formando el llamado SMAC (Supra
Molecular Activation Cluster). La Sl se organiza rapidamente tras el contacto antigeno
especifico entre las dos células y a los 30 min (S| madura) se pueden diferenciar 2 zonas; una
central o cSMAC, en la que se localiza el complejo CD3/TCR y moléculas como CD28 y Lck, y
una periférica 0 pSMAC, en la que se encuentran moléculas mas implicadas en la adhesién
como Talina y FLA-1 (19, 65). La estabilidad de la S| depende de la integridad del citoesqueleto
de actina, la participacion del los mecanismos de transporte intracelular y del acumulo de
receptores co-estimuladores, entonces se incrementa la amplitud y la duracion de la
sefializacion de la célula T (51).

Tradicionalmente tanto CD5 como CD6 han sido descritos como receptores co-estimuladores
con capacidad de modular las senales del TCR. Asi los primeros estudios funcionales sobre
estas moléculas, en los que se utilizaban AcMo especificos, describian la capacidad que
ambas tenian de aumentar los estimulos proliferativos enviados por el complejo CD3/TCR
(158-161). En concordancia con esta funcion co-estimuladora es conocida la asociacion del
complejo CD3/TCR con CD5 (226), y en este trabajo se describe su asociacion también con
CD6. En conjunto estos datos nos han llevado a analizar no solo la presencia de CD5 y CD6 en
la Sl sino también la importancia de las interacciones de CD5 y CD6 con sus respectivos
ligandos en los procesos de activacion de los linfocitos T. El ligando de CD6, ALCAM, es bien
conocido y se expresa en linfocitos maduros T y B activados, macréfagos, cortex cerebral asi
como en varios epitelios (296). Por el contrario el ligando de CD5 no se ha caracterizado hasta
la fecha, pero si se ha descrito su interaccién a varias proteinas de diferente peso (289, 290,
292) (294). Asi nuestro grupo describié un ligando de 150 kDa de peso (gp 150) con una
distribucion muy parecida al ligando de CD6 (295).

Nuestro analisis por la imagen de conjugados celulares antigeno especificos entre células T y
APC demostraron que CD5 y CD6 se localizaban en la Sl. Estos resultados estan en
concordancia con un trabajo reciente que demuestra la localizacion de CD5 en la Sl (162). Un
estudio mas detallado demostré la co-localizacion de CD5 y CD6, y también la de ALCAM, con

el complejo CD3/TCR en la zona central de la Sl (cSMAC). Posteriores experimento en

85



Resultados

presencia de una forma recombinante soluble de CD6 (rsCD6), pero no de CD5 (rsCD5),
reducia significativamente el numero de conjugados celulares antigeno especificos. Estos
datos indicaban que CD6 media interacciones célula-célula necesarias para la progresion de la
maduracion de la Sl. De la misma manera rsCD6 era capaz de inhibir de forma dosis-
dependiente la proliferaciéon de las células T mediada por PHA o AcMo anti-CD3. Esta ultima
inhibicién también fue observada con rsCD5. En conjunto nuestros datos ilustran el importante
papel realizado por las interacciones moleculares mediadas por CD6 durante los procesos de
activacion y diferenciacion de la célula T. También nuestros resultados plantean que las la
interaccion de CD5/CD5L pueden ser importantes para aquellos procesos de activacion de las
células en los que esté implicado directamente el complejo CD3/TCR.

Por otro lado se ha demostrado que muchas proteinas co-estimuladoras residen en rafts o son
reclutados a ellos tras la activacion de la célula. La presencia de CD5 en estas estructuras en
células en reposos ya habia sido demostrada (352), pero la presencia de CD6 no habia sido
investigada. Nuestros resultados de modulacion y de separacion de rafts en gradientes de
sucrosa son todavia preliminares, pero sugieren que CD6 no se localiza en rafts en las células
en reposo pero tras la estimulacion con Ac-Mo anti-CD6 es reclutado a ellos. Ademas, al igual
a lo demostrado para CD28 (81), es capaz de dar las sefiales complementarias necesarias
para el reclutamiento de rafts a la zona de contacto entre la célula T y bolas de latex

recubiertas con AcMo. En conjunto nuestros datos corroboran el papel co-estimulador de CD6.
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2.1. Localizacion de CD5 y CD6 en la sinapsis inmunitaria

2.1.1. Analisis de conjugados de células J77 y células Raji

Estad descrito que las moléculas con funcién co-estimuladora se acumulan en la zona de
contacto entre la célula T y la APC tras el reconocimiento antigénico especifico, llamada Sl.
Para investigar si CDS y CD6 también se localizaban en la Sl realizamos conjugados entre
Jurkat J77 (Célula T) y células Raji (APC) en presencia o ausencia de superantigeno (SEE). A
los 30 min de incubacion a 37 °C la localizacion de CD5 y CD6 fue estudiada mediante tincion
con AcMo especificos mas GAMIg-FITC. Como se muestra en la Fig. IV.10., CD5 y CD6 se
acumulan en la zona de contacto entre la célula Raji y la J77 de forma antigeno especifica.
Estos datos estan en concordancia con un trabajo reciente que sitia a CD5 en la Sl (162) y con
nuestros resultados anteriores de asociacion de CD6 con CD5 indicando que estos receptores

estan implicados en la activacion de los linfocitos T y podrian tener una funcién conjunta.
CD

Figura IV.10. Localizacion de CD5 y CD6 en la Sl. Células Raji fueron incubadas con o sin 5 ug/ml
SEE y mezcladas con las células J77 marcadas con CMAC. Tras 30 min de incubacién, los conjugados
celulares fueron adheridos a cubres pre-tratados con PLL, fijados y tefidos (verde) para CD5 y CD6.
Las correspondientes imagenes de contraste de interfase diferencial (DIC) fueron sobrepuestas a la
tincién azul de las J77.

5 CD6

- SEE

+ SEE

2.1.2. Andlisis de conjugados de células T y células dendriticas (DC)

Para validar el resultado anterior en un sistema mas fisioldégico realizamos conjugados de
células dendriticas y células T primarias (339) e investigamos la localizaciéon de CD6. Como se
muestra en la Fig. IV.11., CD6 se acumula en la zona de contacto entre las células T
policlonales especificas para SEB y las DC, generadas in vitro y pulsadas con SEB. Este

resultado valida el uso de conjugados entre células leucémicas como modelo de formacion de

87



Resultados

Sl. En conclusién CD6 se distribuye a la zona de contacto entre las células T-B y T-DC de

forma antigeno dependiente.

CD6 DIC

Figura IV.11. CD6 se acumula en la zona de contacto entre DC y linfocitos T. La clona de células T
S3 (generada como se describe en Materiales y Métodos) fueron mezclada con las DC (pre-incubada
con 1 pug/ml SEB) por 15 min a 37 °C. Los conjugados celulares fueron adheridos a cubres pre-tratados
con fibronectina durante 10 min. Seguidamente las células fueron tefiidas para CD6 (MAE1-C10) mas
GAMIg marcado con Alexa Fluor 488. Las imagenes de DIC también se muestran.

2.1.3. Estudios de localizacién de CD5 y CD6 en el cSMAC

Para analizar en mas detalle la precisa localizaciéon de CD5 y CD6 en la Sl, estudiamos su
localizacion con relacion a ICAM-1 y CD3/TCR, marcadores de pSMAC y cSMAC
respectivamente. Como se muestra en la Fig. IV.12A., CD6 se acumulan en el cSMAC entre
las células J77 y Raiji en presencia de SEE, co-localizando con el complejo CD3/TCR mientras
que ICAM-1 permanece en la periferia. Como se esperaba CD5 también se distribuye al
cSMAC (Fig. IV.12A.). Estos datos demuestran que cuando se forman estructuras altamente
especializadas y funcionalmente muy importantes, como la SI, tanto CD5 como CD6 se
mantienen muy préximos al complejo CD3/TCR, apuntando a una implicacion directa de ambas
moléculas en la regulacion de la activacion del linfocito T.

Al ser el ligando de CD6 conocido, a diferencia del de CD5, pudimos investigar su localizacion
en la Sl. Como se muestra en la Fig. IV.12B., tinciones dobles para CD3 y ALCAM
demostraron que ALCAM se acumulaba en la Sl y co-localizaba parcialmente con CD3/TCR en
el cSMAC. La localizacién solo parcial de ALCAM en el cSMAC puede ser explicado por el
hecho de que ALCAM también realiza interacciones homotipicas con el ALCAM de la otra
célula (324), pues ALCAM se expresa tanto en linfocitos B como T activados (Fig. IV.12C.). La

interaccion homotipica de ALCAM implica el dominio V1 de cada ALCAM, lo cual hace que la
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interaccidon sea de unas dimensiones demasiado grandes para su cabida en el cSMAC,

quedando asi en el pPSMAC.

CD3
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Figura IV.12. Localizacion de CD6, CD5 y ALCAM en el cSMAC. A, Co-localizacion de CD5 y CD6 con CD3
en el cSMAC. Conjugados de células Raji y J77 fueron incubados durante 30 min en presencia de SEE y
fueron tefidas para CD5 o CD6 (verdes) en combinaciéon con ICAM-1 o CD3 (rojos). B, Localizacion de ALCAM
en el cSMAC. Conjugados de células Raji y J77 fueron incubados 30 min en presencia de SEE vy tefiidos para
ALCAM (rojo) y CD3 (verde). Las imagenes de DIC también se muestran. *, células Raiji. C, Expresion de
ALCAM en las células J77 y Raiji.
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2.2. Inhibicién de la activacién de los linfocitos T con formas
recombinantes solubles de las proteinas CD5 y CD6
(rsCD5, rsCD6)

2.2.1. Ensayos de inhibicién de la maduracién de la Sl

Los datos de presencia de CD5 y sobretodo de CD6 y su ligando en el cSMAC, sugerian una
implicacion de estas proteinas durante los procesos de activacion de los linfocitos T. Asi
investigamos el efecto de la presencia de rsCD5 y rsCD6, con capacidad debloquear la
interaccién de los receptores CD5 y CD6 con sus respectivos ligandos, durante la maduracion
de la Sl. Para este propésito producimos la proteinas rsCD5 y rsCD6 en un sistema de
expresion de células de mamifero y las purificamos por cromatografia de afinidad, de forma
similar a como se explica en (340) (Fig. IV.13A.). La actividad de ambas proteinas fue probada

por ensayos de union a células que expresan el respectivo contra-receptor (Fig. IV.13B.) (295).

Raiji Cell K562 Cell
rsCD5 rsCD6 ~ aji Cells s : 562 Cells
17 - s 1 P BSAb
ety 1 D . rsCDSb
Lx CE I — 1sCD6b
Ly — p . :
63.4 LEE LRSI
' — <] « 13
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84 a i 3
P
D‘ o 1’ 102 10° 10! 10°

Figura IV.13. Analisis de las proteinas purificadas rsCD5 y rsCD6. A, Analisis por SDS-PAGE. Las
proteinas rsCD5 y rsCD5 fueron purificadas y corridas en 10% SDS-PAGE en condiciones reductoras y
tefiidas con azul coomassie. B, Estudio de union acélulas. Células Raji y K562 fueron incubadas con
rsCD5, rsCD6 y BSA biotiniladas (rsCD5b, rsCD6b, BSAb, respectivamente), y las proteinas unidas
fueron detectadas con SAv-Tricolor.

Una vez comprobada la funcionalidad de las proteinas, incubamos células Raji cargadas con
SEE con o sin 10 pug/ml de estas proteinas. Posteriormente las células Raji fueron mezcladas
con las J77 para la formacion de los conjugados. Como marcador de S| madura investigamos
la re-orientacién del MTOC hacia la zona de contacto ente el linfocito T y B, por ello los
conjugados fueron tefiidos con anti-a-tubulin (Fig. IV.14.).

La presencia de rsCD6 redujo de forma significativa (entre un 30 a un 47%) el nimero de
contactos con re-orientacion del MTOC (Tabla IV.l.). Por el contrario no se observé ningun

efecto inhibitorio cuando las células fueron pre-incubadas con rsCD5 (Tabla IV.1.).
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Figura IV.14. Ensayo de re-orientacion del MTOC. Conjugados de células Raji-J77 antigeno
especificos tefiidos con a-tubulina marcada con FITC. Se contaron 100 contactos entre células Raji
(marcadas con CMAC, azul) y células J77 para cada situacién de incubacién con proteinas y se
clasificaron en contactos positivos (flecha blanca) o negativos (flecha roja) en funcién de la
translocacion del MTOC hacia la zona de contacto o no, respectivamente.

También rsCD6 redujo el numero de conjugados en los que CD3 se distribuia a la zona de

contacto entre las dos células (Tabla IV.Il.). Se ha de destacar que los efectos inhibitorios de

rsCD6 en la maduracion de la S| no se vieron cuando fue afiadido a los 3 o 10 min tras inicio de

la formacion de los contactos, indicando que rsCD6 interfiere con interacciones célula-célula

tempranas necesarias para que se produzca la maduracion de la SI (Tabla IV.IIL.).

TABLA IV.I. Efecto inhibitorio de las proteinas purificadas rsCD5 y rsCD6 sobre la maduracion
de la Sl, usando como marcador la re-orientacion del MTOC.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Pre- % Sl madura | % inhibicion | % Sl madura | % inhibicién | % Sl madura | % inhibicion
incubation
- 64 0 67 0 70 0
Albumina 67 -4.6 61 8.9 ND ND
rsCD5 62 3.1 60 10.4 61 12.8
rsCD6 40 37.5 36 46.2 40 42.2

Células Raji cargadas con SEE fueron pre-incubadas con o sin 10 ug/ml de rsCD6 o rsCD6 purificadas
o con Albumina. Seguidamente fueron mezcladas con las células J77 e incubadas 30 min a 37 °C. Los
conjugados fueron fijados y tefiidos con AcMo anti-a-tubulina marcado con FITC. Los conjugados
fueron clasificados segun la translocacién del MTOC hacia la zona de contacto entre las 2 células (S|
madura) o no (no Sl) y los valores expresados en % en relacién al total de contactos contados. Las
células Raiji fueron tratadas con CMAC. Aqui se muestran los resultados de 3 experimentos
representativos de 6 realizados. El porcentaje de inhibicién de la SI madura (% inhibicion) fue calculado
tomando como 0 el porcentaje de SI maduras en ausencia de proteina (-). ND, no determinado.




Resultados

TABLA IV.Il. Efecto de las proteinas purificadas rsCD5 y rsCD6 sobre la maduracion de la SI
utilizando como marcador el acamulo de CD3 en la zona de contacto entre las dos células.

% S| madura % inhibicion
- 67 0
Albumina 67 0
rsCD5 67 0
rsCD6 46 31.3

Células Raiji cargadas con SEE fueron pre-incubadas con o sin 10 pg/ml de rsCD6 o rsCD5 purificadas
o con Albumina. Seguidamente fueron mezcladas con las células J77 e incubadas 30 min a 37 °C. Los
conjugados fueron fijados y tefiidos con AcMo antiCD3({ mas GAMIg-RR. Los conjugados fueron
clasificados segun el acumulo de CD3 en la zona de contacto entre las 2 células (S| madura) o no (no
Sl) y los valores expresados en % en relacién al total de contactos contados. Las células Raji fueron
tratadas con CMAC. El porcentaje de inhibicién de la SI madura (% inhibicion) fue calculado tomando
como 0 el porcentaje de S| maduras en ausencia de proteina (-).

TABLA IV.IIIl. Efecto de la proteina purificada rsCD6 anadida a diferentes tiempos durante la
maduracion de la Sl.

TO T3 T10°
rsCD6 54 % 76 % 1%
rsCD5 76 % 66 % 66 %

Las proteinas purificadas rsCD5 y rsCD6 (a 10 ng/ml) fueron incubadas con células Raji cargadas con
SEE antes de ser mezcladas con células J77 (TO’) o a tiempos 3 (T3’) y 10 (T10’) min tras ser
mezcladas. Las células fueron incubadas durante 30 min y tefiidas para AcMo anti-a-tubulina marcado
con FITC. Los conjugados fueron contados y clasificados segun la re-orientacion del MTOC igual que
en la tabla I. Las células Raji fueron marcadas con CMAC. Los datos se muestran en porcentaje (%)
de S| maduras.

2.2.2. Ensayos de inhibicién de la proliferacién de los linfocitos T

Para la optima activacion y posterior proliferacion de los linfocitos es necesaria la correcta
maduracion de la Sl y que ésta, una vez formada, se mantenga estable durante cierto tiempo.
Nuestros resultados anteriores demuestran que la proteina rsCD6, a diferencia de la rsCD5,
tiene capacidad de interferir en la maduracion de la Sl impidiendo la activacion celular y esto
sugiere su capacidad de inhibir respuestas biolégicas como la respuesta proliferativa a
diferentes estimulos. Por el contrario no se puede deducir lo mismo de nuestros resultados con
rsCD5. Asi para continuar investigando las propiedades de estas dos proteinas realizamos
ensayos de proliferaciéon en su presencia. PBL fueron estimuladas con concentraciones
mitogénicas de AcMo OKT-3 (0.5 ng/ml), PHA (0.125%), PWM (5ug/ml), SEA (0,1ng/ml) o
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PBLs alogénicas irradiadas (1 x 105) (CM) en presencia o ausencia de concentraciones
crecientes de las proteinas recombinantes solubles rsCD5 o rsCD6. Como se muestra en la
Fig. IV.15A., rsCD6 claramente inhibe la proliferacion medida por AcMo anti-CD3 y PHA de
forma dosis dependiente. Por el contrario rsCD5 tiene efecto inhibitorio dosis dependiente solo
en las proliferaciones mediadas por AcMo anti-CD3, pero no PHA (Fig. IV.15A.). Tampoco se
observé inhibicion de la prolifereacion usando dosis 6ptimas de rsCD5 y rsCD6 en los ensayos
de proliferacion de PBLs estimuladas con PWM, SEA y células alogénicas (Fig. IV.15B.). Esto
datos de no-inhibicién junto al analisis por tincion con azul tripan de los cultivos descarté un
posible efecto toxico de rsCD5 y rsCD6. Estos datos indican que tanto rsCD5 como rsCD6
inhiben de forma selectiva la proliferacion de las células T inducida por ciertos estimulos, como

el de AcMo anti-CD3.
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Figura IV.15. Inhibicion de la proliferacion de linfocitos T por rsCD5 y rsCD6. PBL fueron
estimuladas con AcMo anti-CD3 (0,5 ng/ml) (A), PHA 30,125%) (A), PWM (5ug/ml) (B), SEA (0,1 ng/ml)
(B) o PBL irradiadas (Cultivo Mixto, CM) (B) (1 x 10%). Las células fueron incubadasa 37 °C con 5%
CO, durante 3 dias o 7 dias en el caso de CM en placa de 96 pocillos en “U” en presencia de diferentes
concentraciones (0,02, 0,06, o 0,125 uM) de rsCD5 o rsCD6. Las graficas muestran los valores medios
y SD de las cuentas de timidina tritiada de muestras por triplicado de un experimento representativo.

93



Resultados

2.3. Relacion de CD5 y CD6 con las balsas lipidicas ricas en

colesterol, rafts

2.3.1. Co-localizacion de CD6 con rafts en LT

Las balsas lipidicas o rafts son estructuras de la membrana celular ricas en esfingolipidos y
colesterol (127). Se ha demostrado que los rafts intervienen en la activacion de la célula T
(128) y que en ellos se segregan proteinas de la via de sefalizacion del TCR como Lck, LAT
(130) o receptores co-estimuladores como CD44 (353). Algunas proteinas son residentes en
rafts, o sea se localizan ya en rafts en las células en reposo, y otras son segregadas a ellos
tras la activacion celular, como CD2 (354), CD28 (144) y el propio complejo CD3/TCR (81).
Aunque tanto el receptor CD5 como el receptor CD6 son moléculas con funcién co-
estimuladoras, solo ha sido investigada la presencia de CD5 en estas estructuras, y se ha
descrito que CD5 reside en rafts de las células en reposo (352). Asi nos interesamos en
analizar la presencia de CD6 en estas estructuras.

Primero comparamos la distribucion de CD6 y rafts en la superfice de células T tanto en reposo
como tras la induccion de caps de CD6. Para ello realizamos co-tincién de CD6 y de rafts en
HUT-78 incubadas con AcMo anti-CD6 mas GARIg-Cy3 30 min a 4 °C (basal) o 37 °C
(capping). La distribucién de CD6 en las células T en reposo es parcheada mientras que la
tincién de rafts, con CTX-FITC, es mas homogénea. Pero se puede observar zonas en las que
ambas tinciones co-localizan (Fig. IV.16.). Cuando se movilizaron las moléculas de CDB6,
formando un casquete o cap también se observé una movilizacion parcial de la tincion de rafts.
En conjunto estos datos sugieren que si bien CD6 en estado basal puede residir o no en rafts,

cuando este receptor se activa, ya sea por la union de Ac especificos o por su ligando, podria

translocarse a rafts (Fig. IV.16.).

basal capping-CD6

CTX-FITC CD86-Cy3 MERGED CTX -FITC CD6-Cy3 MERGED

-

F
g

| .

Figura IV.16: Acumulo parcial de rafts en los casquetes de CD6. Células HUT-78 fueron incubadas
con anti-suero-policlonal anti-CD6 mas GAMIg-Cy3 durante 30 min a 4 °C (basal) o 37 °C (capping).
Tras este tiempo fueron depositadas sobre cubres pretratados con PLL, tefiidas durante 1 min con
CTX-FITC y posteriormente fijadas. Las células fueron analizadas con microscopio confocal espectral
(Leica).
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2.3.2. Estudio de la presencia de CD5 y CD6 en rafts

Tradicionalmente la presencia de proteinas en rafts ha sido analizada aprovechando la
caracteristica de los rafts de ser insolubles en detergentes no-idnicos, pudiendo ser asi
aislados por flotacion en un gradiente de sacarosa. Esta fue la técnica por nosotros utilizada
para aislar rafts de PBLs. Nuestros datos de inmunofluorescencia sugerian que CD6 podia
traslocarse a rafts por la unién a Ac especificos y por ello quisimos analizar esta situacion,
ademas de la situacion basal. Asi PBLs estimuladas o no con AcMo anti-CD6 (161.8) durante 5
min. fueron lisadas con tampdn con 1% Tritdon X-100. Los lisados fueron centrifugados 18 h en
frio en un gradiente de sucrosa, y fueron recogidas fracciones de 0,5 ml. Como se puede
observar en la Fig. IV.17. el esfingolipido GM1, residentes en rafts, se localiza
mayoritariamente en las fracciones 3, y 4 tanto en las células estimuladas como no. La
distribucién de la actina es utilizada como control de carga. El receptor CD5, de acuerdo con lo
descrito (352), si se localiza en rafts tanto en células no estimuladas como estimuladas con
AcMo anti-CD5. Por el contrario la distribucion de CD6 es diferente y observamos que en
células no estimuladas CD6 se acumula fuera de rafts pero su union por Ac especificos
provoca un camio en su distribucion translocandose a rafts (Fig. IV.17.). Esto mismo ha sido
descrito para otros receptores co-estimulasdores como CD28 (144) y CD2 (354), los cuales a
pesar de no residir en rafts, son traslocados a ellos tras su ligacion con AcMo especificos o con
su ligando (144, 354). Son necesarios mas estudios para determinar si esta translocacion a

rafts es importante para la implicacion de CD6 en los procesos de activacion de los LT.

Células estimuladas AcMo anti-CD6 Células no estimuladas

12 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura IV.17. Separacion de rafts. 6 x 10° PBLs fueron incubadas o no 5 min a 37 °C con 10 pg/ml de
AcMo anti-CD6 (161.8). Las células fueron lisadas con tampén 1% triton-X-100 y los lisados
fraccionados por gradiente de sucrosa. Se recogieron 9 fracciones de 0,5 ml y se cargaron 40 ul de
cada fracciéon en condiciones reductoras en 8 % SDS-PAGE. Las membranas fueron incubadas con
anti-suero anti CD6 o anti-CD5 o AcMo anti-actina. Para la deteccion de los rafts se analizaron 30 pl de
cada fraccién por dot y la membrana hibridada con CTX-HRP. Todas las membranas fueron reveladas
por quimioluminiscencia.
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2.3.3. CD6 induce coalescencia de rafts

Los rafts son reclutados a la zona de contacto entre una célula T y APC tras el reconocimiente
antigénico especifico. Se ha descrito que una forma artificial de remedar esto es la utilizacién
de bolas de latex recubiertas de AcMo anti-CD3 mas AcMo anti-CD28 (81), donde el AcMo
anti-CD28 daria la sefial co-estimuladora necesaria para que se produzca este hecho.
Teniendo en cuenta que CD6 es una molécula con funcion co-estimuladora y que juega un
papel importante en la maduracion de la Sl, quisimos analizar si CD6 era capaz de dar la sefial
co-estimuladora necesaria para el reclutamiento de los rafts a la SI. Como se puede observar
en la Fig. IV.18. en los conjugados entre bolas de latex recubiertas con AcMo anti-CD3 mas

AcMo anti-CD6 se observa un acumulo de rafts en la zona de contacto con el linfocito T.
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Figura IV.18. Conjugados de PBL y bolas de latex recubiertas con AcMo. A, Eficiencia de unién de
de AcMo a las bolas de latex. Las bolas de latex fueron incubadas con los AcMo a las concentraciones
indicadas durante toda la noche a 4 °C. Los histogramas muestran el resultado del estudio por FACS
de la eficiencia de la unién de AcMo a las bolas de latex. El control negativo son bolas de latex no
incibadas con AcMo. B, Acumulo de rafts en la zona de contacto entre la célula T y las bolas de latex.
Linfocitos. T y bolas de latex recubiertas de AcMo son incubadosa razén 1:2 por 30 min a 37°C. Los
conjugados son lavados con PBS frio y se dejan caer sobre cubres pre-tratados con PLL. Después de
ser fijados se tifien los rafts con CTX-FITC (verde en la imagen) y son analizados en microscopio de
fluorescencia. Aqui se muestra una imagen de fluorescencia y luz blanca representativa de cada
situacion.
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Por lo tanto el receptor CD6, al igual a lo descrito para CD28, funciona como una molécula co-
estimuladora participando en el reclutamiento de rafts y por tanto de proteinas sefializadoras a
la Sl. A diferencia de lo observado por otros grupos (81) también detectamos reclutamento de
rafts la la zona de contacto entre bola de latex y LT a dosis altas de AcMo anti-CD3 (OKT-3),

estas diferencias podria ser explicadas por la utilizacién de diferentes Ac anti-CD3.
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3. ASOCIACIONES MOLECULARES MEDIADAS POR LA
REGION CITOPLASMATICA DE CD6

Introduccion

El dominio citoplasmatico de CD6 carece de actividad intrinseca, pero posee varias secuencias
consenso de union a proteinas sefalizadoras como CKIl, PKC y zonas de unién a dominios
SH3 y SH2 (300) (Fig. I.11.Introduccién). CD6 esta constitutivamente fosforilado en Ser y Thr
y tras la estimulacién con AcMo anti-CD3, solos o conjuntamente con AcMo anti-CD2 y
sobretodo con anti-CD4 (301, 315), se fosforila de forma transitoria en Tyr y se hiperfosforila en
Ser. Esta fosforilacion en Ser es la responsable del cambio de movilidad en SDS-PAGE de 105
a 130 kDa (302, 306). La via de sefalizacion de CD6 es bastante desconocida aunque trabajos
sobre la proliferacion y la movilizacion de calcio inducida por CD6 han implicado a un miembro
de la familia de PKC en estos procesos (308, 316). Hasta la fecha no se le ha reportado ningun
ligando intracelular para CD6, por ello nos interesamos en buscar, utilizando la técnica de doble
hibrido, posibles proteinas con capacidad de interaccion con su regién citoplasmatica.

Gracias a la utilizacion de esta técnica pudimos detectar la interaccion de la region C-terminal
del dominio citoplasmatico de CD6 a syntenin-1, una proteina adaptadora con dominios PDZ, y
al dominio regulador A de la fosfatasa PP2A. Posteriores andlisis de la interaccion CD6 con
syntenin-1 sugieren que esta proteina podria hacer de puente entre el receptor CD6 vy el
citoesqueleto de actina o otras proteinas sefializadoras. La presencia de syntenin-1 en la Sl

sugiere una implicacién de esta proteina en los procesos de activacion de los linfocitos T.
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3.1. Obtencién y analisis de las construcciones de CD6

para los ensayos de doble hibrido

Con el fin de detectar interacciones moleculares de la region intracelular de CD6 conservadas
entre las especies, utilizamos en nuetros ensayos de doble hibrido una libreria de cDNA de
linfos B murinos. Antes de iniciar el analisis de esta libreria de cDNA, estudiamos si la
construccion con el cDNA completo de la region citoplasmatica de CD6 (CD6cy) (Fig. 1V.19.)
tenia capacidad de transactivar el gen reporter HIS3. Para ello la transformamos sola o junto al
vector pPC86 (el vector en el que esta clonada la libreria y que lleva el cDNA del AD del FT
Gal4) vacio. El resultado fue crecimiento de levaduras en los medios deficitarios de histidina (-
H) a pesar de no existir interaccion entre proteinas hibridas y por tanto de no reconstituirse el
FT Gal4. Por tanto esta construccion no la podiamos utilizarla en nuestros ensayos de doble
hidrido (Tabla IV.IV.).

K427 G528 A613  P627 A668

CD6cy | GAL4 BD |

E8910 | GAL4 BD | E8910 | Lo
E891011  [[GAL4BD | E891011 .

Ells [GAL4BD]| E11s | L
E1213 | GAL4BD | E1213 |

E12s [ GAL4BD | Et2s] |
E13s [GAL4BD [E139

Figura IV.19. Construcciones de la region citoplasmatica de CD6 utilizadas en los experimentos
de doble-hibrido. cDNAs que codificaban para diferentes zonas de la regién citoplasmatica de CD6,
las cuales coincidian con la organizacién exonica, fueron clonados en el vector pPC62 a continuacién
del cDNA del dominio de union al DNA (BD) del factor de transcripcion Gal4. Aqui se muestra un
esquema de estas construcciones.

Asi que hicimos construcciones con cDNAs parciales de la region citoplasmaticas de CD6 para
intentar detectar la zona responsable de la transactivacion y obtener construcciones validas
para ser utilizadas en nuestro sistema de doble-hibrido. En concreto realizamos las siguientes
construcciones: E8910, E11s, E891011 y E1213 (Fig. IV.19.). Transformamos primero estas
construcciones con o sin el vector pPC86 vacio y solo detectamos la transactivacion del gen
HIS3 con la construccion E891011 (Tabla IV.IV.). Asi podiamos utilizar las ofras tres

construcciones.
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Tabla IV.IV. Transformacion de las construcciones de CD6 con o sin el vector de la libreria vacio.

Transformacion -L -HL Co-transformacion -TL | -HTL
pPC62-CD6cy + + pPC62-CD6cy + pPC86 + +

pPC62-E891011 + - pPC62-E891011+ pPC86 + +
pPC62-E8910 + - pPC62-E8910 + pPC86 + -
pPC6262-E11s + - pPC6262-E11s + pPC86 + -
pPC62-E1213 + - pPC62-E1213 + pPC86 + -

Columna derecha: Aqui se muestran las construcciones de CD6 en el vector pPC62 transformadas en
levaduras (sin el vector pc86) con sus controles de transformacién, por crecimiento en medios
deficitarios en leucina (-L), y el control de transactivacion por crecimiento de las levaduras en medios
también deficientes de histidina (-HL). Columna izquierda: se muestran las mismas construcciones de
CD6 co-transformadas con el vector pPC86 vacio. El control de co-trasformaciéon son los medios
deficientes en L y Triftofano (-TL) y el control de transactivacion es por crecimiento de las levaduras en
medios deficientes en los tres aminoacidos (-HTL).

3.2. Analisis de la libreria murina en ensayos de doble-hibrido

Realizamos ensayos de doble hibrido transformando la libreria de cDNA murina en levaduras
previamente ya transformadas con una de las tres construcciones viables (E8910, E11s y
E1213). Los ensayos con la construccion E1213 fueron los primeros en dar clonas positivas, y
por ello nos centramo en su analisis.

De esta forma fueron aislados los cDNAs correspondientes a las formas murinas de syntenin-1
(syntenin.wt) y la subunidad reguladora A de PP2A (PP2A-A). La comparacion de las
secuencias proteicas de las formas murinas de estas proteinas con sus homélogas humanas

demostré una similitud de mas del 95% entre ellas (Fig. IV.20.).

3.3. Interaccién de la regidon C-terminal de CD6 con la fosfatasa
PP2A

Para mapear el sitio de union de CD6 a PP2A hicimos dos construcciones a partir de la
construccion E1213, una con el cDNA que codificaba para el exén 12 (E12s) (A613-P647) y
una para el exén 13 (E13s) (S649-A668) (Fig.lV.19.). Tras comprobar que ninguna de las dos

transactivaba el gen HIS3 realizamos co-trasformaciones de estas construcciones con la que
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contenia el cDNA de PP2A. Detectamos que la fosfatasa PP2A se unia a CD6 en la zona

codificada por el exdn 12, o sea, entre el aa A612 y el aa P627. (Tabla IV.V.).

Posteriormente realizamos ensayos de co-IP en células de mamifero (COS-7, transfectadas

con pHB-CD6.wt y PP2A-HA, y HUT-78) pero no pudimos demostrar dicha interaccion.

100
m 100

h 200
m 200

100
100
181
181
271
271
361
361
451
451

55 825 8 8289 33 32

Syntenin-1

MSLYPSLEDLKVDKVIQRQTAFSANPANBA=ILSEASAPIPHDGNLYPRLY PELSQYMGLSLNEEE IRASVAVVSGAPLQGOLVARPSSINYMVAPVTGN
MSLYPSLEDLEVDEVIQAQTAY SANPASQAEVILVNDASARLEEDGNLY PKLY PELSQYMGLSLNERE ICESMEMVSGAPBQGSLVARPSSVNYMVAPVTGN

DVGIRRAEIKQGIREVILCKDQDGKIGLRLKSIDNGIFVQLVOANSPASLVGLRFGDQVLQINGENCAGWSSDKAHKVLKQAFGEKITMTIRDRPFERTI
DAGIRRAEIHQGIREVILCKDOQDGKIGLRLKSIDNGIFVQLVOANS PRSLVGLRFGDOVLQINGENCAGWS SDKRAHEVLEQAFGEKITMTIRDRPFERTV

TMHKDSTGHVGFEFKNGKITSI?KDSSAARNGLLTEENICE:NGQN?ISLKDSQ:HDILSTSGTVVTITIMPRFﬁFEH:IKRMAPSIMKSLHDHTIPEV
IMHKDSSGHVGFIFKSGKITSIVKDSSAARNGLLTDHHICEINGONVIGLKDAQIADILSTAGTVVTITIMPTFIFEHI IKRMAPSIMKSLMDHT IPEV

PP2A-A

MAAADGDDSLYPIAVLIDELRNEDVQLRLNSIKKLSTIALALGVERTRSELLPFLTDTIYDEDEVLLALAEQLGTFTTLVGGPEYVHCLLPPLESLATVE
MAAADGDDSLYPIAVLIDELRNEDVQLRLNSIKKLSTIALALGVERTRSELLPFLTDTIYDEDEVLLALREQLGTFTTLVGGPEYVHCLLPPLESLATVE
ETVVRDKAVESLRAISHEHSPSDLEAHFVPLVKRLAGGDWFTSRTSACGLFSVCYPRVSSAVKAELRQYFRNLCSDDT PMVRRAAASKLGEFAKVLELDN
ETVVRDKAVESLRAISHEHSPSDLEAHFVPLVKRLAGGDWFTSRTSACGLEFSVCYPRVSSAVKAELRQYFRNLCSDDTPMVRRAAASKLGEFAKVLELDN
VKSEIIPMFSNLASDEQDSVRLLAVEACVNIAQLLPQEDLEALVMPTLROAREDKSWAVRYMVADKFTELQKAVGPEITKTDLVPAFQNLMKDCEAEVRA
VKSEIIPMFSNLASDEQDSVRLLAVEACVNIAQLLPQEDLEALVMPTLRQAAEDKSWRVRYMVADKFTELQKAVGPEITKTDLVPAFQNLMKDCEAEVRA
AASHKVKEFCENLSADCRENVIMSQILPCIKELVSDANQHVKSALASVIMGLSPILGKDNTIEHLLPLFLAQLKDECPEVRLNIISNLDCVNEVIGIRQL
AASHKVKEFCENLSADCRENVIMTQILPCIKELVSDANQHVKSALASVIMGLSPILGKDNTIEHLLPLFLAQLKDECPEVRLNIISNLDCVNEVIGIRQL

SQSLLPAIVELAEDAKWRVRLAIIEYMPLLAGQLGVEFFDEKLNSLCMAWLVDHVYAIRERATSNLKKLVEKFGKEWAHATI I PKVLAMSGDPNY LHRMT
SQSLLPAIVELAEDAKWRVRLAIIEYMPLLAGQLGVEFFDEKLNSLCMAWLVDHVYAIREAATSNLKKLVEKFGKEWAHATI I PKVLAMSGDPNY LHRMT

TLFCINVLSEVCGQDITTKHMLPTVLRMAGDPVANVRFNVAKSLOQKIGPILDNSTLOQSEVEPILEKLTQDQDVDVKY FAQEALTVLSLA
TLFCINVLSEVCGQDITTKHMLPTVLRMAGDPVANVRFNVAKSLQKIGPILDNSTLQSEVKPILEKLTQDQDVDVKY FAQEALTVLSLA

Figura IV.20. Secuencias proteicas de las formas humanas y murinas de syntenin-1 y PP2A-A.
El alineamiento de las secuencia proteicas de las formas humana (h) y murina (m) de syntenin-1
muestra una similitud del 95,9 % entre ella. La similitud entre las formas h y m de los dominios PDZ
de syntenin-1 (encuadrados), aumenta hasta 99,3%. La subunidad reguladora A de PP2A tiene una
similitud del 99,8% entre su forma h y m. En gris claro se muestran los cambios aminoacidicos
conservativos, y en gris oscuro los no conservativos.

Tabla IV.V. Mapeo de la interaccion CD6-PP2A-A

Co-transformacion -TL -HTL
pPC62-E1213 + pPC86-PP2A-A + +
pPC62-E12s + pPC86-PP2A-A + +
pPC62-E13s + pPC86-PP2A-A + -

Resultado del ensayo de doble-hibrido directo en el que se han co-transformado las construcciones de
la regién citoplasmatica de CD6 aqui mostradas, con el vector pPC86 con el cDNA que codifica para la
subunidad reguladora A de la fosfatasa PP2A. Se muestra el control de co-transformacion por
crecimiento de las levaduras en medios —TL. La interaccion positiva entre la region E1213 y E12s de
CD6 con PP2A-A se detecta por crecimiento en —HTL.
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3.4. El receptor linfocitario CD6 interacciona con la proteina

adaptadora syntenin-1, una proteina con dominios PDZ

3.4.1. Interaccion especifica de syntenin-1 con la region C-terminal de CD6

Para comprobar la especificidad de la interaccion de la regién C-terminal de CD6 con syntenin-
1, realizamos ensayos de doble-hibrido directos. La construccion syntenin.wt, aislada de los
ensayos de doble-hibrido, fue co-transformada con las construcciones E8910, E1213 y CD5cy

y el resultado analizado por crecimiento en medios deficitarios en H (Fig. IV.21.).

43l1 5_2? 61]3 668
cos[ T TIIIIIIT )
E8910 [Gat4BD| Esot0 | :

E1213 GAL4 BD
CD5 L [ ]
CD5cy |GAL4 BD | CDScy
Syntenin. wt [GALZAD| | _PDZ1 | PDZ2 |
-TL-HTL Eg1213 10 CDScy Ero1s o0 CDScy
E8910 + - '
E1213 + +
CD5cy + -
-TL -HTL

Figura IV.21. La region C-terminal de CD6 interacciona con syntenin-1. pPC86-syntenin.wt fue co-
transformada con una de las construcciones siguientes: pPC62-E8910, pP62-E1213 o pPC62-CD5cy.
En la parte superior se muestra un esquema de las construcciones utilizadas en los ensayos de doble-
hibrido directos. En la parte inferior se muestra el crecimiento en medios restrictivos. —TL, medio
deficiente en treonina y leucina; -HTL, medio deficiente en T, L e histidina.

3.4.2.Andlisis de la zona de unién entre CD6 y syntenin-1

Se ha demostrado que syntenin-1 se une a través de sus dominios PDZ a los aminoacidos mas
C-terminal de las proteinas diana (355). La especificidad de estas interacciones esta
determinada por las caracteristicas estructurales de los respectivos bolsillos de unién de los
dominios PDZ y los aminoacidos mas C-terminales de las proteinas (356). Asi los dominios
PDZ reconocen secuencias C-terminales que pueden ser de tres tipos: tipo | (S/T)-X-J, tipo Il
X-@-X-I, y tipo Il D/E-X-& (357, 358), donde X es cualquier aa y & un aa aromatico. Aunque
se ha descrito una cuarta clase que reconoceria el motico X-X-C (359). Los ultimos aa de CD6

(-ISAA) forman un consenso de unién que encaja con el tipo |. Para confirmar esto probamos
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una construccién truncada en estos ultimos aa (1213A4), junto con syntenin.wt en el sistema de
doble-hibrido. El resultado por crecimiento en medios deficitarios, demostré que realmente
estos aa forman un dominio de union para syntenin-1 (Fig. IV.22A.).

Un analisis mas detallado con construcciones en las que se habian mutado los siete aa mas C-
terminales a A o S (Y662A, D663A, D664A, I665A, S666A, AB67S y A668S) mostrd que los
cuatro ultimos residuos y la Y662 eran imprescindibles para la union de CD6 a syntenin-1 (Fig.
IV.22B.). Por el contrario la mutacion de D663 y D664 a A no afectaba a la interaccion. Asi la

secuencia —Y-X-X-I-S-A-A esta implicada en la union a syntenin-1.

E1213 ¢ El2 E13
_AGPPADDSSSTSSGEWYQN FQPPPQPPSEEQFGCPGSPSPQPDSTDNDDYDDISAA
T Ei3 ‘
™~
ABBBS YDDISAS
AGE7S  — YDDISSA
S666A  — YDDIAAA
I665A e YDDASAA
D664A  m— YDAISAA
DE63A oo YADISAA
Y662A s ADDISAA
E1213. A4 o YDD
TL HTL

TL -HTL E1213 E1213.A4 E1213 g E1213.44

E1213 + +

-TL -HTL
A668S  + -
Ae67S  + - ABETS g
SeeeA  + -
le65A  + -
DeB4A  +  + SB66A
DeB3A  +  +
YeseA  + -

Figura IV.22. Mapeo de la zona del dominio de unién de CD6 a syntenin-1. A, Esquema de las
contrucciones del fragmento de CD6 llamado E1213, con mutaciones puntuales o deleccion de los
cuatro ultimos residuos. B, ensayo de doble-hibrido directo con las diferentes construcciones de E1213
co-transformadas con syntenin.wt. Aqui se muestra el andlisis por crecimiento en medios restrictivos.

Seguidamente analizamos si syntenin-1 necesitaba los dos dominios PDZ para unirse a CD6.
Asi realizamos ensayos de doble-hibrido directos con la construccion E1213 en combinacion

con syntenin,wt, y las construcciones de syntenin-1 que soélo contienen un dominio PDZ
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(syntenin.PDZ1 o syntenin.PDZ2) (Fig. IV.23A.). El analisis por crecimiento en medios
restrictivos indico el requerimiento de ambos dominios PDZ (Fig. IV.23B.). Estos resultados

estan en concordancia con otras interacciones reportadas para syntenin-1 (355, 360-363).

Syntenin.wt  [GAIAD] [ PDZi |  PDzz2 |
Syntenin. PDZ1 [GAL4AD] | PDZ1_|
Syntenin. PDZ2 [GALDAD| | [ PDZz | |
B -TL -HTL

Sy%?nin Sy{;lrltenin

-TL -HTL

Syntenin.wt  + +

Syntenin. PDZ1 + - S)%ezrgn

Syntenin. PDZ2 + - Sg[l}ezr;in

Figura IV.23. Mapeo de la zona de unién de syntenin-1 a la zona C-terminal de CD6. A, Esquema
de las construcciones de syntenin-1 utilizadas en el ensayo de doble hibrido directo. B, Las diferentes
construcciones de syntenin-1 fueron co-transformadas con la construccion pPC62-E1213. Aqui se
muestra el analisis por crecimiento en medios restrictivos.

3.4.3. Experimentos de co-transfecciéon en células COS-7

Nuestro siguiente paso fue analizar la interaccion CD6/syntenin-1 en un sistema de células de
mamifero y demostrar que la proteina CD6 completa era capaz de interaccionar con syntenin-1.
Asi realizamos ensayos de pull-down en lisados de células COS-7 transfectadas con pHp-
CD6.wt. Los lisados en NP-40 fueron incubados con cantidades iguales de proteina GST o
GST-syntenin.ANt, una proteina de fusibn compuesta por la forma murina de la proteina
syntenin-1 sin su zona N-terminal fusionada a GST. Como se muestra en la Fig. IV.24A. la
proteina GST-syntenin. ANt se une al CD6 completo en un sistema de células mamarias
confirmando nuestros resultados del andlisis por doble-hibrido. Ademas sugeria que la zona N-
terminal de syntenin-1 es prescindible para esta interaccién. Nuestros resultados de doble
hibrido indicaban el requerimiento de los dos dominios PDZ en la interaccion CD6/syntenin-1.
Para confirmar estos datos en un sistema mamario, células COS-7 co-transfectadas con pHp-
CD6.wt en combinacién con HA-syntenin, HA-PDZ1 o HA-PDZ2 fueron lisadas con tampon de
lisis 1% NP40 e inmunoprecipitadas con AcMo anti-CD6. Investigamos la presencia de
proteinas marcadas con HA con un AcMo especifico. No detectamos co-IP de CD6 con
ninguna de las formadas de HA-syntenin a las que les faltaba un PDZ detectando solamente

co-IP de CD6 con la proteina HA-syntenin completa (Fig. IV.24B.).
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A COS-7 = COS-7
Transfection:
_ cCDéwt + + +
Transfection: HA-syntenin ~ + - -
CD6.wt + + HA-PDZ1 _ + _
Pull-down: HA-PDZ?2 = - +
GST i+ - f
GST-syntenin. ANt - + IP anti-CDé [730kDa
WEB: anti-HA
Pull-down . —
o —— 105 kDa Cell Iysate o = [—105 kDa
WB: anli-CDB
WB: anti-CD8&
— —30kDa
o . |—105kD:
Cell lysate p— B Cell lysate
WE: anti-CD6 —20kDa
WEB: anti-HA

Figura 1V.24. Experimentos de co-transfeccion. A, Ensayos de pull-down. Células COS-7 fueron
transfectadas con pHB-CD6.wt y lisadas en tampon 1% NP-40. Los lisados fueron incubados con cantidades
iguales de proteina GST o GST-syntenin.ANt durante 2h a 4 °C. Los IP (superior) y los lisados (inferior) fueron
corridos en SDS-PAGE vy transferidos a membrana de nitrocelulosa. Las proteinas fueron detectadas con anti-
suero anti CD6 B, Ensayo de co-IP. Células COS-7 fueron co-transformadas con pHB-CD6.wt en combinacion
con una de las proteinas marcadas con HA indicadas. Los IP y los lisados celulares fueron tratados como en el
apartado A. Las proteinas fueron detectadas con AcMo anti-HA o anti-suero policlonal anti-CD6 como se indica.

3.4.4. Co-IP de CD6 y syntenin-1 en linfocitos humanos

Los experimentos realizados hasta aqui demuestran que el CD6 humano interacciona, a través
de sus cuatro ultimos aminoacidos, con los dominios PDZ de la forma murina de syntenin-1.
Para corroborar que el hCD6 también interacciona con la forma humana de syntenin-1
realizamos experimentos de co-IP en linfocitos T de sangre periférica. Las PBLs fueron
solubilizadas con tampén de lisis 1% NP-40 e IP con AcMo anti-syntenin (4D12), anti-CD6
(161.8) o IgG murinas inespecificas (m-IgG). Investigamos la presencia de syntenin-1 en los IP
con un anti-suero policlonal anti-syntenin y detectamos co-IP de syntenin-1 con CD6 pero no
con las m-IgG (Fig. IV.25.). En conjunto estos datos indican que la interaccion CD6/syntenin-1
también se produce en linfocitos humanos. El hecho de que esta interaccion se haya

conservado a lo largo de la evolucion sugiere su relevancia en el funcionamiento de la célula.
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PBL Figura IV.25. Co-IP de CD6 y
syntenin-1 en linfocitos
humanos. 100 x 10° PBLs fueron

IP: CD6 m-|gG Syntenin lisadas en tampon 1% NP40 e IP

con AcMo anti-syntenin (4D12)

,anti-CD6 (161.8) o Ig murinas

30kDa — inespecificas (m-IgG) durante 2 h
. a 4 °C. Los inmunocomplejos y 30

. . pul  del lisado celular fueron

WB: anti-syntenin corridos en SDS-PAGE al 10 % y

transferidos a membranas de
nitrocelulosa. Las proteinas fueron
105 kDa — _ analizadas con anti-sueros
policlonales anti-syntenin o anti-
CD6, como se indica.

WB: anti-CD6

3.4.5. Co-localizaciéon de CD6 y syntenin-1 en linfocitos humanos

Para que una interaccion sea biolégicamente funcional requiere que las proteinas se co-
localicen en la célula. Nuestros resultados de los ensayos de doble-hibrido y co-IP indican que
la region citoplasmatica de CD6 interacciona con la proteina adaptadora syntenin-1. Asi
investigamos por técnicas de doble inmunofluorescencia la localizacion de estas dos proteinas
en linfocitos T humanos. Las células fueron tefiidas con AcMo anti-CD6 mas RAMIg-FITC y
anti-suero policlonal anti-syntenin mas GARIg-Cy3. Como se observa en la Fig. IV.26. CD6 se
distribuye casi exclusivamente a lo largo de la membrana citoplasmatica mientras que syntenin-
1 tiene tanto una distribucién citoplasmatica como de membrana. Esta distribucién muestra una
co-localizando parcial de ambas proteinas compatible con su asociacion a nivel de la
membrana. Para confirma esta posible asociacion fisica entre ambas moléculas investigamos
su capacidad de co-modular cuando es inducida la formacion de caps de CD6. La Fig. IV.26.
muestra como syntenin-1 co-localiza con CD6 en los caps, indicando que al menos parte de las

moléculas de syntenin-1 estan fisicamente unidas al receptor CD6.

BASAL CAPPING
CD8-FITC SYNTENIN-Cy3 MERGE CD8-FITC SYNTENIN-Cy3 MERGE

Figura IV.26. Co-localizacion de CD6 y syntenin-1 en linfocitos T humanos. PBL incubadas con
AcMo anti CD6 (161.8) mas RAMIg-FITC 30 min a 4 °C (basal) o 37 °C (capping). Las células fueron
dipositadas sobre cubres tratados con PLL, fijadas, permeabilizadas y tefidas para syntenin-1 con un
anti-suero especifico mas GAMIg-Cy3. Se muestran las imagenes de fluorescencia verde (CD6-FITC),
roja (Syntenin-Cy3) y combinada (merge).
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3.4.6. Localizacion de Syntenin-1 en el cSMAC.

Nuestros trabajos han demostrado que CD6 se localiza en el cSMAC y que ademas tienen un
papel muy relevante en los procesos de maduracién de la Sl. El hecho de que syntenin-1 se
interaccione con su region citoplasmatica, nos llevé a investigar la importancia in vivo de esta
intraccion a través de investigar la presencia de syntenin-1 en la Sl. Realizamos conjugados de
células jurkat que expresaban de forma estable GFP-CD3( (J77-EC4) y células Raiji en
cargadas con superantigeno (SEE). Observamos que cuando la Sl estda madura la proteina
syntenin-1 de la célula T se acumula en la zona de contacto entre las células, co-localizando
con CD3 (Fig. IV.27.). La presencia de syntenin-1 en esta estructura es compatible con su
interaccion con CD6. Ademas también es compatible con su funcién de proteina adaptadora
uniendo CD6 con el citoesqueleto de actina, ya que es sabido que para la formacion de la Sl es
necesario una reestructuracion de éste. En este sentido es interesante observar que solamente
la proteina syntenin-1 de la célula T se moviliza hacia la SI. Es conocido que la célula T, a
diferencia de la célula B (108), moviliza su citoesqueleto durante la maduracion de la Sl (51).
Esta localizacion de syntenin-1 en la S| apoya una posible implicacion de syntenin-1 en el
reclutamiento de CD6 a la Sl (o quiza también de otros receptores). Esta es la primera
descripcion de syntenin-1 en la sinapsis inmunitaria, proteina de la que ya se ha descrito su

importante en la sinapsis neuronal (363, 386-388).

Trans GFP-CD3 Syntenin-Cy3 Merge

Figura IV.27. Acimulo de syntenin-1 en el cSMAC. 1x10° J77 transfectadas de forma estable con
GFP-CD3( y 1x10° Raji incubadas con CMAC fueron incubadas 30 min a 37°C en presencia de SEE.
Posteriormente fueron depositadas sobre cubres pre-tratados con PLL y fijadas 10 min con
paraformaldehido. Para la tincion de syntenin-1 primero las células fueron permeabilizadas con 1%
triton-X-100 1 min, lavadas y incubadas con suero anti-syntenin mas sueros anti-conejo marcado con
Cy3. Los conjugados fueron analizados con microscopio confocal. Las imagenes de flourescencia
combinadas (merge) muestran como syntenin co-localiza con CD3 en el cSMAC en las célula J77
(tincion amarilla). Las imagenes en verde corresponden a CD3 vy las rojas a syntenin-1. También se
muestran las imagenes.de transiluminacion y ultravioleta superpuestas donde la célula Raji se ven en
azul.
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1. ASOCIACIONES MOLECULARES DE CD6 EN LA SUPERFICIE
DE LOS LINFOCITOS T

El grado de estimulacion de las células T depende de qué receptores son reclutados y de cémo
se produce este reclutamiento. Cada receptor tras ser reclutado envia sefiales, ya sean
positivas o negativas, hacia el interior de la célula contribuyendo a su estado final de activacion.
Tradicionalmente se planted la hipoétesis de que receptores con funciones complementarias o
inter-relacionadas podrian estar muy proximos entre si, formando complejos moleculares
funcionales (310, 351). Asi, investigaciones en ese sentido describieron la asociacién de CD5 a
receptores co-estimuladores como CD2, CD9, CD4, CD8 e incluso al propio complejo CD3/TCR
en linfocitos T (226) (y al BCR en las células B) (228). Estas asociaciones apoyaban la
capacidad de CD5 de modular las sefales del complejo CD3/TCR y lo situaban como una
molécula muy importante en la regulacion de los procesos de activacion de la célula T.

CD6 tiene una alta homologia con CD5, tanto a nivel de estructura proteica (176-178) como
genomica (179), y desde el punto de vista funcional se ha descrito que ambos receptores
tienen propiedades co-estimuladoras (158-161). Aunque se habia sugerido la participacion de
CD6 en agrupaciones moleculares junto a otros receptores co-estimuladores en células T
(310), no existia ninguna informacién concreta. Por ello en este trabajo de tesis doctoral nos
hemos interesado en buscar posibles asociaciones realizadas por CD6, ya fuera con CD5 o
con otros receptores linfocitarios T. Asi, por técnicas bioquimicas (co-IP) y de biologia celular
(FRET y co-modulacién), describimos la asociacion de CD6 con CD5 y con el complejo
CD3/TCR y planteamos una posible asociacion a otros receptores linfocitarios como CD44 e
ICAM-3.

1.1. Asociacion de CD6 con CD5

En este trabajo de tesis doctoral se demuestra la asociacién de CD6 con CD5. Esta asociacion
se produce tanto en linfocitos maduros como inmaduros (timocitos) y sugiere una posible
funcién coordinada de ambas moléculas durante los procesos de diferenciacién y activacion de
las células T, ya sea dando sefiales similares o complementarias. Las regiones extracelulares
de CD5 y CDG6 tienen un alta homologia estructura, pero sus regiones citoplasmaticas son muy
diferentes, tanto a nivel de secuencia como en logitud. A pesar de ello debe existir una gran
presion evolutiva para que las dos moléculas hayan preservado u organizado funciones
relacionadas. Durante la maduracién de los timocitos, la expresién de los dos receptores
aumenta a la vez que lo hace la expresion del TCR (205, 238). Asi, se ha descrito que CD5
parece participar en la seleccion positiva de los timocitos inhibiendo la senalizacion de aquellos
TCR con una fuerte avidez por su ligando (232), mientras que CD6 pareceria dar sefales
positivas sobre aquellos con baja avidez (238). Por lo tanto, nuestros datos de asociacion fisica
entre CD6 y CD5 en timocitos, apoyan el hecho de que actien conjuntamente durante el

desarrollo y la seleccion en el timo. Esta situacion es parecida a otra descrita también para
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CD5, teniendo esta vez como pareja CD2. Los receptores CD5 y CD2 estan fisicamente unidos
en la superficie de los linfocitos T, de forma independiente a CD3 (229). Se ha descrito que
ambos receptores colaboran en la modulacion de la seleccion positiva de los timocitos (350),
donde CD2 potenciaria las sefales del TCR y CD5 las disminuiria. Esta redundancia en la
existencia de parejas funcionales implicadas en la diferenciacion en el timo apunta a la
importancia que tiene este proceso para el correcto desarrollo del sistema inmunitario. En este
sentido se ha de destacar que los ratones knock-out para CD5 (169) no muestran alteracines
cuantitativas o funcionales en ninguna de las poblaciones linfocitarias y pueden montar
respuestas inmunitarias normales, aunque si se ha observado cierta hiperrespuesta a
estimulos del complejo CD3/TCR. De igual forma, los primeros analisis del knock-out para CD2
no mostraron anormalidades en la funcion de los linfocitos T, y solo posteriores estudios
detectaron una menor sensibilidad del complejo CD3/TCR a la presencia del antigeno (62).
Esta aparente normalidad del desarrollo linfocitario puede explicarse por la existencia de estas
estructuras funcionales redundantes, que permitan un correcto funcionamiento y desarrollo del
sistema inmunitario cuando hay un déficit de algun elemento. Para comprobar la existencia de
estas parejas de receptotes funcionalmente coordinadas seria muy interesante realizar ratones
doble knock-outs. Asi el estudio de los knock-outs dobles tanto para CD5 y CD2 como para
CD5 y CD6, permitiria comprender mejor la funcion de estas proteinas y corroborar la hipétesis
de una funcién ligada entre estas parejas de receptores.

Por otro lado, la asociacion entre CD6 y CD5 se produce de forma independiente a la presencia
de otros receptores linfocitarios, sin ser necesaria la mayor parte de la region citoplasmatica de
CD5, como demuestran nuestros resultados de co-transfeccién en células COS-7. De todas
formas, estos datos no obvian la existencia de otras posibles interacciones de CD6 con otros
receptores linfocitarios. Es interesante destacar que la asociacion de CD5 con CD2 se
mantiene por la presencia sola de la region intra- o de la region extra-celular (298A), lo cual
plantea que entre CD5 y CD6 podria suceder algo parecido. Por ello, son necesarios mas
experimentos para mapear completamente la zona de unién entre ambos receptores.

El hecho de que la asociaciéon CD5-CD6 se mantenga en situacion de capping inducida con
AcMo anti-CD5 o anti-CD6, y que incluso ambos tengan una internalizacién coordinada, apoya
la hipdtesis de la existencia de una posible inter-relacion entre sus funciones. Hay que tener en
cuenta que a pesar de no tener actividad catalitica intrinseca, sus regiones intracitoplasmaticas
poseen motivos consenso de union para serin/treonin- y tirosin-cinasas. De hecho CD5 y CD6
se fosforilan en Ser/Thry Tyr (181) tras la activacion de la célula T, las cuales sirven de sitio de
anclaje para proteinas implicadas en la sefializacion intracelular. Las regiones citoplasmaticas
de CD5 y CD6 son muy diferentes, lo cual contrasta con la alta homologia de sus zonas
extracelulares, pero sugiere que las vias de senalizacién que reclutan también pueden diferir
pudiendo asi realizar funciones complementarias. La via de sefalizacion de CD5 ha sido
bastante estudiada pero la de CD6 continua siendo desconocida, por tanto investigaciones

sobre este tema, en las que nuestro grupo esta trabajando, ayudarian a comprender la relacion
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existente entre estas dos moléculas y su implicacién en la modulacién de la activacién mediada

por el complejo CD3/TCR y por tanto de la activacion de los linfocitos T.

1.2. Asociacién de CD6 con el complejo CD3/TCR

La asociacién conocida de CD5 con el complejo CD3/TCR (226), junto con nuestro hallazgo de
asociacion de CD5 con CD6, nos llevaron a investigar la posible existencia de este tipo de
interaccion entre el complejo CD3/TCR y CD6. Para ello realizamos experimentos de
bioquimica (co-IP) y biologia celular (FRET y co-capping) y demostramos que CD6 y CD3
interaccionaban fisicamente en la superficie de los linfocitos T y que esta asociacién era
independiente de CD5 (Fig.V.1.). Estos datos no imposibilitan la existencia de otras
agrupaciones moleculares en las que se encuentren a la vez CD5 y/o CD6 con otros receptores
descritos también asociados al complejo CD3/TCR. Pero indican que al menos una parte de las
moléculas de CD6 estan directamente asociadas a este complejo. Asi CD6 ha entrado a formar
parte de ese reducido grupo de moléculas con capacidad de interaccionar directamente con el
complejo CD3/TCR, como son CD2, CD4, CD8 y también CD5. Esta asociacién entre CD6 y el
este complejo da una base fisica para la descrita funcién co-estimuladora o accesoria de CD6.
Por lo tanto, CD6 se ha convertido en un co-receptor capaz de modular las senales de
CD3/TCR durante la activacién de la célula T. Esta interaccion CD6-CD3/TCR la demostramos
tanto en linfocitos T maduros como inmaduros. Esto ultimo es compatible con una implicaciéon
de este receptor durante el proceso de maduracion de los timocitos. A favor de esta hipotesis
estan los datos de expresion del ligando de CD6, ALCAM, en epitelio timico, y el hecho de que
la expresion de CD6 aumente con el aumento de la expresion de CD3 durante el desarrollo

timocitico.

CD5 CD6 CD6 CD3/TCR CD5 CD3/TCR CD6 CD3/TCR CD5

a“

Figura I.1. Representacion esquematica de las asociaciones descritas para CD6. En la superficie
de los linfocitos T, CD6 se puede asociar directamente y de forma independiente a CD5 o al complejo
CD3/TCR. CD5 también se asocia directamente al complejo CD3/TCR. Existe la posibilidad de que
pueden existir agrupaciones tri-moleculares. Hay que tener en cuenta que a parte de las aqui dibujadas
CD5 se ha descrito que se asocia a otros receptores y nosotros tenemos datos de posibles
interacciones de CD6 con otros receptores.
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El conjunto de asociaciones descritas para CD6, con CD5 y CD3/TCR, recuerdan a las
asociaciones descritas para CD5 con CD2 y CD3/TCR, pues también estas asocicaciones son
independientes entre ellas. En este caso se describe que la activacion del LT via CD2 o CD3
tiene efectos contrarios sobre la fosforilacion de CD5 (129), y se propone que el equilibrio de
fosforilaciéon de CD5 debe ser muy importante para la transduccion de sefales en los LT. En el
caso de las asociaciones de CD6, se ha descrito que la activacion de la célula via CD3 produce
fosforilacién de CD6 (315), pero no se conoce el efecto sobre CD6 de la activacion de la célula

via CD5, y quiza seria interesante analizarlo.

1.3. Asociacion de CD6 con moléculas de adhesién como CD44 y ICAM-3

Nuestras investigaciones sobre posibles asociaciones moleculares establecidas por CD6 en la
superficie de los linfocitos T, nos permitié detectar co-IP de CD6 con otros receptores como son
ICAM-3 y CD44.

Recientemente se ha descrito que ICAM-3 esta implicado en el proceso de scanning de la
célula T sobre la APC, y que su interaccidon con LFA-1 es suficiente para mantener la union
entre la célula T y la APC durante este proceso (61). Nuestros resultados, aunque preliminares,
sugieren que CD6 podria estar parcialmente asociado a ICAM-3 en la superficie de los
linfocitos T, hipotetizando una posible implicacidon de CD6 en estas primeras fases del contacto
célula-célula. De acuerdo con esto, nuestros resultados sobre la capacidad de la proteina
rsCD6 de inhibir la maduraciéon de una Sl orientan a que CD6 podria estar implicada en las
primeras fases del contacto entre la célula T y APC.

CD44 es una glicoproteina de membrana que ha sido implicada en procesos diversos como
adhesién célula-célula o célula-matriz extracelular, homing de los linfocitos, metastasis,
migracion celular, linfopoyesis, activacion de los linfocitos T y apoptosis (365-369). Un trabajo
reciente propone que tras la primera adhesion de la célula al endotelio mediada por CD44 es
necesaria una segunda adhesion, realizada por otra pareja ligando/receptor, para que se pueda
producir la extravasacion del linfocito T (370). El trabajo también propone que VLA-4 a través
de la unién a su ligando, VCAM-1, puede ser la pareja que realice esta segunda adhesion, pero
para ello es necesario que VLA-4 esté fisicamente asociado a CD44 en la superficie de la
célula (370). El hecho de que ALCAM, el ligando de CD6, sea una molécula de adhesion y que
se encuentre expresada en endotelios vaculares, sugiere una posible implicacion de CD6 en
los procesos de rolling celular al igual a lo descrito para CD44 y VLA-4.

No obstante son necesario estudios no sélo bioquimicos de las asociaciones de CD6 con CD44
e ICAM-3, y realizar analisis similares a los utilizados en las asociaciones de CD6 a CD5 y
CD3, para concluir que realmente estas moléculas estan fisicamente asociadas en la superficie
de los linfocitos T. En conjunto estos datos son compatibles con una implicacion de CD6, ya
sea a través de su unién a ALCAM o a través de otros receptores linfocitarios, en los procesos
de adhesién de la célula T a diferentes tipos celulares (enditelios, epitelios, APC, matriz

extracelular, etc.).
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2. IMPLICACION DE CD5 Y CD6 EN LOS PROCESOS DE
ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS T

Durante el proceso de activacion de los linfocitos T las moléculas accesorias se organizan en la
zona de contacto entre las dos células formando el SMAC. Tanto CD5 como CD6 son
moléculas accesorias o co-estimuladoras y por ello nos interesamos en investigar su presencia
en esta estructura.

El analisis de conjugados celulares de LT con APC mostr6 que ambos receptores se
acumulaban en la zona de contacto entre los dos tipos de células en presencia de estimulacion
antigénica (superantigeno). Por tanto, CD5 y CD6 se acumulan en la Sl durante la activacién
de los LT. Un analisis mas detallado demostré6 que estas moléculas co-localizaban con el
complejo CD3/TCR en la zona central de la S| o cSMAC. Este hallazgo esta en concordancia
con trabajos anteriores de asociacion fisica del complejo CD3/TCR a CD5 (226) y con nuestros
datos de asociacion de CD6 tanto a este complejo como a CD5. Ademas nuestros resultados
coinciden con un trabajo reciente en el que se describe el acimulo de CD5 en la Sl (162). La
presencia de CD5 y CD6 en la Sl junto a su asociacion fisica al complejo CD3/TCR, situa a
estas dos proteinas en una posicién optima para modular la sefalizacién mediada por el

receptor de las células T, y por tanto participar en los procesos de activacion de los linfocitos T.
2.1. Implicacion de CD6 y ALCAM en los procesos de activacion de los linfocitos T

El ligando de CD6, ALCAM, es una molécula con una amplia expresion tisular, hallandose en
linfocitos T y B activados, macrofagos, epitelio timico, endotelios vasculares y cortex cerebral
(296). La unién de CD6 a ALCAM ha sido implicada en los procesos de diferenciacion
timocitica, pero no habia sido analizada su funcién en las células T maduras. Un trabajo
reciente indica que la afinidad de la interaccién entre CD6 y ALCAM es baja (309), al igual a lo
descrito para otras parejas ligando receptor importantes para la activacion de los LT, como
CD28/B7 (371) o CD2/CD58 (372). Nuestro trabajo describe que CD6 y su ligando se
concentran en el cSMAC, co-localizando con el complejo CD3/TCR, tras la activacion de la
célulaT.

Se ha de destacar que la co-localizacion de ALCAM con CD3/TCR en el cSMAC es solo
parcial, observandose también tincion para ALCAM en la zona pSMAC. Esta ultima tinciéon
corresponde al la interaccion ALCAM-ALCAM realizada entre el ALCAM de la célula Jurkat (LT)
y la célula Raji (APC), ya que ambas células son células leucémicas, por tanto activadas, y
ambas expresan ALCAM (Fig. IV.12.).

No existen trabajos cristalograficos sobre la interaccion CD6/ALCAM pero se ha descrito que
ALCAM interacciona a través de su dominio Ig-V1 con el dominio SRCR3 de CD6 (322, 323).
Asi hay un cierto solapamiento entre las dos moléculas, de forma que el espacio entre las dos

células que expresan las proteinas es reducido, siendo esto compatible con su cabida en el

117



Discusion

cSMAC (Fig. V.12.). Esto suguiere que esta pareja ligando/receptor podria participar en los
procesos de formacion o maduracion de la Sl.

Para analizar la importancia de la interaccion CD6/ALCAM durante la activacion de los LT,
realizamos conjugados celulares en presencia de la proteina rsCD6. Esta proteina soluble esta
formada por los tres dominios extracelulares de CD6 y se puede unir a ALCAM, bloqueando asi
la interaccion del CD6 de la superficie del LT al ALCAM de la APC. La presencia de rsCD6
produjo una inhibicién significativa del numero de conjugados en los que se observaba una
reorientacion del MTOC hacia la zona de contacto entre las dos células. Esta inhibiciéon de la
maduracion de la Sl sélo se produjo si la proteina rsCD6 estaba presente desde los estadios
iniciales del contacto del LT a la APC. En conjunto estos datos indican que la pareja
CD6/ALCAM juega un papel muy importante en las primeras fases de dicho contacto, siendo
compatible con una implicacion en los procesos de adhesion entre las células que permitiran la
formacioén y posterior estabilizacién de la Sl. Seria interesante determinar si tras la activacion
de la célula T se producen cambios en la afinidad de la interaccion CD6/ALCAM, como ha sido

descrito para las integrinas (63).

ALCAM

CD3/TCR

CD5

CDé

Figura V.2. Esquema de CD5 y CD6 en la Sl. El dominio distal de ALCAM (lg-V1) interacciona con el SRCD3
de CD6 permitiendo que ambas moléculas quepan en el cSMAC. El ligando de CD5 (?) es desconocido y su
participacion durante la formacion y maduracién de la Sl esta en controversia.
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La formacién y estabilizacion de la Sl es necesaria para una correcta activacién de los linfocitos
T que conlleve una respuesta bioldgica (proliferacion, apoptosis, diferenciacion, etc.). El
bloqueo de la maduracion de la Sl observado en presencia de rsCD6 debia traducirse en una
alteracion en el proceso de activacion del LT y por tanto de la respuesta biolégica esperada.
Asi nuestro siguiente paso fue estudiar el efecto de la presencia de rsCD6 en cultivos
linfocitarios bajo diferentes situaciones de estimulo. Observamos que los cultivos estimulados
con AcMo anti-CD3 (OKT-3) o PHA eran sensibles a la presencia de rsCD6, produciéndose
una inhibicion de la proliferacion de los linfocitos de forma dosis dependiente. Por el contrario,
los cultivos estimulados por PWM, SEA o células alogénicas irradiadas no fueron afectados. De
acuerdo con nuestros hallazgos, hay un trabajo reciente en el que la presencia de proteinas
quimérica monomeéricas de CD6-Fc o ALCAM-Fc demostraron capacidad de inhibir un cultivo
estimulado con toxina toxoide (309). En conjunto, estos datos indican que la inhibicion
realizada por el bloqueo de la interaccién de CD6/ALCAM sobre los cultivos de PBLs es
estimulos dependiente. Dicha inhibicion podria ser debida al bloqueo de la sefalizacion
intracelular de CD6. La via de sefalizacion de CD6 no es conocida, pero se ha descrito su
capacidad de modular las sefiales mediadas por el complejo CD3/TCR, al cual nuestro trabajo
demuestra que esta fisicamente unido. Por tanto, las sefiales que envia el receptor CD6 tras su
union a su ligando, deben ser necesarias para el correcto funcionamiento de ciertos estimulos
proliferativos.

Se ha de tener en cuenta que ALCAM puede realizar interacciones homofilicas (ALCAM-
ALCAM), ademas de heterofilicas (ALCAM-CDG6), como se obseva en nuestro estudio de
microscopia (Fig IV.12.), en las que también participa el dominio 1g-V1 (324) de ALCAM. Por
ello, parte del efecto inhibitorio sobre la maduracién de la Sl y la proliferacion observado con
rsCD6, podria ser debido al bloqueo de la uniéon del ALCAM de una célula al ALCAM de la otra
célula. Pero el hecho de que la afinidad de la interaccién homofilica de ALCAM sea 100 veces
menor que la heterofilica (309) y que ALCAM sdlo se exprese en las células T cuando éstas

estan activadas, lo hace poco probable.

2.2. Implicacion de CD5 y su ligando en los procesos de activacion de los

linfocitos T

Los mismos experimentos de formacion de conjugados celulares y de proliferacion fueron
realizados en presencia de rsCD5, pues también queriamos estudiar la implicacién de la
interaccién de CD5 a su ligando (CD5L) en los procesos de activacion de la célula T. A
diferencia de lo observado para rsCD6, la proteina rsCD5 no mostré capacidad de bloquear la
maduracion de la Sl. Una explicacion podria ser la baja o nula capacidad de unién de rsCD5 a
estas células, como ilustra el trabajo realizado por nuestro grupo en el que se describe un
ligando de 150 kDa, llamado gp150, para CD5 (295). De todas maneras nuestros datos estan
en concordancia con un trabajo en el que se sugiere que, en el timo, CD5 realiza su funcion

inhibitoria de forma independiente a su unién a un posible ligando (233), y con otro trabajo en el
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que se describe que CD5 no participa en la formacion de la Sl, aunque si es necesaria en los
estadios tardios de la transduccion de sefiales (162). Por el contrario, en los ensayos de
proliferacion, rsCD5 inhibié el estimulo proliferativo sobre PBLs inducido por AcMo anti-CD3,
aunque no demostré capacidad para inhibir los otros estimulos proliferativos probados (PHA,
PWM, SEA vy células alogénicas irradiadas). Por tanto, la implicacién de la pareja CD5/CD5L
parece ser mas especifica de la activacion directa de la via del complejo CD3/TCR que la
pareja CD6/ALCAM. Existe un sindrome genético en el que el déficit de una proteina del
citoesqueleto, WASP o Wisckott Aldrich Sindrome protein, produce alteraciones en la funcién
de los linfocitos T (54). Estas alteraciones, en los inicios de la enfermedad, se manifiestan por
la no respuesta proliferativa de las células T a AcMo anti-CD3 sin afectar a la respuesta a otros
mitégenos. Esta afectacion selectiva de estimulos proliferativos remeda a lo que sucede con
rsCD5, pues quiza la union CD5/CD5L activa una cascada necesaria para la proliferacion
mediada por la estimulacién unica del complejo CD3/TCR. Estos resultados también sugieren
que CD5 y CD6 tienen vias de sefalizacién intracelular total o, al menos, parcialmente
deferentes, como ya se deduce de la poca homologia de sus regiones citoplasmaticas. Estos
datos, lejos de ser incompatibles con la hipétesis de una funcién coordinada de ambos
receptores sobre la modulaciéon de las sefiales mediadas por el complejo CD3/TCR, apoyan
una posible inter-relacion entre ellas. A favor de esta hipétesis estan los trabajos que indican
que CD5 funciona como modulador negativo de las sefales mediadas por CD3/TCR durante la
diferenciacion en el timo (223, 231, 232), mientras que CD6 podria funcionar como un
modulador positivo (238, 311).

A pesar de esta funcion moduladora negativa de CD5 durante el desarrollo timocitico, la
funcién de CD5 en células T maduras todavia estd en controversia. Trabajos antiguos habian
descrito la capacidad co-estimuladora de AcMo anti-CDS (219-221), pero trabajos actuales
describen que CD5 da sefiales negativas durante la formacion de la Sl (162). Ademas, a
diferencia de lo que pasa en el timo, en la periferia la sefalizacion via CD5 si parece ser
dependiente de su unién a un ligando (240, 241, 249). Un trabajo actual en el que se utiliza una
proteina quimérica soluble (CD5-Fc) para inhibir la evoluciéon de una encefalitis autoinmune
experimental en ratones, propone que la union de CD5 a su ligando (CD5L) activaria sefiales
de supervivencia en las células T activadas, y sugiere que estas sefiales podrian ser mediadas
por su union a CKII (241). Por lo tanto el bloqueo de la interaccién de CD5 a CD5L podria
inhibir esta sefial provocando la muerte de los linfocitos T activados. En concordancia esta el
hecho de que en sueros de personas con Sindrome de Sjogren, enfermedad que cursa con
hiperactividad linfocitaria, existen niveles elevados de CD5 soluble (y también de CD6) (242),
quiza como mecanismo de bloqueo del estimulo de supervivencia mediado por CD5.

Es importante destacar que el ligando de CD5 todavia no ha sido caracterizado, aunque
diversos grupos han planteado posibles ligandos de diferente peso y distribuciéon (287-290,
295). Nuestro grupo describié una proteina de 150 kDa (gp150) (295) como ligando de CD5, la
cual tiene una distribucién muy parecida a la del ligando de CD6, y actualmente estamos

trabajando en su caracterizacion.
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2.3. rsCD5 y rsCD6 como proteinas inmuno-moduladoras

Las proteinas solubles rsCD5 y, sobretodo, rsCD6 han demostrado tener propiedades inmuno-
moduladoras sobre los linfocitos T. Esto abre la posibilidad de su uso terapéutico en
enfermedades que cursen con hiperactivacion T. A favor de ello esta el hecho de que en suero
de personas sanas (191), y a niveles mas altos en sueros de enfermos de procesos
autoinmunitarios (242-244), se ha detectado una forma soluble de CD5, y también en algunos
casos ha sido investigada y detectada la presencia de CD6 soluble. Dicho aumento podria ser
un intento del organismo, aunque insuficiente, de bloquear la activacién de los linfocitos.
Ademas existen varios trabajos donde el tratamiento de ratones con procesos autoinmunes con
una proteina de fusion soluble de CD5 (CD5-Fc) es capaz de mejorar, e incluso curar, la
enfermedad (240, 241). Actualmente, nuestro grupo esta caracterizando un ratén transgénico
para la forma soluble del CD5 humano, formada por sus tres dominios SRCR, con la finalidad

de estudiar la posible modulacién del curso de un proceso autoinmuitario.

2.4. Relaciéon de CD5 y CD6 con los microdominios lipidicos rafts

Los rafts son microdominios de la membrana insolubles en detergentes no-iénicos y que
pueden ser separados por flotacion en un gradiente de sacarosa. Es aceptado que estos
dominios lipidicos son importantes para la sefalizacion celular y el trafico de proteinas en la
membrana, ya que ciertos receptores de la superficie y moléculas sefalizadoras se localizan en
ellos (373). El acumulo de rafts en la Sl ha sido demostrado por tincién del esfingolipido GM1
con CTX fluorescente (81, 141), aunque el mecanismo de este acumulo es desconocido.
Experimentos con bolas de latex recubiertas de AcMo han sugerido que para la movilizacién de
rafts hacia la zona de contacto entre la bola de latex y la célula, son necesarias las sefiales co-
estimuladoras dadas por CD28 (81). Nuestros resultados en este sentido, aunque preliminares,
demuestran que CDG6, al igual que CD28, es capaz de dar la senal co-estimuladora necesaria
para el reclutamiento de rafts.

Por otro lado, a diferencia de lo reportado (81), nuestros datos muestran que sélo bolas de
latex incubadas con dosis bajas de AcMo anti-CD3 necesitan de segunda sefial (sefial co-
estimuladora), pues bolas de latex incubadas con dosis altas de AcMo anti-CD3 consiguen
movilizar rafts. En nuestros experimentos utilizamos un Ac anti-CD3 diferente al por ellos
utilizado, asi las diferentes propiedades de los AcMo anti-CD3 podria ser una explicacion a las
diferencias halladas. También las diferencias podrian ser debiadas a que la eficiencia de union
de los diferentes Ac especificos a las bolas de latex es dificil de medir, sobretodo cuando las
bolas son incubadas con una mezcla de Ac. Asi la union de los AcMo anti-CD3 en nuestros
experimentos podria ser mas eficiente, permitiendo una activacién de los LT por bolas de latex
dosis incubadas con bajas concentraciones de Ac.

La presencia de CD5 en rafts ya habia sido reportada (352), y conocida la asociacién entre

CD5 y CD6, era probable la presencia de CD6 también en estas estructuras. Para analizar esta
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hipétesis realizamos técnica de doble inmunofluorescencia, y detectamos cierta co-localizacién
de CD6 con rafts en PBLs no estimuladas. Esta co-localizacion era mayor cuando se inducia la
formacion de un cap de CD6. Esto sugeria que, si bien CD6 en situacién basal podia estar o no
estar en rafts, cuando la célula se estimulaba con Ac anti-CD6 esto era mas probable. Un
posterior estudio bioquimico corroboré esta hipoétesis. Asi observamos que en las células en
reposo CD6 se acumulaba fuera de la zona de rafts, pero la estimulacion de las células con
AcMo anti-CD6 inducia un cambio en la distribuciéon del receptor, produciendo su translocacion
a rafts. Este cambio en la distribucidon tras la estimulacién con Ac especificos, o incluso con el
ligando natural, también ha sido observada en otros receptores co-estimuladores como CD28
(144), CD2 (354) e incluso el propio complejo CD3/TCR (143).

Los resultados aqui expuestos no son definitivos y todavia estamos trabajando en ellos. Pero
de momento, estos resultados estan en concordancia con nuestros datos de acumulo de CD6
en el cSMAC, pues alli también se acumulan rafts, y de implicacién de CD6 en la maduracion
de la Sl. El reclutamiento de CD6 a rafts permite que fisicamente se sitle cerca de las
moléculas senalizadoras localizadas en rafts, las cuales estan implicadas en los procesos de
activacion del LT. Por lo tanto, el conjunto de nuestros datos muestra que CD6 es un receptor
co-estimulador capaz de dar la 22 sefal (co-estimuladora) necesaria para el reclutamiento de
los raft, lo cual es importante para la formaciéon y maduracion de la Sl y para la consecuente

activacion de la célula T.

3. ASOCIACIONES MOLECULARES MEDIADAS POR LA
REGION CITOPLASMATICA DE CD6

En conjunto, nuestros resultados indican que CD6 es una molécula con funcién co-
estimuladora en las células T, pero la cascada de senalizaciéon activada por CD6 no es
conocida. La region citoplasmatica de CD6 a pesar de carecer de actividad catalitica intrinseca,
contiene numerosas secuencias que cumplen consensos de unién a proteinas senalizadoras
(181, 300). Con la intencidn de investigar posibles proteinas conservadas con capacidad de
interaccionar con la region intracelular de CDB6, realizamos analisis de doble-hibrido de una
libreria de cDNA de células murinas B activadas. Con este sistema hallamos dos proteinas que
se unian a la regién C-terminal de CD6; syntenin-1, una proteina con dos dominios PDZ, y la
subunidad reguladora A de la fosfatasa PP2A (PP2A-A).

3.1. Interaccion de la region citoplasmatica de CD6 con PP2A-A

La interaccion de CD6 con la fosfatasa PP2A solo la ha hemos podido demostrada en el
sistema de doble-hibrido, y nuestros resultados indican que la subunidad reguladora A de
PP2A (PP2A-A) podria unirse a la region de CD6 codificada por el exén 12 (entre los residuos

AB12 y P627). Nuestros intentos de demostrar esta interaccion en un sistema de células de

122



Discusion

mamifero, de momento, no han sido exitosos pero estamos interesados en realizar mas
estudios, quiza tipo FRET.

PP2A es una Ser/Thr fosfatasa que se ha relacionado con la regulacion negativa de la
transduccion de sefiales, controlando el crecimiento celular y la mitogénesis en respuesta a
estimulos extracelulares (374). En las células, la mayoria de la fosfatasa PP2A se encuentra en
forma de heterodimero, formado por la subunidad A reguladora y la C catalitica, y una minoria
en forma de heterotrimero, por la adiccion de una subunidad reguladora B variable y tejido
especifica. Se ha descrito la union fisica de PP2A a receptores de membrana como CD28 y
CTL-4 (375) o CXCR2 (375A). La importante implicacién de CD6 en los procesos de activacion
de los linfocitos T plantea la hipétesis de que, su unidon a PP2A, podria representar un
mecanismo de modulacion de la transduccion de sefales intracelulares asociadas con la
activacion celular. A favor de esto esta la descripcion de una Ser/Thr cinasa asociada a CD5
(376), por lo que la asociacién de CD6 a una Ser/Thr fosfatasa estaria en concordancia con la
existencia de una inter-relacion entre sus funciones, durante la modulacién de la activacién de

la senalizacion a través del complejo CD3/TCR.

3.2. Interaccién de la region citoplasmatica de CD6 con syntenin-1

Syntenin-1 es un proteina citoplasmatica de 298 aa, originalmente descrita por su unién a
syndecan (355). Inicialmente se propuso que syntenin-1 funcionaba como una proteina
adaptadora uniendo syndecan al citoesqueleto de actina (360). Posteriormente se observé que
syntenin-1 también tenia un papel en el trafico de proteinas (361, 377), en la adhesion celular
(378), y la activacion de factores de transcripcion como Sox-4 (379). Por lo que se ha
propuesto que la diversidad de funciones biolégicas de syntenin-1 son el resultado de su
interaccién con numerosas proteinas (380).

Syntenin-1 contiene dos dominios PDZ dispuestos en tandem (PDZ1 y PDZ2), precedidos por
una region N-terminal y seguidos de 24 aa que forman su zona C-terminal. Los dominios PDZ
fueron inicialmente identificados en las proteinas PSD-95 (Postsynaptic density protein-95), Dig
(Discs large), and ZO-1 (Zona occludens-1), pero actualmente se han identificados en gran
numero de proteinas (381) y se calcula que existen mas de 400 copias distintas en el genoma
humano (357, 358). Los dominios PDZ median interacciones proteina-proteina y muchas veces
funcionan como puentes para el ensamblaje de complejos de sefializacién. Estos dominios
PDZ reconocen péptidos C-terminales en sus proteinas diana y los incluyen en un bolsillo
hidrofébico. Los péptidos pueden ser de tres tipos, el tipo | cumple el consenso (-X-S/T-X-O), el
tipo 1l el consenso (-X-J-X-&) y el tipo Il -D/E-X-J, donde X es cualquier aa y & un aa
hidrofébico o aromatico (357, 358). Aunque también se ha descrito un tipo adicional que
reconoce el motivo -X-X-C (359). A pesar de lo dicho, existen muchas excepciones y algunos
dominios PDZ muestran especificidad degenerada (382). La multitud de interacciones descritas
para syntenin-1, las cuales se pueden incluir todos los tipos de interacciones, sugiere que al

menos uno de sus dos PDZ tiene esta especificidad degenerada. De hecho, la reciente
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cristalizaciéon de la estructura de syntenin-1 demuestra que sus interacciones son el resultado
de las interacciones independientes de cada uno de sus dominios PDZs y que cada uno tiene
predileccion por un tipo de interaccion (380). La secuencia C-terminal de CD6, -ISAA, puede
corresponder a la interaccion tipo |. Nuestros resultados de los ensayos de doble hibrido
demostraron que los cuatro residuos C-terminales de CD6, junto con la tirosina de la posicion -
7 (Y662), son importantes para la interaccidon con syntenin-1, mientras que los dos residuos de
acido aspartico en las posiciones -5 y -6 (D664 y D663) son irrelevantes. La contribucion de
residuos vecinos a la zona de union, formada por los aa mas C-terminales, no es rara y ha sido
demostrada para los aa -6 y -7 de la proteina merlin (380). Ademas el residuo Y662 es una de
las tirosinas de CD6 que se fosorilan tras la activacion del LT (315). Esto es compatible con
una posible regulacion de la interaccion CD6-syntenin-1 por fosforilacion de esta tirosina, y éste
es un dato que estamos interesados en continuar investigando.

Nuestro trabajo también demuestra, por experimentos de doble hibrido y por co-IP en células
de mamifero, que la integridad de ambos PDZ es requerida para que se produzca la
interaccion. Todos estos resultados coinciden con trabajos anteriores que demuestran que
syntenin-1 se une a la regidén mas C-terminal de las proteinas diana y que para dicha
interaccidon es necesaria la presencia de los dos dominios PDZ (355, 360-363). Estos trabajos
demuestra que tandems de dominios PDZs (PDZ1-PDZ1, PDZ2-PDZ2, PDZ1-PDZ-2) pueden
unir las proteinas pero dominios PDZs individuales no, y también demuestran que cada
dominio PDZ tiene predileccion por unas proteinas determinadas. Esto significa que syntenin-1
puede unir dos proteinas a la vez, cada una por un dominio PDZ. Asi, de forma analoga a lo
propuesto para syndecan con merlin o PIP2, donde utiliza el PDZ2 para unir syndecan y el
PDZ1 para unir merlin (380) o PIP2 (383), syntenin-1 podria unir CD6 de forma simultanea a
otras proteinas diana (Fig V.2). El hecho de que también se haya reportado que la regién N-
terminal de syntenin-1 se une a los factores de transcripcion Sox-4 y elF5A (379, 384) plantea
que syntenin-1 podria unir CD6 a través del tandem de PDZs y otras proteinas sefializadoras a
través de la zona mas N-terminal.

Por otro lado se ha descrito que syntenin-1 se acumula en la zona de contacto entre las células
epiteliales, co-localizando con F-actina y B-catenina (378). Esto sugiere un papel para syntenin-
1 en la adhesién celular, dinamica del citoesqueleto, y polaridad de las células y apunta que
syntenin-1 puede actuar como una proteina adaptadora uniendo proteinas de transmembrana
con el citoesqueleto de actina, como ha sido propuesto para syndecan (378, 380). Nuestros
estudios de formacion de caps de CD6 en LT humanos y de acumulo de syntenin-1 en la Sl, en
los cuales el correcto funcionamente del citoesqueleto de actina es muy importante (51, 69),
estan en concordancia con esta hipotesis. Ademas nuestros datos sobre el acumulo de CD6 en
la Sl junto a CD3, sugieren que syntenin-1 podria estar implicado en el reclutamiento de CD6 a

esta estructura.
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Fig.V.3. Esquema de una posible funcion de syntenin-1 como puente entre CD6 y otras proteina.

La presencia de syntenin-1 en la Sl es un dato novedoso pero no por ello sorprendente dada la
cercana relacion existente entre la sinapsi neuronal y la inmunitaria (385). Durante los ultimos
afios, syntenin-1 ha surgido como una proteina implicada en la regulacion de la sinapsis
neuronal a través de su unidn a proteinas pre- y post-sinapticas. Entre la multitud de proteinas
asociaciadas a syntenin-1 en neuronas estdn merlin (386), Ephrins de clase B (387),
transportador de glicina 2 (363) y neurofascin (388). Estas asociaciones pueden explicar su
amplia distribucion en el cerebro y la diversidad de su localizacién subcelular. Ademas de
syntenin-1 otras proteinas con dominios PDZ, como PICK (protein interacting with PKC) (389),
CASK (Calmodulin-associated serine/threonine kinase) y Dlg (Discs Large) (390), son
importantes para el funcionamiento de la sinapsis neuronal. Por todo ello, una implicacién de
syntenin-1 en la regulacion de la sinapsis inmunitaria no seria extrafia, aunque el Unico ligando
conocido para syntenin-1 en los linfocitos es la fosfatasa PTPn (la homdloga en rata del CD148
humano) (362), la cual es excluida de la Sl y tiene la funcion de inhibir las sefiales del TCR
cuando las células se han separado (364). A favor de la implicacion de syntenin-1 durante la
formacion o maduracion de la Sl esta la reciente descripcion del reclutamiento de Dlg (proteina
con dominios PDZ) a esta estructura durante la activacion de la célula T, donde se ha descrito
que da sefales negativas (391).

En conclusion nuestro trabajo identifica a syntenin-1 como la primera interaccién descrita para
la regién intracelular de CD6. El hecho de que ambas proteina se localicen en la Sl tras la

activacion de las células T, junto a la importante implicacion de CD6 en este proceso, sugieren

125



Discusion

que la interaccion CD6/syntenin-1 puede estar implicada en la activacién y proliferacion de los
LT. De todas maneras son necesarias mas investigaciones para poder determinar la funcion
ultima de syntenin-1 en estas células. Su importancia en la funcién de la sinapsis neuronal
hace pensar que en la sinapsis inmunitaria también juegue un papel destacado, y por ello
nuestro grupo esta interesado en seguir estudiandola. De hecho, estamos realizando
construcciones de syntenin-1 en GFP para poder seguir su movilizacién cuando la célula T se

activa y en un futuro queremos realizar estudios con RNA de interferencia.

Nuestro grupo esta interesado en continuar investigando otras posibles interacciones de la
region citoplasmatica de CD6 y para ello estamos utilizando la técnica de triple hibrido. Esta
técnica es parecida a la de doble hibrido, pero se afnade otra proteina con capacidad de
modular las posibles interacciones. En nuestro caso, esta proteina es una forma activa de la
cinasa Fyn (de la familia Src y que es capaz de fosforilar CD6). La presencia de Fyn nos
permitira detectar aquellas interacciones dependientes de fosforilacién, ya sea de CD6 o de la
proteina de la libreria, ademas de detectar aquellas interacciones no dependientes de

fosforilacién, pues la fosforilacién no se produce en el total de las moléculas.
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El conjunto de resultados expuestos en este trabajo de tesis permite concluir que el receptor
linfocitario CD6 es responsable de interacciones moleculares relevantes para los procesos de

activacion y diferenciacion linfocitaria.

CD6 esta fisicamente asociado a CD5, otro miembro de su superfamilia SRCR con el que tiene
gran homologia. La asociacion entre CD6 y CD5 sugiere que estos dos receptores pueden

forman una unidad funcional, compartiendo sefiales similares o complementarias.

CD6 esta fisicamente asociado al complejo CD3/TCR de forma independiente a CD5. Este dato
convierte a CD6 en uno de los pocos receptores linfocitarios que se asocian al complejo

CD3/TCR, y lo capacita para modular las sefiales mediadas por dicho complejo.

CD6 se acumula en la zona central de la sinapsis inmunitaria, donde co-localiza con CD5 y el
complejo CD3/TCR. Esta localizacion de CD6 en la sinapsis inmunitaria esté de acuerdo con su

capacidad potencial de modular la activacion linfocitaria.

La region intracelular de CD6 intreacciona con syntenin-1, una proteina con dominios PDZ. La
demostracién de la presencia de syntenin-1 en la zona central de la sinapsis inmunitiaria
sugiere que esta proteina funciona como una proteina adaptadora, permitiendo la union de
CD6 al citoesqueleto o a proteinas sefalizadoras durante la formaciéon y/o maduracién de la

sinapsis inmunitaria.

La inhibicion de la maduracion de la sinapsis inmunitaria, asi como de ciertas respuestas
proliferativas linfocitarias observada con una forma recombinante soluble de CD6 (rsCD6),
demuestra la relevancia de este receptor en los procesos de activacion linfocitaria. Asimismo,
demuestra la capacidad inmunomoduladora de formas solubles circulantes de CD6 y plantea

su posible utilidad terapéutica.
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