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Capitulo 1. Introduccion

1 Introduccidn

1.1 La transduccion de senal

La célula debe relacionarse con el medio que la rodea, necesita
recibir informacion del exterior para poder adaptarse a los cambios que en
¢l se producen. La forma que tiene de hacerlo es a través de la membrana
plasmatica, ella recibe los estimulos y los transforma en sefales
reconocibles para el interior celular que desembocan en las adaptaciones
necesarias para sobrevivir en las nuevas condiciones. Las sefiales pueden
ser eléctricas, o bien a través de moléculas; éstas ultimas se clasifican, a su
vez, en hidrofobas, con un transito libre a través de la membrana, e
hidrofilas, que no pueden atravesar la membrana y que por ello necesitan la

presencia de un receptor.

Los receptores se clasifican en cuatro grandes clases: los ligados a
proteinas G, que intercambian GDP por GTP al activarse; los canales de
iones, que permiten el paso a determinados iones; los que tienen actividad
enzimatica, como la tirosin kinasa; y los receptores intracelulares, que se
unen directamente al DNA y cuyos ligandos son moléculas hidréfobas que

pueden atravesar directamente la membrana.

La transduccion de la sefial es un proceso en el que una molécula se
une a su receptor en la célula diana y ésta responde activando una serie de
mecanismos moleculares que dardn lugar a la respuesta celular. Los
receptores de membrana responden a una gran variedad de sefales

extracelulares, desde la luz y olores a hormonas, factores de crecimiento o
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citokinas. Durante la transduccion se producen una serie de mecanismos
que amplifican a sefial, las proteinas que responden a ellos son tan diversas

como los estimulos iniciales que desencadenan la respuesta

Las cascadas de transduccion de la sefal se construyen a partir de
multitud de componentes que se unen a través a sus dominios estructurales.
Dentro de los receptores con actividad enzimdtica propia se hallan los
RTKs “Receptor Tyrosine Kinases” reclutan proteinas con motivos
estructurales [1] como el “Src (Rous SaRComa virus)- homology2 (SH2)”,
“Src-homology3” (SH3), “pleckstrin-homology” (PH) o el de unién a
fosfotirosina (PTB, “PhosphoTyrosine Binding”). Con ayuda de estos
motivos, las moléculas adaptadoras enlazan el receptor con otras proteinas
reguladoras en la célula, construyendo asi las redes de sefalizacion.
Muchas de estas proteinas no tienen actividad enzimatica y funcionan
como adaptadores, mientras que otras son kinasas o fosfatasas citosolicas,
mondmeros de union a GTP y sus reguladores, factores de intercambio de
GDP (GEFs, “GDP-Exchange Factor”) y proteinas activadoras de GTPasas
(GAPs, “GTPase-Activating Proteins”). Estos eslabones juegan un papel
principal porque son los responsables no s6lo de transmitir y controlar la
sefial del receptor, sino también de amplificarla. Cada dominio PH, SH2,
SH3 y PTB reconoce su region complementaria: los dominios SH2 y PTB
reconocen fosfotirosinas, el dominio SH3 secuencias de poli-prolina y el
dominio PH se une a fosfolipidos de membrana. Muchas proteinas
adaptadoras tienen mas de un moddulo estructural distinto, lo que les
permite tener diferentes preferencias a la hora de unirse a otras proteinas y

construir las cascadas de senializacion [2, 3].
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Y-® Figura 1. Motivos
SH3 PTB caracteristicos de moléculas
adaptadoras. Cada dominio

i reconoce una secuencia proteica
i 1 que complementa a la que se une.
[1].

Membrana

1.1.1 Transduccidon de la senal a través de

receptores de citokinas

Las citokinas son proteinas que producen ciertos tipos celulares en
respuesta a una gran variedad de estimulos. La naturaleza de las citokinas
asi como sus efectos sobre las células vienen determinados por la presencia
de receptores especificos que pueden encontrarse en la superficie de las
propias células que las producen, de células vecinas o de otros érganos y

tejidos.

Las citokinas son, por tanto, mediadores de la comunicacién celular,
que se encargan de regular y controlar la respuesta inmune: desde la
diferenciacion de las células hematopoyéticas pluripotenciales iniciales,
pasando por la seleccion clonal (destruccion de linfocitos autorreactivos), a
la diferenciacion final en células especializadas (linfocitos Th1l y Th2, por

ejemplo).

21



1 a transduccion de sernal

1.1.1.1 Inicio de la transduccion de la sefial por los

receptores de citokinas

Para iniciar la via de sefalizacion intracelular se requieren dos
condiciones, la primera es que la citokina se una a su receptor, y la segunda
que esta union active una serie de tirosin kinasas que, a su vez, fosforilen al
receptor y a las moléculas sefializadoras, permitiendo la transduccion de la
sefial. Los receptores representan una forma de comunicacidén entre el

exterior celular y la respuesta intracelular [4, 5].
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Figura 2. Familias de receptores de citokinas y algunos ejemplos.
Los diferentes dominios aparecen representados con sus diferentes simbolos [4].
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1.1.1.2 Receptores de citokinas

Estan compuestos de dos dominios, uno extracelular de union a la
citokina y otro intracelular que inicia el proceso de respuesta. Basandonos
en la conservacion de las estructuras moleculares podemos distinguir 4
subclases [6]. Los receptores tipo I tienen dominios similares a los de la
fibronectina, comprenden los receptores de las ILs (interleukinas) y GM-
CSFs (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factors), que no
sefializan a través de RTKs, y poseen unas regiones intracelulares proximas
a la membrana (Box1 y Box2) que sirven de anclaje para la tirosin kinasa
JAK2; también se incluyen entre ellos receptores de moléculas como la
EPO (eritropoyetina), GH (hormona del crecimiento) y PRL (prolactina).
Los receptores tipo II engloban a los receptores de IFNs (interferones) y la
IL-10. Los receptores tipo III tienen dominios ricos en cisteina y estan
representados por los receptores de los TNFs (factores de necrosis tumoral,
“Tumour Necrosis Factor”) sin actividad tirosin kinasa, asi como los
receptores que desencadenan apoptosis (CD40, CD95R/FasR). Por tultimo,
el grupo IV estd reservado a los receptores de IL-1, con dominios tipo

inmunoglobulina.

A pesar de todos estos subtipos, los receptores de citokinas
comparten caracteristicas comunes. Primero, los receptores suelen
funcionar como complejos de varias subunidades, € incluso algunas de ellas
son compartidas por diferentes citokinas, como es el caso de IL-2, IL-4, IL-
7, IL-9 e IL-15 que emplean la subunidad gamma comun (y.). Segundo, los
dominios citoplasmaticos de los receptores pueden contener subdominios

criticos para la activacion de la respuesta celular, como es el caso de la
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proliferacion y la diferenciacion; asi, por ejemplo, los receptores de IL-2 e
IL-4 contienen residuos de tirosina que se fosforilan en respuesta a la union
de sus moléculas sefializadoras. Tercero, los dominios citoplasmaticos no
tienen actividad tirosin kinasa enddgena capaz de catalizar la fosforilacion
del receptor; de hecho, ésta se debe a las kinasas asociadas al receptor en

estos dominios citoplasmaticos.

1.1.1.3 Activacion de las tirosin kinasas asociadas al

receptor

Las citokinas inician la sefializacion intracelular a través de la union
y oligomerizacion de las subunidades de los receptores. La union de la
citokina puede desencadenar bien una heterodimerizacion del receptor
(como en el caso de los que comparten la cadena y.), bien una
homodimerizacién (como la GH), o bien una trimerizacion (TNFs). Al
final, el resultado es la activacion de la tirosin kinasa asociada al receptor y
la fosforilacion del resto de los sustratos celulares. Las dos familias

implicadas en esta reaccion son las JAK y las Src kinasas.

Las JAK kinasas (“Janus Activated Kinases” denominadas asi por
Jano, el Dios romano de las dos caras) tienen dos dominios cataliticos y se
asocian a los receptores del tipo I y II. Se han descrito 4 JAKs: JAKI,
JAK?2, JAK3 y Tyk2 [7, 8]. Las JAKSs se asocian a las colas citoplasmaticas
del receptor y se cree que su activacion es debida a la fosforilacion cruzada
tras la oligomerizacion del receptor después de la unidén de la citokina.
Aunque diferentes JAKs se asocian con diferentes receptores, no esta muy
claro si son necesarias para el inicio de determinadas cascadas

intracelulares. Si se sabe que son imprescindibles para la activaciéon de la
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ruta de los transductores de la sefial y activadores de la transduccion

(STATS).

Las Src kinasas, al contrario que las JAKs, estan implicadas en
multitud de procesos celulares. Muchos miembros de esta familia, como
Lck, Src, Fyn y Lyn, estan implicados en la transduccion de la sefial de las
citokinas y poseen muy bien conservados los dominios SH2 y SH3.
Aunque muchos de sus sustratos estan aun por descubrir, se sabe que
algunas de estas proteinas estdn implicadas en la fosforilacion de
subunidades especificas de los receptores, tal es el caso de la Lck [9]. Esta
clase de fosforilacion permite la unién de determinadas moléculas al
receptor a través de estos residuos de tirosina fosforilados. Una vez unidas
al receptor, estas moléculas son fosforiladas por las kinasas asociadas al
mismo, y les permite fosforilar a su vez a otras moléculas sefializadoras. De
esta forma la oligomerizacion del receptor y la activacion de las kinasas
terminan en una serie de interacciones que forman una ruta de sefalizacion.
La respuesta que se desencadene va a depender de las funciones

individuales de cada una de las moléculas activadas en cada ruta.

Figura 3. Activacion de tirosin
kinasas asociadas a un receptor de
citokinas. Los residuos de tirosina
fosforilados del receptor aparecen
representados como Y. La CRK es una
kinasa especifica de las Src kinasas que
tiene como caracteristica principal la de
fosforilar un residuo de tirosina en el
extremo C-terminal de éstas kinasas
que las mantiene inactivadas hasta que
una fosfatasa libere este residuo de
tirosina [13].
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1.1.1.4 Rutas de transduccion de las citokinas

Aunque los efectos bioldgicos de las diferentes citokinas pueden ser
muy variados, es importante destacar que las rutas individuales que se
activan son, generalmente, indistinguibles. Lo Unico que se puede deducir
de una citokina es el reflejo de la serie de rutas que se activan y la
interaccion entre ellas. Esta claro que la respuesta celular que se produce
por la activacién de las citokinas puede ser clasificada en: proliferacion,
activacion de determinados genes y, en algunos casos, muerte de la célula.
Las rutas de sefializacion han sido identificadas y cada vez parece mas
claro que no son exclusivas y que se intersectan en un gran nimero de

puntos clave.

1.1.2 La via RassIMAPK

Es una de las mas estudiadas y mas complejas rutas de sefializacion.
La ruta Ras/MAPK (“Mitogen Activated Protein Kinase™) es, ademas, una
de las mas conservadas evolutivamente: esta presente en la mosca de la
fruta, gusanos y mamiferos. Aunque la activacion de esta ruta suele estar
ligada a la proliferacion y la diferenciacion (depende de la célula y del
estimulo), en la activaciéon por citokinas suele tener como efectos la
proliferacion y prevencion de la apoptosis. Muchas citokinas activan esta
ruta, pero algunas de ellas solo lo hacen en determinados tipos celulares,
por ejemplo, la IL-4 la activa en los linfocitos B pero no en otros tipos

celulares hematopoyéticos [10, 11].
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La ruta Ras/MAPK fue una de las primeras en las que se describid la
relacion entre una sefal extracelular y los cambios en la expresion génica
del nucleo. Los principales componentes de esta ruta son una serie de
pequenas proteinas de 21kDa con actividad GTPasa (proteinas G) [12]. La
mejor caracterizada es Ras (“RAt Sarcoma”, porque fue descrito como el
producto de un protooncogen de rata). Existen otras GTPasas relacionadas
con Ras que estdn implicadas en otras rutas similares a la Ras/MAPK,
como Rho, Rac y Rap-1; en concreto, las dos primeras parecen implicadas

en la ruta de sefalizacion de citokinas inflamatorias.

Ras sufre una modificacion post-traduccional, una isoprenilacion,
que la ubica anclada a la membrana. Alli estd unida a GTP, que luego
hidroliza a GDP debido a su actividad GTPasa. En células no estimuladas
la tasa de disociacion de GDP de Ras es muy lenta, de forma que la mayor
parte de Ras estd unida a GDP [13]. La senal de una citokina produce un
incremento rapido en la cantidad de Ras-GTP, la forma activa que inicia la
cascada downstream de las MAPKs. Dado que Ras estd anclada en la
membrana, es alli donde interactiia con ciertas proteinas adaptadoras que

reclutan los GEFs y GAPs para regular su actividad.

1.1.2.1 Proteinas Adaptadoras en la ruta de las Rass/MAPK

La funcion de los adaptadores es la de hacer de puente entre los
receptores activados y las proteinas con alguna actividad catalitica
intrinseca. Estos adaptadores no tienen actividad enzimatica propia, pero si

una serie de dominios reconocibles por otras moléculas [14].
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Crk, Vav y Shc fueron identificados inicialmente como
protooncogenes retrovirales. La secuencia de Crk es muy similar a la de la
PLC (fosfolipasa C). Vav tiene muchos motivos estructurales diferentes lo
que la convierte en un “linker”, transmisor de la sefial y regulador de la
transcripcion génica en linfocitos y otras células mieloides. She se une a
receptores de factores de crecimiento cuando ya estan autofosforilados y
activados, ademas de ayudar a la unidén de la proteina monomérica Ras a

los RTKs [1].

Crk, Shc y Grb2 tienen funciones similares. Cuando Shc o alguna
molécula similar se une a los receptores fosforilados, éstas se fosforilan a
su vez, de forma que Shc puede unirse al dominio SH2 del adaptador Grb2.
Al mismo tiempo, Grb2 presenta un dominio SH3 que puede reclutar a
otras proteinas como SOS (es el producto del gen “Son Of Sevenless” de
Drosophila melanogaster). SOS es un GEF y, por tanto, un regulador de la
actividad de Ras. Grb2 también puede unirse a GAPs a través de ese
motivo SH3. Estas conexiones tienen a las proteinas G, como Ras, bajo el
control de las sefales extracelulares y hacen de ellas un punto clave de

regulacion de la via Rass/MAPK [4, 5, 13].

rR*—}—f-{_P*FTB rsm:{{}%‘ RAS Prn}{SHS \I R* ]
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Figura 4. Esquema de activacion de Ras mediante adaptadores. La unién de los mismos
mediante el reconocimiento de los dominios correspondientes lleva a la formacion de la
forma activa Ras-GTP y la liberacion de GDP [1].
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1.1.2.2 Efectores downstream de la activacion de Ras

Una vez que se ha formado el complejo Ras-GTP, éste inicia una
serie de fosforilaciones que llevan la sefial desde la membrana hasta el
nucleo. La cascada Ras/MAPK consiste en una secuencia de kinasas que
comienza con las MAPKKKs (MAP kinasa de kinasa de kinasas), continua
con las MAPKKs (MAP kinasa de kinasas) y termina con MAPKs (MAP

kinasas) en el nucleo, que a su vez fosforilaran a factores de transcripcion.

La principal diana de Ras son las Raf kinasas, unas MAPKKK
citosolicas que fosforilan sus dianas en residuos de Ser/Thr. Las Raf
kinasas son activadas en la membrana por Ras. No se sabe cémo la
interaccion con Ras produce la activacion de Raf porque, aunque necesaria,
no es suficiente. Ademads, dado que a su vez Raf es fosforilado en las
posiciones Ser338 y Tyr341, se supone que dicha activacién requiere la
participacion de kinasas. De estos puntos de fosforilaciéon parece que el
mas importante es la del residuo de Ser/Thr, dado que existen otras
proteinas como las 14-3-3 que estan implicadas en la regulacion de Raf y
PKC y que se unen a Ras-Raf tanto en su forma no fosforilada como

cuando solo lo esté en el residuo de Ser [15].

Otras dianas de Ras son las PI3Kinasas, cuyos principales sustratos
son los fosfoinositoles y sus derivados fosforilados. El resultado de la
accion de la PI3K es un fosfoinositido, que es degradado por la fosfolipasa
C (PLC) a diacilglicerol (DAG) e inositol 3 fosfato (IP;). Tanto estas
kinasas como sus mensajeros lipidicos juegan un papel muy importante en
la regulacion del crecimiento celular y otras respuestas como a la insulina.
Esta via es particularmente importante en la cascada de transduccion de

senal de la IL-2, IL-3, IL-4, IL-5 y GM-CSF [4, 5].
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Figura 5. Activacion de Raf. En la activacion de Raf por Ras participan otras moléculas
como las proteinas 14-3-3, que sirven para estabilizar el complejo Ras-Raf. No se sabe
exactamente qué moléculas son las responsables de la fosforilacion de Raf pero si que entre
ellas estan las Src Kinasas y la PKC (Protein Kinasa C) y que como regulador negativo se
halla la PKA (Protein Kinasa A) [1].

El siguiente paso en la activaciéon seria la activacion de las
MAPKKs, también llamadas MEKs (MAP/ERK Kinasas). Se encuentran
en un nivel inmediatamente anterior a las MAPKs en la cascada de
sefializacion y reciben la sefial directamente de Raf (porque es una
MAPKKKSs). También tienen actividad dual, fosforilando residuos de Tyr y
Ser/Thr. No se conocen los determinantes estructurales que especifican el
reconocimiento de sus dianas MAPK, pero si que la especificidad y la
selectividad de este reconocimiento es sorprendente, dada la gran variedad
de senales a las que Raf y las demas MAPKKKSs responden. Ademas
existen controles que impiden las reacciones cruzadas, dado que, por
ejemplo, Ras/Raf/MAPK es activada por muchas sefiales y es posible
obtener diferentes respuestas bioldgicas incluso en la misma célula. De este

modo cada MAPKK fosforila generalmente a s6lo una MAPK, lo que
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determina en gran parte qué cascada de fosforilacion se va a seguir y, por
tanto, qué efectos bioldgicos se producirdn [15]. Este paso de activacion de
las MAPKKSs es el mas relevante desde el punto de vista de la actividad

intracelular, ya que es donde se produce la amplificacion de la senal

Introduccion

(porque las MAPKKSs son més abundantes que las MAPKKKs).

Receptor activado

RAS
GDP

&

MAPKKK - - — - @

El siguiente paso en la cascada de fosforilacion implica la activacion
de las MAPKs (“Mitogen Activated Protein Kinases). Hay tres tipos de
MAPKSs: las ERKs, la p38 y las INKs (“Jun N-terminal Kinases”, Jun es un
factor de transcripcion universal), esta ultima también denominada SAPK

(“Stress Activated Protein Kinase™). Todas ellas son serin-treonin kinasas y

®
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Otras kinasas

Factores de transcripcion
Elk-1, p90-RSK

Figura 6. Esquema de
activacion de la ruta de MAPKSs.
Una activado Ras, se fosforilan
las MAPKKKSs, en este caso Raf.
Esta, a su vez, activa la MAPKKs
MEK1, fosforilandola en dos
residuos Ser (S). Finalmente,
MEK1 activa la MAPK ERK1/2,
mediante la fosforilacibn en un
residuo de Tyr (Y) y Thr (T), que
se presenta con una secuencia
caracteristica T-X-Y (donde X es
cualquier aminoacido) [1].

se activan por fosforilacion en un residuo de tirosina y de treonina.
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Hay tres principales rutas Ras/MAPK, cada una con una diferente

MAPK terminal y cada uno estd asociada con respuestas celulares

diferentes:
1. p42-p44 MAPK 6 ERK1/2
2. p38 MAPK

3. p46-p54 INKs 6 SAPKs

Las MAPKSs son muy especificas en la seleccidon de sus sustratos, y
estan bastante especializadas en cuanto a las respuestas en las que se
activan. Asi, las INKs/SAPKs y p38 transmiten sefiales principalmente en
respuesta a citokinas y estrés ambiental, mientras que los factores de
crecimiento activan la ERK1/2, que regula principalmente la progresion del
ciclo celular y la proliferacién [16]. Como caracteristica mas importante
hay que destacar que todas son citoplasmaticas, pero una vez activadas se
translocan al nucleo, siendo éste un paso necesario para una respuesta
positiva, por ejemplo, a los factores de crecimiento [15]. Cuando ERK1/2
es retenida en el citoplasma, no se pasa a la fase S del ciclo celular y, por
tanto, no hay sintesis de DNA; del mismo modo, se ha comprobado es
necesaria su dimerizacion ademas de la fosforilacion antes de pasar al

nucleo, al menos en el caso de ERK1/2 [1].

i Resting cell v) Activated cell
Growth factor
Membrane 1 m# . Membrane
~0 e
MAPKKK
MAPKK Nucleus
MAPKKK
o . b Nue
o Nucleus MAPK MAPK po;m.-
e ghanr
rchlneg
o s
-
" Entry into

Figura 7. Activacion del ciclo celular. Sélo cuando las MAPKs penetran en el nlcleo se
pasa a la fase S de sintesis de DNA, el paso previo para la division celular [13].
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1.1.2.3 ERKI/ERK2

ERK1/2 es una MAPK clave en la mayor parte de respuestas
proliferativas. Su ruta de activacion suele ser: Ras-Raf-MEKI1/MEK2-
ERK1/2, pero no es exclusiva. Esta MAPK estd compuesta de dos
isoformas muy similares ERK1 y ERK2, de 44 y 42kDa respectivamente, y
por eso nos referimos a ella como ERK1/2. Su activacion estd marcada por
el hecho de que primero se produce la fosforilacion en tirosina 204 antes
que la de treonina 202. El resultado de este proceso es el establecimiento de
un umbral: la fosforilacion en tirosina permite la acumulacion de formas no
activas de la proteina, que una vez fosforilada en treonina, se activa

rapidamente. En el sistema inmune la forma mas abundante es la ERK2 (o

p42 MAPK).

MEKI1 y MEK2 son las MEKs encargadas de su activacion. Ambas
fosforilan tanto a ERK1 como a ERK2 indistintamente. Sus residuos
fosforilados, que determinan por tanto su activacion por Raf, son dos
serinas localizadas en las posiciones 217 y 221. Parece ser que soOlo las
isoformas de Raf son capaces de activar a MEK1 y MEK2 y, por tanto, de

incrementar la actividad de ERK1/2 de forma exclusiva.

La familia Raf estd compuesta por RafA, RafB y Rafl, aunque la
mayor parte de los estudios se han centrado en Rafl porque es la que se
expresa de forma mas ubicua (RafA aparece en tejido urogenital y RafB en
tejido neuronal y testicular). Rafl forma un complejo con otras proteinas
como hsp90 (heat shock protein 90), pS0 y varias 14-3-3, esta tltima

parece estabilizar Rafl tanto en su estado fosforilado como en su
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interaccion con Ras, también parece tener cierta especificidad en el

reclutamiento de Rafl a complejos proteicos de mayor tamatfio.

1.1.3JAK-STAT

La sefalizacion via Ras-MAPK tiene como funcion principal la de
inducir la proliferacidén en respuesta a las citokinas y eso implica, en Gltimo
caso, la activacion de la expresion génica. Una caracteristica de las
citokinas es un rapido incremento de la actividad transcripcional de
determinados genes; este proceso estd mediado por una serie de factores de
transcripcion citoplasmaticos que se activan por fosforilacion de las kinasas
asociadas a los receptores de citokinas. Una vez activos, estos factores se
translocan al nucleo, donde se unen a secuencias especificas de DNA en las
regiones del promotor de los genes de respuesta a citokinas y, por tanto,

inician su transcripeion.

1.1.3.1 STAT: Transductores de la sefial y activadores de la

transcripcion

Ls STAT son moléculas activadas por los receptores de citokinas,
como éstos también activan las tirosin kinasas JAK, a esta via se la conoce
como la ruta de las JAK-STAT. Muchas veces esto es causa de confusion
porque la activacion por fosforilacion de las STAT no es debida
unicamente a la funcidon de las JAK kinasas, aunque si son necesarias para

ella [17].

Se han identificado siete genes que codifican para las STAT: STATI

y STAT2 fueron las primeras en ser descritas, las demadas fueron

34



Capitulo 1. Introduccion

identificadas mediante la busqueda de genes homologos para estas dos
primeras: STAT3, STAT4, STATS5A, STAT5B y STAT6. De todas éstas se
han encontrado alternativas generadas por splicing. Tanto la estructura
molecular como el mecanismo de activacion estd muy conservado en
términos evolutivos, lo que nos da una idea de lo importante que es esta
via; se han encontrado genes para las STAT incluso en Drosophila

melanogaster [18].

El mecanismo de activacion de las STAT es el siguiente: tras la
unidn de la citokina a su receptor, se activan las JAKs asociadas a éste y
fosforilan sus dominios citoplasmaticos. Es entonces cuando se unen las
STAT a estos residuos del receptor, lo que permite a las kinasas fosforilar
el residuo de tirosina del extremo C-terminal de las STAT; llegado este
punto se liberan del receptor y forman homodimeros. También puede
producirse la formacion de heterodimeros cuando una misma citokina
activa varias STAT, y en el caso de la STAT2 la formacion del
heterodimero es fundamental para que se produzca la union al DNA. El
dimero de STATs se transloca al niicleo donde se une a motivos especificos
dentro del promotor de genes de respuesta a citoquinas. El mecanismo
exacto por el que las STAT activan la transcripcion no esta muy claro,
parece que activan la maquinaria transcripcional pero también forman
complejos con otros factores de transcripcion (como c-Jun, SP1, etc.) en lo
que podria denominarse un proceso de tipo cooperativo. Se han descrito
alternativas a este mecanismo general, asi STAT1, en respuesta al [FNa., se
activa por union al receptor ya asociado a STAT2 mas que con el receptor

en si, etc.

Hay muchas citokinas que emplean las STATI1, STAT3 y STATS,
pero no tantas utilizan STAT2, STAT4 y STAT6. La especificidad de las

35



1 a transduccion de sernal

STAT se obtiene a varios niveles [4, 5]. El control primario de la activacion
es a través del reconocimiento de la secuencia fosforilada del receptor por
los dominios SH2 de las STAT; pero también se controla por la limitacion
en la expresion de los receptores de citokinas que utilizan las mismas
STAT, de forma que receptores diferentes que activen a una misma STAT

no se expresan en la misma célula.

Fosforilacién en tirosina

Receptor

v Membrana
== Plasmatica

/ Nucleo

Figura 8. Representacion esquematica de la transduccidén de sefial via JAK-STAT [7].

Las citokinas activan también rutas de transduccion adicionales que
contribuyen a al efecto de esta via JAK-STAT. Un ejemplo de esto es la
activacion de la via Ras/MAPK para el funcionamiento completo de las
moléculas STATIa y STAT3. En particular, el residuo de serina que se
encuentra en el extremo C-terminal de STAT1a es fosforilado en algin

momento por la via Ras/MAPK, posiblemente por la accion de ERK1/2
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[19]. N1 el IFNa ni el IFNB actian de forma eficiente sobre la via
Ras/MAPK, pero la estimulacién de sus receptores provoca que la
subunidad a de éstos active la ERK?2; asi, se ha demostrado que STAT1a
es fosforilado en serina por la ERK2 en respuesta al IFN. Por otro lado, la
fosforilacion en serina de STAT3 es necesaria para su unién al DNA (no es
el caso de STATla), en su ausencia puede actuar como una molécula
adaptadora que une la subunidad a del receptor del IFNa y el IFN con la

subunidad p85 de la PI3K y que resulta en la activacion de esta ultima [4,

5].

1.1.4 Regulacion negativa de la activacion de las

kinasas

La inactivacion de las kinasas asociadas a los receptores es un
mecanismo de control critico en todas las vias de sefalizacion y
generalmente se considera que ocurre mediante la intervencion de
fosfatasas. Aun asi, se han descrito nuevos mecanismos regulatorios dado
que la estimulacion por citokinas produce la activaciéon de una serie de
proteinas con dominios SH2 que se han denominado SOCS-1, -2, -3,
(Supressors Of Cytokine Signaling), JAB (JAK Binding), CIS (Cytokine
Induced SH2) y SSI-1 (STAT-induced STAT Inhibitor) [20-23]. Una vez
expresadas, estas proteinas bien compiten con las STATSs por los residuos
de fosfotirosina del recepto, bien se unen a las JAKs inhibiéndolas [24]. La
expresion de los genes que codifican estas proteinas representa un clasico
mecanismo regulatorio de retroalimentacion negativo donde la induccidén
de la ruta JAK/STAT acaba siendo inactivada por la expresion de SOCS,
JAB, CIS y SSI. De esta forma, la expresion de los inhibidores disminuye
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la activacion de la ruta JAK-STAT hasta llegar a unos niveles que le

permitan reactivarla en caso de que una nueva seial alcance la membrana.

Expresion de /
~ genes inhibidores

Figura 9. Inhibicién de la transduccién de la sefial. La expresiéon de estas proteinas
inhibidoras (SOCS, SSI-1, JAB, CIS) esta regulada por un clasico mecanismo de
retroalimentacion negativa. En este esquema se puede observar como, aunque la
expresion de estos genes esta controlada principalmente por las STAT, la ruta de las
MAPKs también esta implicada [22].

Del mismo modo también hay una regulacion especifica de la ruta
Ras/MAPK; en particular, de los genes que codifican deteerminadas
fosfatasas especificas que catalizan la hidrolisis de los residuos serina y

tirosina de las MAPK activadas. Interesantemente dos de ellas, MKP-1 y
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MKP-2 son inducidas via Ras/MAPK, lo que puede ser otro caso de

regulacion por retroalimentacion negativa.

Otro punto de regulacion negativa de la ruta Rass/MAPK se produce
al nivel de Ras. Dado que para su activacion se requiere la actividad de
determinadas de proteinas adaptadoras, se ha descubierto que el control a
este nivel puede ser el responsable del estado de anergia de los linfocitos T
(estado en el que no hay respuesta a un estimulo, importante en la
inhibicidn de la proliferacion de las células T autorreactivas y, por ende, en
la regulacién de la autoinmunidad). Asi, la hiperfosforilacion de Cbl (un
adaptador) puede llevar a la activacion de Rap1 (una proteina muy similar a
Ras), esta proteina no esta en la membrana y se asume que actia como
competidor de Ras en la unién a moléculas efectoras. En células anérgicas
la hiperfosforilacion de Cbl tiene como objetivo la hiperactivacion de Rapl

y, por tanto, la inhibicién de la via de RassMAPK [25].
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1.2 Rafts

1.2.1 Breve historia de los rafts.

El concepto de los también llamados “microdominios lipidicos” fue
sugerido por primera vez hace mas de dos décadas, basdndose en el analisis
de la distribucidn heterogénea y los ensayos de perturbaciones estructurales
en biomembranas [26]. Estas observaciones, entre otras, hacen referencia a
un patrén de distribucién de proteinas no-aleatorio en la superficie de las
células vivas, mediante el uso de la técnica de Transferencia de Energia
Fluorescente en Resonancia (FRET) [27-30] y cuestiona desde muchos
aspectos el ampliamente aceptado modelo de “mosaico fluido” de las

biomembranas [31].

Aunque exhaustivas investigaciones bioquimicas y biofisicas
posteriores, tanto en modelos como en biomembranas, han confirmado que
la membrana plasmatica presenta una considerable micro-heterogeneidad
lateral [32], nuestro concepto de la “microestructura” de la membrana so6lo
ha logrado cambiar a partir de los trabajos realizados a mediados de la
década de los 90 gracias al desarrollo de dos lineas de trabajo sobre
membranas. Una linea se bas6 en la aplicacion de nuevas técnicas de alta
resolucidon (principalmente microscopicas) para poder visualizar la
localizacion, distribucion y movilidad (difusion lateral) de moléculas
individuales de membrana [33-35]. La otra linea partia del estudio de
Brown and Rose [36] que describe como ciertas fracciones de membrana
son resistentes a la solubilizacion por detergentes no-ionicos en frio. Estas
fracciones son ricas en glicolipidos, por ello se llamaron inicialmente

“complejos ricos en glicolipidos insolubles en detergentes” (DIGs). Mas
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adelante, se demostrd que los DIGs tienen una composicion lipidica tnica
en una gran variedad de células eucaridticas, y que estan altamente
enriquecidas en esfingolipidos (glicolipidos/ganglidsidos) y colesterol.
Otros nombres también empleados para estos microdominios son
“membranas resistentes a detergentes” (DRMs), “membranas enriquecidas

en glicolipidos” (GEMs), etc.

Tras estudios sistematicos en el trafico intracelular mediado por
lipidos y la distribucion de proteinas de membrana, Simon et al. [37]
formularon la “hipétesis de los rafts”, refiriéndose a los DIGs como
pequefios microdominios de membrana que contienen ciertas proteinas, de
modo que pueden actuar como potenciales plataformas de sefializacion y/o
internalizacion. Otro tipo de DIGs fueron descritos como “invaginaciones
de membrana similares a cuevas” de 60 a 90nm, facilmente observables al
microscopio electrénico. La asociacion de las proteinas de unidén al
colesterol de la familia de la caveolina a estos dominios es crucial para la
formacion de estas estructuras denominadas “caveolas”, una propiedad que
las distingue de otros DIGs [38]. En el Sistema Inmune, inicamente ciertos
tipos celulares muestran estas caveolas en su superficie, como son los
macréfagos o los granulocitos, mientras que las células mononucleares
(linfocitos T y B, monocitos) so6lo presentan microdominios “planos” o

rafts.
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Figura 10. Organizacion de los lipidos en un microdominio raft: un modelo
simplificado basado en la forma teérica de los lipidos de la membrana. La
organizacién de los lipidos en la membrana depende de su caracter anfipatico (cabezas
polares y colas hidrofébicas), que intenta excluir el mayor nimero de moléculas de
agua del interior de la misma. La forma Liquido Cristalina (Lc) parece ser la mas estable
desde el punto de vista termodindmico para los lipidos “cilindricos” como los
glicerofosfolipidos. En la fase Liquido Ordenada (Lo), la inclusion de colesterol entre los
glicoesfingolipidos rellenaria los “huecos” que éstos dejan en la membrana. [125].

En los tultimos afios han proliferado los trabajos que aunan el
conocimiento en las técnicas de estudio y sobre los rafts lipidicos [39-47].
La mayor parte de las investigaciones realizadas hasta el momento destacan
que los rafts lipidicos son estructuras evolutivamente conservadas y se han
centrado fundamentalmente en investigar su papel en multiples procesos de
sefnalizacion en gran variedad de tipos celulares. Estos estudios incluyen el
receptor EGF, el receptor de insulina y las integrinas (entre otros) [45, 48-
51], o se centran en su papel en la sefializacion via TCR y la formacion de

la sinapsis inmunolégica [52, 53]. De forma general, se puede decir que los
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rafts lipidicos en su parte exterior (o hemimembrana externa), estdn
compuestos principalmente de esfingolipidos con cadenas muy saturadas
que se empaquetan fuertemente en microdominios con consistencia de gel,
estabilizados por la presencia de colesterol (a veces en conexion con
proteinas de unidon a éste como las caveolinas); por ello, también se la
conoce como ‘“fase liquido-ordenada”. Se diferencian de la bicapa de
glicerofosfolipidos circundante, porque ésta ultima permanece en una fase
liquido-desordenada debido a las cadenas insaturadas de los
glicerofosfolipidos. Se puede decir que los rafts lipidicos son dominios
relativamente ordenados, que flotan en la bicapa desordenada de los
glicerofosfolipidos. Esta diferente distribucion de los esfingolipidos
permite que el glicoesfingolipido GM1, que se une a la subunidad 3 de la
toxina colérica, sea usado con frecuencia como marcador de zona raft. La
hemi-capa interna de los rafts es menos conocida, pero se cree que esta
compuesta de fosfolipidos saturados. Ambas capas pueden existir

independientes, pero se acoplan para la sefalizacion [54].

La separacion de ambas fases produce la compartimentalizacion de
proteinas asociadas a raft y su segregacion espacial de las proteinas
excluidas. Estas propiedades sugieren que los rafts lipidicos pueden ser de
una importancia crucial en los procesos de transduccion de sefial acercando
los receptores a sus moléculas transmisoras de sefiales, mientras excluyen
de forma temporal a otras (Ej.: moléculas de regulacion negativa) [55]. Las
proteinas asociadas con la cara externa de los rafts lo hacen a través de su
union al glicofosfatidilinositol (GPI), de forma que es este lipido el que
posiciona preferentemente a las proteinas en los rafts [56]. Los ejemplos de
receptores inmunes asociados a GPI incluyen CDI14 (receptor para los
lipopolisacaridos bacterianos), CD16 (FcR); y CD48 y CD58 (moléculas de

adhesion/coestimulacion). Aunque no poseen un dominio transmembrana o
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citoplasmatico, muchas de estas proteinas de unién a GPI, son capaces

mediante su entrecruzamiento provocar la transduccion de senal.

Las proteinas citoplasmaticas se asocian con la cara interna de los
rafts a través de acilaciones. Las proteinas que son doblemente aciladas por
acidos grasos saturados (N-miristoil y S-palmitolacidon) se posicionan en
los rafts, mientras que los acidos grasos no saturados o grupos prenilos se
excluyen [47, 57]. De forma significativa, la mayor parte de las kinasas de
la familia de las Src-Kinasas estan doblemente aciladas y asociadas a rafts
[58-61]. También la GTPasa H-ras, que tiene un residuo palmitoilo y
farnesilo, se encuentra en los rafts lipidicos, mientras que K-ras, que solo
tiene el farnesilo, se asocia con la cara interna de membrana pero es
excluida de los rafts lipidicos [62]. Dado que la palmitoilaciéon es un
proceso post-traduccional y labil, el proceso es reversible, lo que da a las
células el potencial de modificar y asi controlar, la asociacion a rafts.
Ademéds, la S-acilacion de las proteinas con acidos grasos insaturados
parece ser un mecanismo muy comun por el cual las células regulan la

transduccion de sefal mediante la asociacion de proteinas a rafts [63, 64].

La gran mayoria de las proteinas transmembrana se excluyen de la
zona raft de forma constitutiva y no son incluidas en ella tras Ia
oligomerizacion de las mismas [48]. Un pequefio numero de ellas, en
cambio, se posiciona en rafts constitutivamente y suelen requerir de
acilacion, generalmente S-palmitoilacion. Podemos hablar de importantes
ejemplos de éstas ultimas en el Sistema Inmune como LAT (“linker for
activaction in T cells”)[65], CD4 y CD8 [66, 67]. Algunas proteinas
integrales de membrana constitutivamente se encuentran fuera de zona raft,
pero se asocian a ella cuando se activan [48]; un ejemplo son las MIRRs

(Multichain  Immune Recognition Receptor) [49]. La capacidad para
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asociarse con los rafts lipidicos tras el entrecruzamiento proteico parece ser
una caracteristica de tan sélo una pequeiia parte de estas proteinas, y
muchas de ellas como CD45 y el receptor de tipo I IL-1, cuando lo hacen,
no se asocian a rafts [68, 69]. La mayor parte de los estudios realizados con
proteinas quiméricas indican que los dominios transmembrana podrian ser
los puntos clave que determinasen la localizacion de una proteina en zona

raft o no [68, 70].

1.2.1.1 Papel de los rafts lipidicos en la iniciacion de la

senalizacion en células T

Como muchas proteinas transmembrana, los componentes del
receptor de la célula T (TCR) se hallan fuera de los rafts lipidicos, y
espacialmente separados de las moléculas residentes en rafts que median
los procesos de sefializacion citosodlica. La primera fase de la sefializacion
inducida por el TCR implica la fosforilacion de motivos de activacion
basados en tirosina de inmunoreceptores (ITAMs) por kinasas de la familia
de Src, principalmente Lck. La fosforilacion de estos ITAMs media en el
reclutamiento de ZAP-70 (de la familia de las Syk kinasas) y su activacion
por fosforilacion en tirosina dependiente de Lck, lo que lleva al
acoplamiento y activacion de otras moléculas con dominios SH2
implicadas en la hidrolisis de fosfolipidos, movilizacion de Ca’ vy
activacion de la cascada Ras/MAPK [71]. Un sustrato de ZAP-70 es LAT
[65], que tras la fosforilacion en tirosina se encarga de reclutar moléculas
con dominio SH2 y asi ensamblar multiples moléculas de sefializacion

dentro del llamado “signalsome” o “plataforma de senalizacion” [72].
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La pista decisiva para un modelo comin de cémo la unién de un
ligando al TCR media la sefializacion intracelular se obtuvo observando
que, dependiendo de la actividad de la kinasa de la familia Src, las cadenas
fosforiladas del CD3{ se podian hallar dentro de los rafts tras la
estimulacion del TCR conjuntamente con la kinasa ZAP-70 fosforilada y
activada [73]. Es decir, parece plausible que tras la union de ligando el
complejo TCR/CD3 sea reclutado a los rafts y se mueva desde un ambiente
con fosfatasas inhibidoras como CD45 (fuera de rafts) a zonas confinadas
con actividad senalizadora reforzada (rafts). En este sentido, se ha
publicado que la fosfatasa CD45 predominantemente activa a Lck mediante
la induccion de cambios conformacionales, y que pequenas cantidades de
CD45 son localizadas en los rafts mediante la extraccion con Triton X-100.
Se ha interpretado que el papel del CD45 localizado en rafts podria ser
mantener en equilibrio la activacion de Lck, respecto a su kinasa

desactivadora: Csk [74, 75].

El concepto de los rafts lipidicos como microdominios funcionales
de sefializacion fue corroborado mediante la desintegracion de éstos
utilizando la extraccion de colesterol por la MBCD o anti fingicos como el
filipin, que alteran la sefalizacion mediada por el TCR [76]. Dado que solo
el CD3( fosforilado es reclutado en los rafts y, debido a la localizacion en
ellos de Lck, se supone que la fosforilacion del CD3 so6lo sucede en estos
microdominios. Permanece sin aclarar el mecanismo que puede mediar la

translocacion de estos componentes del TCR a los rafts.

Mas alld del papel de los rafts en la iniciacién de los primeros
procesos de sefializacion, estd su funcidbn como estabilizadores y
amplificadores de sefiales gracias a su agregacion en complejos mayores

acompafiados de un reclutamiento de importantes mediadores de
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senalizacion como LAT y otras moléculas asociadas [77], asi como
componentes del TCR [78]. A estos complejos se les ha dado nombre de
“plataformas de sefializacion™ [79]. Es muy importante destacar que los
rafts y los filamentos de actina (F-actina) colocalizan [80] y que es el
citoesqueleto el que dirige la agregacion de los rafts lipidicos [78, 81, 82].
Mas aun, el movimiento de las moléculas de membrana dirigido por el
citoesqueleto es capaz de incrementar la amplitud y duracion de la
sefializacion en células T [83]. Estos movimientos inducen una
acumulacion de moléculas en la zona de union entre la célula T y la APC,
bajo el que subyace el concepto de sinapsis inmunoldgica (por analogia a la
sinapsis neuroldgica). Paralelamente a esta funcion del citoesqueleto como
responsable de la agregacion de los rafts, también estos movimientos son
necesarios para activar el esqueleto de actina y proveer de las senales

estimuladoras de esta reorganizacion [84].

1.2.1.2 Cuestiones sin resolver acerca de la naturaleza de los

rafts

Un requisito previo para la funcion propuesta de los rafts lipidicos
como plataformas de sefalizacién es la asociacion de las dos capas
lipidicas de la membrana, que permita a las proteinas residentes en los rafts
de la hemi-membrana exterior colocalizar con las proteinas de la hemi-
membrana interior y cruzarse entre si. Se debe destacar que, ademés del
colesterol, el principal lipido organizador de los rafts son los
esfingolipidos, que se localizan de forma exclusiva en la capa exterior; y
que en un modelo de bicapa lipidica cuya composicidn lipidica sea similar
a la zona interior, el colesterol no induce dominios similares [85]. Se ha

propuesto que esta formacion de la hemi-membrana exterior es capaz de
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organizar los lipidos de la interior como un dominio rico en colesterol; en
particular, gracias a la gran longitud de las cadenas de los esfingolipidos,
que les permiten interdigitar con los lipidos de la zona interna [37, 86]. De
todos modos, estd interdigitacion se reduce en presencia del colesterol [86],
y aunque las proteinas transmembrana pueden, tedricamente, facilitar la
formacion de los rafts en las membranas bioldgicas, en realidad no hay una
explicacion clara para la existencia de rafts lipidicos en la parte interna de
la membrana. Un estudio reciente confirma, sin embargo, que dependiendo
de su contenido en colesterol, la cara interna se conecta fisicamente con la
externa, lo que hace surgir nuevas preguntas dado que se demuestra que el
agrupamiento de los rafts inducido por el TCR es independiente de

colesterol [54].

Membrana plasmatica

r

Ligando
9 \ 4 v v Agrupamiento
GP"AR__ de rafts

fli
I

Molécula de
sefializacién
intracelular

TARRARR
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10 nm ~1 um

Figura 11. Modelo de interaccidon entre los dominios rafts de ambos lados de la
membrana. Los pequefios microdominios de la hemimembrana externa (10nm) que poseen
Receptores anclados a GPI (GPI-AR) pueden formar dominios mas grandes (10nm-1mm)
por el agrupamiento de varios de ellos en respuesta a la union del ligando. Estos deben ser
capaces de reclutar a los microdominios de la hemimembrana interna que contiene las
moléculas de sefializacion ligadas a lipidos, posiblemente mediante la interdigitacién de los
lipidos de ambas caras de la membrana plasmatica [100].
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Otra cuestion importante acerca de los rafts lipidicos es cudn preciso
es el modelo para describir la distribucion de las proteinas de membrana, ya
que sOlo una pequefia proporcion de las proteinas de la membrana se
encuentra en la fraccion rafts insoluble en detergentes [87]. Una proteina es
a menudo considerada como proteina raft incluso si s6lo un 10-30% de la
misma se halla en la fraccion resistente a los detergentes, particularmente
en el caso de proteinas transmembrana o citosolicas. Dependiendo del area
de membrana cubierta por los rafts lipidicos, una proporcién considerable
de las llamadas proteinas raft podrian encontrarse en la fraccion soluble de
la membrana. La cuestion aun sin resolver de la frecuencia relativa de los
rafts lipidicos dentro de la membrana celular puede cuestionar la idea de
que distintas proteinas estén altamente concentradas dentro de los rafts.
Asi, el sencillo modelo estitico de los rafts lipidicos describe
insuficientemente la situacion que mas probablemente ocurre en las
membranas bioldgicas, independientemente de las lagunas que surjan en

los métodos mas usados para el analisis de los rafts.

1.2.2 Limitaciones de los métodos de analisis de los
rafts lipidicos

Muchos de los problemas del modelo de raft lipidicos surgen de la
naturaleza del método bioquimico estandar utilizado para el aislamiento de
los mismos como la flotabilidad de las fracciones de membrana resistentes
a los detergentes. Primero, las proteinas pueden ser resistentes a la
extraccion con detergentes debido propiedades bioquimicas generales como
la hidrofobicidad mas que debido a su distribucion en los microdominios de

membrana de la célula viva. Mdas aun, la presencia de detergentes no-
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ionicos como el TX100 puede crear dominios en fase gel en una bicapa
lipidica homogénea que resista una solubilizacidén por el detergente [88].
Paralelamente a este fendmeno, pueden ocurrir un gran nimero de
reordenaciones no-fisioldgicas de la bicapa durante la extracciéon con
detergentes. Y lo mas importante, el comportamiento de los lipidos es muy
dependiente de la temperatura y por ello, la usual extraccion a 4°C es fuente
de controversia sobre la existencia de los rafts. Un trabajo reciente muestra
como las temperaturas bajas son suficientes para la agregacion de los rafts
en células T vivas, lo que resulta en una induccion de los procesos de
sefializacion [89]. Por otro lado, los microdominios de membrana que
contienen proteinas ancladas a GPI junto con kinasas de la familia de las
Src puede ser aislados también en la ausencia de detergentes y los
microdominios de membrana insolubles pueden ser extraidos de las células

a temperaturas fisiologicas cuando se usa el detergente adecuado [90].

También los métodos Opticos son insuficientes para un analisis
preciso de los microdominios de membrana, dado que la microscopia
inmunofluorescente va acompaiiada de la fijacion de las células a
temperaturas bajas y, a menudo, usa anticuerpos bivalentes, lo que genera
artefactos debido a la redistribucién desencadenada por la temperatura, los
mismos anticuerpos o una fijacion inadecuada [91]. Nuevas técnicas como
el FRET, FRAP o “single particle tracking” (seguimiento de una unica
molécula) han reafirmado la existencia de estos artefactos, aunque son
capaces de superarlos dado que se puede trabajar con cé€lulas vivas a una
temperatura fisiologica de 37°C y, por tanto, corroboran la existencia de los

rafts [92-95].

La extraccion de colesterol utilizando MBCD en células vivas

frecuentemente se usa como confirmacion de la funcidén de proteinas de
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sefnalizacion situadas en rafts. Sin embargo, esta técnica por si sola es capaz
de alterar los flujos de calcio independientemente de la llegada de una sefial
a la membrana dado que es capaz de vaciar los depositos intracelulares
[96]. A pesar de todo esto, el empleo de otras técnicas como FRAP han
demostrado que esta extraccion no altera la activacion de las células

mediante fosforilaciones en tirosina [97].

Aunque un gran namero de  experimentos en la
disrupcion/modificacion de los rafts lipidicos en las células vivas apuntan a
un papel funcional de los rafts en la sefializacion de células T, a menudo se
correlacionan con evidencias bioquimicas microscopicas de alteraciones de
los rafts. Sin embargo, aunque estos experimentos no dan pruebas
explicitas de la funcion de los rafts lipidicos en la célula, no hacen mas que
apoyar la existencia de los mismos aunque la naturaleza de la

compartimentalizacién permanezca elusiva [98].

1.2.3 La compartimentalizacion de la membrana
determinada a través del seguimiento de una
unica particula o “single particle tracking™.

Una forma diferente de analizar las propiedades de la membrana es
el andlisis de los movimientos de una Unica molécula. Esto se logra
mediante el uso de sondas fluorescentes (variantes optimizadas de GFP o
métodos de tincidén) u oro coloidal. Aunque las particulas de oro coloidal
parecen ser bastante grandes (~40nm), la difusion de este marcaje en la

membrana no difiere del fluorescente [99, 100].
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De los primeros estudios sobre la dindmica de las moléculas de
membrana usando FRAP se sabe que las moléculas en las membranas
biologicas difunden sorprendentemente mas lentas que en los modelos de
membrana [101, 102], con coeficientes de difusion de las moléculas
reducidos del orden de 5-50 veces. Un segundo paradigma surge cuando
nos encontramos que la difusion molecular se reduce drasticamente por la
oligomerizacion mucho mas de lo predicho por el modelo fluido continuo
en dos dimensiones de las bicapas lipidicas [103]. Estas observaciones
mediante FRAP fueron confirmadas por espectroscopia de correlacion
fluorescente [104]. Solo la gran resolucidén temporal (25us) de las técnicas
de seguimiento de una Unica molécula han explicado este fendémeno [99,
105]. Asi, siguiendo un unico lipido de membrana se ha observado el
comportamiento caracteristico de estas moléculas. En un periodo del orden
de milisegundos las moléculas difunden en un area reducida de 30 a 230nm
de diametro y después “saltan” al siguiente compartimento, donde estan
atrapadas hasta siguiente salto [99, 105]. De ahi que la baja difusion
observada previamente de las moléculas en las membranas bioldgicas sea
el resultado de un promedio de estas “difusiones a saltos” a lo largo del
tiempo y por muchas moléculas bajo observacion; estos datos se
correlacionan, ademas, con los estudios previos de seguimiento de una
unica molécula transmembrana [106, 107]. Mientras que la
compartimentalizaciéon de las proteinas de transmembrana puede ser
explicada como “vallas™ citoesqueléticas en el lado citoplasmatico de la
membrana celular [108], la observacion de que también los lipidos de la

(13

zona externa realizan esta difusidon “a saltos” demandan postular la
existencia de unos postes para estas vallas, que serian diversas proteinas
transmembrana ancladas al entramado del esqueleto de actina denominadas

“estacas” [99].
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De acuerdo con los resultados de los experimentos de seguimiento de
una unica molécula, los lipidos y las proteinas estan atrapados en zonas
confinadas entre estas vallas y estacas, donde difunden libremente. Con
distinta probabilidad estadistica, las moléculas rompen esta barrera (‘“saltan
sobre las vallas”) y pasan al compartimento vecino, donde vuelven a estar
confinadas por un periodo de tiempo diferente. Este modelo también da una
explicacion plausible para el descenso de la difusion inducido por la
oligomerizacion de las moléculas de receptor, no la difusion per se sino la
probabilidad de que los complejos rompan estas barreras de vallas y estacas

y que, por ello, la tasa de difusion media se reduzca drasticamente.

A) B) . Proteina anclada al MSK
Fosfolipido
Proteina transmembrana ’_. - ﬁ 'K/ -

™~ @& Espacio extracelular

AL A
m:uu's‘lffx‘\"\ll-.ullh G ””””U
Hnny

7 < 4 06‘: -0
o -\. J v .“\ ' \'

Esqueleto de membrana (MSK)

Citoesqueleto N Citoplasma \
de membrana (actina)

Figura 12. Modelo de Vallas y Estacas. A) Modelo de “vallas”: las proteinas transmembrana
sobresalen por el extremo citoplasmético, donde “chocan” con el esqueleto de membrana lo
que la confina en los compartimentos delimitados por éste. Estas proteinas son capaces de
“saltar” al compartimento contiguo cuando el filamento de actina se rompe de forma temporal,
se aleja de la cara interna de la membrana (y permitiria el paso de la proteina) y/o la proteina
retine la suficiente energia cinética para empujar la barrera cuando esta en su proximidad. B)
Modelo de “estacas” proteicas: las proteinas transmembrana ancladas y alineadas a lo largo
de la estructura de actina (esqueleto de la membrana), actian como estacas que confinan de
forma temporal a los fosfolipidos (incluso los de la cara externa) y a las proteinas en los
compartimentos que ambos, proteinas transmembrana y actina, delimitan por medio del
impedimento estérico y los efectos de los choques contra las proteinas “estaca”. [100].

Estos resultados de seguimiento de una tinica molécula provienen de
aquellas que no estan consideradas residentes en los rafts lipidicos. El

seguimiento de sondas lipidicas con cadenas saturadas e insaturadas en
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células vivas revela una difusion confinada o predominantemente no-
confinada, respectivamente, indicando un comportamiento dependiente de
rafts de los lipidos saturados de la membrana [109]. Sin embargo, los
estudios analizando los movimientos de una unica molécula anclada a GPI
o transmembrana revelan comportamientos similares de las proteinas raft y
no-raft y no aportan evidencias de un confinamiento especifico de las
proteinas raft [110, 111]. Los resultados se confirmaron mediante FRAP,
indicando que la asociacion a rafts no es el principal determinante de la
difusién de proteinas de membrana [94]. En conclusién, las moléculas de
raft son altamente moviles, lo que contrasta con la visidn clasica acerca de
los rafts lipidicos, aunque, como se menciona antes, la fase gel puede no
ser suficiente para alterar significativamente la difusion de las moléculas

[112, 113].

Un andlisis de los movimientos de una Uinica molécula de Lck revela
que tras la estimulacion del TCR en un determinado punto de la superficie
celular, se acerca a las proximidades del complejo TCR
independientemente de su actividad kinasa [114]. Una reorganizacion
rapida de la actina inducida por el TCR [83, 115] puede explicar este
movimiento inicial de la Lck. La formacion de un gran entramado de vallas
y estacas alrededor del complejo del TCR puede facilitar que las moléculas
de Lck queden atrapadas. Aunque estos reajustes del citoesqueleto pueden,
tedricamente, suceder incluso en ausencia de los rafts, los complejos
moleculares dentro de rafts son mas susceptibles a minimos cambios en la
densidad de los filamentos de actina de lo que son las moléculas
monomeéricas [114]. Asi, debe haber una interaccion funcional muy cercana
entre vallas y estacas y rafts lipidicos para mediar la proximidad de las
kinasas y sus sustratos, necesarios para la induccion de la sefalizacion en

células T.
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1.2.4 La funcidén de los rafts en la iniciacién de la
sefalizacion TCR: un modelo integrado

El modelo de difusion “a saltos” no estd en discrepancia con la
existencia de los rafts, pero los “reduce” a un tamafio muy pequefio o a una
vida media muy corta. De acuerdo con esto, los andlisis iniciales de una
unica molécula sugieren un tamafo de rafts en células resting entre 50 y
200nm [116, 117]. Sorprendentemente, parece que cuanto mejor se mira,
los rafts parecen mas pequefios. Asi, estas novedosas técnicas y los
experimentos basados en FRET muestran que las agrupaciones de proteinas
ancladas a GPI consisten en unicamente unas pocas moléculas (hasta 4) y
suceden en periodos del orden de milisegundos [95, 96]. Es probable que la
organizacion de las moléculas en tan pequeiios grupos no interfiera con la
difusion, incluyendo la difusion a saltos, en la membrana. Es destacable
que estas agrupaciones son sensibles a la eliminacion de colesterol [95], lo
que nos podria permitir clasificarlas como rafts lipidicos. Existe un
intercambio frecuente entre las moléculas de diferentes rafts asi como en la
fraccion no-raft pero, en cualquier caso, su posicionamiento en los rafts
produce una mayor probabilidad de que las moléculas residentes en ellos

permanezcan alli e interactiien entre si.

Aunque esta vision integradora de la organizacién de la membrana
no implica confinamientos espaciales estables, si apoyan la existencia de
confinamientos espaciales altamente dindmicos como resultado de una
elevada probabilidad de que las especies moleculares localizadas en los
rafts se encuentren cerca entre si pero con un rapido intercambio de
moléculas individuales. Este modelo integrado enfatiza la funcion de los

rafts lipidicos en la sefalizacion celular proveyendo de un entorno que
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facilita la proximidad selectiva de distintas proteinas sefializadoras
(localizadas en rafts). Es importante tener en cuenta que debemos entender
a los rafts lipidicos como estructuras dindmicas que refuerzan la

probabilidad de que distintas moléculas se pongan en contacto entre si.

El modelo integrado derivado de estos nuevos descubrimientos sobre
la organizacion de la membrana, cuestiona multiples conceptos previos
pero explica otras cuestiones previas que permanecian sin resolver.
Teniendo en cuenta la heterogeneidad que presenta los rafts [118, 119] se
deduce que la simple localizacidén en rafts no es suficiente para concentrar
las proteinas dado que ellas pueden localizarse en diferentes tipos de rafts,
por lo que las interacciones proteina-proteina son necesarias para la
construccion de complejos de senalizacion. Existe una predominancia de
las interacciones proteina-proteina en la formacion de la sinapsis
inmunologica, ya que tanto proteinas no-raft (CD45) como proteinas raft
(Lck y LAT) tienen un elevado grado de movilidad en la membrana hasta
que la estimulacion del TCR las inmoviliza; esto depende tanto de los
distintos sitios de activacion dentro de las mismas como, interesantemente,

también de la actina F [35].

Los mecanismos basados en la interaccidon proteina-proteina
concuerdan con la funcion de los rafts en la induccion de la senalizacion,
ya que ¢éstos facilitarian las distintas interacciones incrementando su
concentracion local y, por tanto, la probabilidad del contacto de las
moléculas transductoras. Es mas, los resultados del seguimiento de una
unica molécula indican que la activacion del receptor induce la
estabilizacion de los rafts, como pasa con la proteina ligada a GPI CD59; y
¢ésta, a su vez, facilita la formacion de unas estructuras mayores y mas

estables, pero ain dinamicas. La induccion de la estabilizacion se puede
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explicar como pequefios cambios de energia producidos por el
agrupamiento del receptor, lo que provocaria que los lipidos de los rafts y
el colesterol quedasen atrapados en los inicialmente rafts de reducido
tamafio [120]. Aunque el impacto exacto de esta estabilizacion en la
induccién y magnificacion de la sefial generada por el TCR no este aun
establecido, se puede especular con que los rafts estabilizados son la base
de la agregacion dirigida por el citoesqueleto que formaria las plataformas

de senalizacion.

Raft lipidico

Proteina transmembrana

’ “Estacas”
¢

Proteina anclada a GPI

Proteina acilada

= Proteinas citosolicas

% Citoesqueleto

Figura 13. Integracion de los principios organizadores de la membrana. A) Rafts
lipidicos: las proteinas se encuentran proximas gracias al anclaje GPI o la acilacién. B)
Vallas y Estacas: el citoesqueleto y proteinas asociadas a él limitan la difusion de las
proteinas a ciertas areas de la membrana, de la que sélo pueden salir “a saltos”. C) Las
interacciones proteina-proteina inducidas por asociacion (Ej.: fosforilacion en tirosina) llevan
a la formacion de las plataformas de sefializacién, donde el citoesqueleto actllia como una
red de interconexion. Las flechas indican movimiento de moléculas, su grosor la probabilidad
del movimiento [98].
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En resumen, el modelo integrado de organizacién de la membrana,
apunta a tres mecanismos diferentes que actuarian en paralelo para
compartimentalizar las moléculas de membrana facilitando la activacion de
las células T: 1) los rafts lipidicos, ii) vallas y estacas que producen la
difusion a saltos, y iii) interacciones proteina-proteina que incluirian no
solo la asociacion de proteinas de sefalizacion, sino que también se
relacionaria con el citoesqueleto de actina (que a su vez controla la difusion
a saltos y la agregacion de los rafts). A pesar de todo esto, son necesarios
mas estudios que corroboren o ayuden a aclarar los principios

organizadores que contribuyen a la senalizacion en células T.

1.2.5 Rafts lipidicos y sefalizacion por citokinas

La mayor parte de los estudios acerca de los rafts se han centrado en
los linfocitos T, donde son criticos para la formaciéon e induccioén de la
sinapsis inmunoldgica en la region de contacto entre las células T y APC
durante la presentacion del antigeno [48, 98, 121]. Pero si se considera los
rafts como una plataforma que facilita la interaccion entre moléculas de
sefializacion, es 16gico pensar que estén implicados en cualquier tipo de
transduccion de sefial. Hay datos que relacionan estas estructuras con la

entrada de patogenos, ademads del transporte intracelular [51, 122-125].

La mayor parte de los estudios sobre rafts lipidicos y transduccion de
sefial de citokinas se han centrado en la interleukina-2 [126-130], aunque
cada vez hay mas trabajos que estudian el papel de estos microdominios en
la sefalizacion celular independientemente del TCR [131-134]. Dada la
poca cantidad de estudios sobre este tema, se muestra a continuacion un

resumen de los datos obtenidos hasta el momento.
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1.2.5.1 La Interleukina 2

La interleukina-2 tiene unos efectos muy destacados sobre las células
en activacion, diferenciacidén, y homeostasis. Su receptor consta de tres
cadenas: a, By y[135]. La cadena a sbélo se expresa tras la estimulacion
via TCR o por la propia citokina, y aumenta la afinidad del receptor, pero
no estd directamente relacionada con la sefializacion y presenta una
estructura diferente de las otras dos subunidades del receptor [136]. Por el
contrario, las cadenas IL-2R[} y y pertenecen a la superfamilia de receptores
de citokinas-hematopoyetina y también participan en la formacién de
receptores de otras citokinas, de ahi que también se conozca a la ultima
como la cadena y comun de receptores de citokinas: y. [136, 137]. La
dimerizacion y fosforilacion en tirosina de las subunidades [ y y del
receptor de alta afinidad de IL-2 parecen ser los primeros pasos de la
transduccion de sefial [135, 137]. Tras la union al ligando, las tres
subunidades son internalizadas juntas con la IL-2, aunque posteriormente
tengan diferentes destinos intracelulares [138]; en su internalizacion no
parecen estar implicadas las caveolas o las vesiculas recubiertas de clatrina,

como ocurre con otros receptores [139, 140].

Las cascadas de sefalizacion activadas por IL-2 son muy conocidas y
estudiadas [9, 136, 141]. Implican la induccion de muchos factores de
transcripcion como STATS y c-Myec, asi como la mediacién de maultiples
kinasas, incluyendo la kinasas de Serina-Treonina Akt [142], y miembros

de la familia de las GTPasas: Ras [136, 143].

Se ha descrito que la cadena IL-2R[3 se encuentra localizada en los

rafts, y se desplaza hacia la zona no-raft tras la unién del ligando, sobre
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todo cuando se utiliza TX100 como detergente [127]. En cambio,
empleando un detergente mas débil, también se puede detectar la presencia
de IL-2Ra en rafts [126]. Ademas la alteracion de estos microdominios por
la MBCD, atenua la sefalizacion de IL-2 [46, 144] asi como la expresion en
superficie de IL-2R[3 [127]. Muchas de las kinasas y moléculas adaptadoras
asociadas a la cadena IL-2Rp, colocalizan con ésta antes y después de la
estimulacion con IL-2 [127]. Entre estas moléculas se haya Lck [145], una
kinasa de linfocitos asociada con la proteina CD4 y a otros receptores como
IL-2RB, y que es ampliamente utilizada como marcador raft por su
presencia mayoritaria en ellos [45, 48, 121, 136, 143]. Del mismo modo
que ocurre para el TCR [98], los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA) son
capaces de alterar la composicion de los rafts lipidicos y de desplazar a IL-
2R y sus moléculas de sefializacion fuera de zona raft, lo que se traduce

en una atenuacion de la sefial de IL-2, y explica, en parte, los efectos

inmunosupresores de los PUFA [146, 147].

1.2.5.2 El Interferéon gamma

El IFNy es una citokina con un papel fundamental en la respuesta
inmune innata y adaptativa, cuyo receptor (IFNGR) heterodimérico consta
de dos subunidades: las glicoproteinas IFNGR1 e IFNGR2, que, a su vez,
estan asociadas con las JAK kinasas JAK1 y JAK?2, y son responsables de
la activacion del factor de transcripcion STATI en células del Sistema
Inmune (excluidas las células T) y las células epiteliales [134, 148]. De
forma similar a la IL-2, los microdominios raft y las caveolas también estan

implicados en la sefializacion del IFNGR [134, 148].
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1.2.5.3 Otras citokinas, quimiokinas y factores de

crecimiento

Se ha identificado que la cadena IL-4Ro, similar en estructura y
funcion a IL-2Rf3, también utiliza la cadena vy, para formar el complejo de
alta afinidad IL-4R en la fraccidn raft de células T humanas; sin embargo,
no se ha podido encontrar en zona raft otras cadenas de receptores como

IL-7R 6 IL-15Ra, que también utilizan la cadena y. [127].

Otros estudios se han centrado en el papel que estos microdominios
desempefian en la funcion de los receptores de quimiokinas, especialmente
en relacion con la implicacion de muchos de estos receptores ligados a
proteinas G en la internalizacion del VIH [133] y en el reconocimiento de
las bacterias por la respuesta inmune innata [149]. También se ha estudiado
la relacion de los rafts en la senalizacion de factores de crecimiento, como

el factor de crecimiento epidérmico (EGF) [150].
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1.3 La interleukina 12 y su familia

La interleukina 12 fue descubierta durante un andlisis de factores
secretados por lineas celulares transformadas por el virus de Epstein Bar
(EBV). Inicialmente, se identific6 como un factor estimulador de células
Natural Killer (“Natural Killer Stimulatory Factor”, NKSF) con estructura
heterodimérica; los genes que codificaban ambas cadenas se clonaron [151,
152] y se obtuvo NKSF biologicamente activo. Més adelante, se aislo un
factor de maduracion de linfocitos citotoxicos (“Cytotoxic Lymphocyte
Maturation Factor”, CLMF) en base a su capacidad para sinergizar con la
IL-2 en la induccion de células asesinas activadas por citokinas
(“Lymphokyne Activated Killer cells”, células LAK) [153]. Cuando se
purifico y clon6 éste ultimo se vio que ambos eran idénticos [151, 154-156]

y se le empezo6 a denominar Interleukina 12 [156].

Figura 14. Representacion 3D de la Interleukina 12. Se
observa claramente la existencia de dos subunidades, la
p35 con forma globular (4 a-hélices) (Banco de Datos de
proteinas (PDB) http://www.rcsb.org ).
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1.3.1 La familia de citokinas heterodiméricas

IL-12 es un heterodimero de unos 70kDa (p70), compuesto de dos
subunidades glicosiladas de aproximadamente 40 y 35kDa (p40 y p35,
respectivamente), que se encuentran unidas covalentemente [157]. La
cadena p35 es un polipéptido de 219 aminoacidos, mientras que la p40
tiene 328 [151, 156]; sus genes se encuentran, respectivamente, en 3pl2-
3q13.2 y 5q31-q33 [158]. Se ha descrito la presencia de hasta tres genes
diferencialmente regulados de IL-12p40 en la carpa comun (Cyprinus
Carpio), que ademas conservan residuos claves implicados en la formacion
de puentes disulfuro inter e intracatenales, asi como la organizacion génica,
que es similar a la del resto de vertebrados. La presencia de multiples y
sustancialmente diferentes genes de interleukina 12 ya entre los peces
0seos, implica una considerable expansion de la familia de citokinas

heterodiméricas entre los vertebrados [159, 160].

La secuencia de p35 muestra una gran homologia con la IL-6 y el G-
CSF [161] y presenta una estructura de cuatro hélices a tipica de las
citokinas. La secuencia de p40 sin embargo, es homologa a la familia del
receptor de la hematopoyetina, en particular con la cadena a del receptor de
IL-6 [162]. Por tanto, la IL-12 representa una citokina con una cadena
(p35) con una estructura tipica de citokina mientras que la otra (p40) es
similar en su estructura a un receptor. La presencia de un puente disulfuro
entre ambas cadenas de la interleukina 12 hace que la interaccidon sea
irreversible. La capacidad de union de estas subunidades recuerda a la
interaccion entre un receptor y su ligando, y se mantiene en el dimero no
ligado covalentemente: se ha observado como una mezcla de ambas

subunidades es capaz de mediar las funciones bioldgicas de la IL-12,
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aunque a concentraciones mayores que las del dimero con el puente

disulfuro [163].

Se cree que la interleukina 12 puede haber evolucionado a partir de
la familia de la IL-6/IL-6R [164], y ha desarrollado una familia propia. En
el ano 2000, se encontré una nueva molécula heterodimérica con una
estructura pl9p40, la interleukina 23 [165]. Dos afios mas tarde se
describio la interleukina 27, que consiste en una subunidad similar a la p40
(EBI3) unida no-covalentemente a una subunidad p28 [166]. De forma que
todos los miembros de esta familia poseen una subunidad, la p40 o la EBI3,
similar a un receptor, y otra subunidad con la estructura tipica redondeada

con cuatro hélices a de las citokinas (p35, p19 y p28).

similar alalL-6

IL-8 Citokina IL-12
[CNTF, IL-11) . primordial
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Figura 15. La familia de citokinas de la IL-12 y sus receptores. [166].
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1.3.2 Expresion de los miembros de la familia de la
interleukina 12 y sus receptores

Todos los miembros de la familia de la interleukina 12 son
secretados por células dendriticas activadas (DCs) y macréfagos, que
funcionan como células presentadoras de antigeno. Las subunidades p35,
p19, y p28 se expresan en muchos tipos celulares diferentes, mientras que
la transcripcidon de p40 parece esta restringida a las células presentadoras de
antigeno. Los estimulos que desencadenan la expresion de los miembros de
la familia de la interleukina 12 incluyen patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPs), los cuales son ligandos para los receptores de tipo
Toll (TLRs) en los fagocitos y DCs. Ademas, la 6ptima produccion de IL-
12 (y probablemente también de IL-23 e IL 27) requiere de otras citokinas
(IFNy, IL-4, 1L-13) [167]. Las ce¢lulas activadas pueden reforzar la
produccidn interleukina 12, no s6lo mediante la secrecidon de citokinas sino
también en el contacto directo célula-célula mediante la interaccion

CD40L/CD40 [168].

La coexpresion de ambas cadenas de IL—12, [L-23, e IL-27 en una
unica célula es el requisito para generar la forma activa [156, 165, 166].
Solo la subunidad p40 puede ser secretada como mondémero, como dimero
o polimero en una proporcion de 10 a 1000 veces en exceso la cantidad
relativa de la forma heterodimérica (IL-12 o 1L-23) [152, 153, 169, 170].
Cuando esta subunidad, secretada por monocitos humanos o DCs, es
inmunoprecipitada con anticuerpos especificos, s6lo las cadenas p35 y p19
co-inmunoprecipitan, lo que indica que la cadena p40 es secretada en
exceso sobre el heterodimero como cadenas libres [171]. p40 es producida
por células transfectadas como un homodimero (unido con puentes

disulfuro, en ratones han sido observados in vivo [172]) o como monomero,
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este homodimero no es bioldgicamente activo, pero si se une a IL-12Rf1
en sistema murino con una afinidad similar a la del heterodimero
compitiendo, por tanto, con ¢l. Basandose en estos datos se ha propuesto
que el homodimero de p40 es un inhibidor natural de IL-12 e IL-23 [173].
De todos modos, los homodimeros de p40 se unen con menor afinidad a
IL-12RB1 en humanos que en ratones, siempre con respecto al
heterodimero, y nunca se ha observado produccion del mismo en células
humanas no-transfectadas, incluso en condiciones donde la cadena p40
libre era ampliamente expresada [171]. Asi, se puede afirmar que, en
humanos, el homodimero IL-12p40 no es un antagonista fisiologico de la

IL-12.

Las células diana para todos los miembros de la familia de la
interleukina 12 son las células NK y las células T [174]. Ademas, parece
que los macrofagos y DCs presentan receptores funcionales para IL-12 y la
IL-23 [175-177]. También se ha descrito un receptor para la IL-27 en
monocitos, células de Langerhans, DCs activadas, y células endoteliales
[178, 179]. La actividad de IL-12 esta mediada por un receptor de alta
afinidad compuesto de dos subunidades, designadas IL-12Rp1 e IL-12R[32
[180]. Ambas cadenas del receptor son miembros de la familia de
receptores de citokinas de clase I, y estan relacionadas con la glicoproteina
gp130, la cadena 3 comun de la superfamilia de citokinas similares a la IL-
6. El receptor de IL-23 estd formado por la cadena IL-12R31 y una nueva
subunidad denominada IL-23R, similar a gp130 [165, 181]. En el caso del
receptor de IL-27, una de las cadenas es WSX—1/TCCR [166] y, en el afio
2004, se descubrio que la segunda cadena del receptor era gp130 [178]. Los
miembros de la familia de la interleukina 12 muestran actividades que se
superponen, pero también otras claramente diferenciadas. Esto se debe en

parte a los distintos componentes de los receptores que expresados en
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diferentes células diana intervienen en varios estadios su desarrollo (Ej:

células Th naive respecto a células Th de memoria).

1.3.3 Regulacion de la produccion de 1L-12

[L-12 se conoce por ser principalmente un producto de células
activadas con propiedades pro-inflamatorias (monocitos, macréfagos,
neutrofilos, microglia y DCs). Aunque la produccion de 1L-23 e IL-27 no
ha sido estudiada con detalle, las células y estimulos que desencadenan su

produccidn parecen corresponderse con los de IL-12 [165, 166].

La capacidad que tienen las células dendriticas de producir IL-12
durante las interacciones con las células T e inducir una respuesta tipo Thl
se demostrd primeramente in vitro [182]. Posteriormente, se comprobd que
in vivo, las DCs CD8a’, y no los macrofagos, son las primeras células en
sintetizar IL-12 en el bazo de ratones expuestos al extracto soluble de
Toxoplasma gondii o a lipopolisacaridos (LPS)[183]. La produccion inicial
de IL-12 ocurre rdpidamente, y se ha demostrado que es independiente de
IFNy y otras sefiales de células T [184, 185], aunque la produccion del
heterodimero es facilitada por CD40L [168]. Muchos estimulos
microbianos inducen la sintesis temprana de IL-12 por las DCs CD8a';
patogenos como Brucella abortus o DNA bacteriano rico en CpG lo hacen
ademas tanto en células dendriticas CD8a" como CD8a’. En respuesta a
muchas infecciones virales, tanto la IL-12 como el IFNa son producidos
principalmente por DCs plasmacitoides o mIPCs (un nuevo tipo celular
descrito en raton que libera IFNs de tipo ). Las células dendriticas

“mieloides” CD8a’'CD11B" también generan IL-12 en respuesta a virus,
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pero esta produccion es suprimida por el IFNa liberado por las mIPCs

[186].

Hay muchas diferencias entre la regulacion de la produccion de IL-
12 por células dendriticas y fagocitos que pueden ser responsables de la
activacion inicial de las primeras en la iniciacion de la respuesta
inflamatoria, e, incluso, inmune. La produccion del heterodimero de 1L-12
por las DCs parece ser menos dependiente de la presencia de IFNy que de
otras citokinas, en contraposicion a lo que ocurre con los fagocitos [168,
187]. Debe destacarse que la mayor parte de los estudios sobre los
requerimientos de IFNy y otras sefiales de células T por las DCs in vivo han
sido realizados usando T. gondii como estimulo — un organismo que utiliza
unos mecanismos para inducir la produccion de IL-12 diferentes de otros
ligandos TLR, como se desprende de su requerimiento de sefializacion via
CCRS (“CC-Chemokine receptor 5) [188] — asi que, podria no ser posible
extrapolar estos datos a otros patdogenos. Entre las diferencias observadas
entre DCs y fagocitos se encuentra que mientras en los macréfagos c-REL
es necesario para la produccion de p40, no lo es en las DCs CD8a.", en las
que c-REL so6lo se requiere para la transcripcion de p35 [189]. La
sefializacion via proteinas Gg; tiene un papel fisiologico en la limitacion de
la produccion de IL-12 tanto en fagocitos como en macrofagos, dado que se
refuerza la misma por ambos tipos celulares en ratones “knockout” para
esta proteina. Aun asi, existen otras proteinas (como MCP, “Monocyte
Chemotactic Protein”) y ligandos capaces de inhibir la produccion de 1L-12
por los macrofagos, pero no en DCs, lo que indica que existen receptores
ligados a proteinas G implicados en la regulacion de la produccion de la IL-

12 [167].
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Ya hemos comentado anteriormente que la expresion de ambos
genes, p35 y p40, en una misma célula es necesaria para la producciéon del
heterodimero activo de la IL-12. En ausencia de la subunidad IL-12 p35 6
IL-23 p29, p40 es secretado como mondmero u homodimero, pero €stas
solo son secretadas asociadas a p40 [151]. El mRNA de la subunidad p35
estd presente en muchos tipos celulares que se sabe no producen IL-12,
pero no ha sido posible detectarlo en sobrenadantes mediante
radioinmunoensayos especificos para p35. Por el contrario, el mRNA de
p40 parece restringido a células que producen el heterodimero activo [169].
La casi ubicuidad del mRNA de p35 hace dificil analizar su regulacion
cuando se analizan poblaciones celulares mixtas; cuando éstas son
purificadas (por ejemplo, monocitos o DCs), parece que la transcripcion de
ambos genes es inducida por la activacion celular [190]. Dada la baja
presencia del mRNA de p35, incluso en células inflamatorias activadas, se
ha propuesto que su expresion es la limitante de la produccion del
heterodimero activo [191], aunque también haya mecanismos de control

post-transcripcionales.

De forma similar a otras citokinas proinflamatorias, la produccion de
IL-12 esta estrictamente regulada de forma positiva y negativa por
diferentes mecanismos. Los productos de microorganismos (como
bacterias, parasitos intracelulares, hongos, RNA de doble cadena, DNA
bacteriano, y oligonucledtidos que contienen CpGs) son fuertes inductores
de la sintesis y liberacion de IL-12 por macréfagos, monocitos, neutrofilos
y DCs [190]; la eficiencia relativa de algunos inductores depende de los
TLRs expresados como respuesta a €stos en los diferentes tipos celulares
[192, 193]. Aun asi, particularmente para los fagocitos, los ligandos de
TLR por si solos no son suficientes para inducir la produccion de I[L-12 y, a

menudo, so6lo expresan una pequefia cantidad de p40. Citokinas como el
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IFNy y la IL-4 pueden incrementar la capacidad de estas células de

producir 1L-12 [194, 195]; el IFNy aumenta la transcripcion de los genes
que codifican p35 y p40, con un efecto destacado en la produccion del
heterodimero; queda por determinar si lo hace induciendo una ratio 6ptima
entre los transcritos de ambas subunidades o afectando a mecanismos post-
traduccionales [195]. La capacidad del IFNy de promover un aumento de la
producciéon de IL-12 genera un mecanismo de retroalimentacidon positiva
durante la inflamacién y la respuesta Thl. De forma sorprendente, dos
citokinas claramente de tipo Th2, como son IL-4 e IL-13, también
aumentan la produccion de IL-12 [196]. Los efectos de estas citokinas en la
expresion del gen de p40 son bimodales: al principio del tratamiento
(menos de 24h) inhiben su produccidon, mientras que mas tarde la refuerzan.
IL-4 e IL-13 actuan amplificando la transcripcion de p40 y, sobre todo,
p35; ademads, este aumento de produccion del heterodimero es mas
eficiente que el inducido por IFNy [196, 197]. El efecto de estas citokinas
es particularmente notable en el caso las células dendriticas, porque
generalmente se usa IL-4 e IL-13 para la produccion de DCs in vitro a
partir de monocitos o precursores hematopoyéticos, explicando asi la
capacidad de las DCs obtenidas en estos cultivos de producir mas 1L-12

que las purificadas ex vivo [198, 199].

Las células T aumentan la produccion de IL-12 no s6lo a través de la
sintesis de citokinas como el IFNy e IL-4, sino también mediante las
interacciones intercelulares, que la mayor parte de las veces estan mediadas
por ligandos de la familia del TNF; el mejor ejemplo de ello es la
interaccion del CD40L de células T activadas con la proteina CD40 de las
APCs (DCs o macrofagos) [182, 186]. Este efecto potenciador de la
formacion del heterodimero de IL-12 se atribuy6 a la induccion de la

transcripcion preferente del gen de p35 en DCs [186]; aunque otros
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estudios en macréfagos indican que la sefial desencadenada por CD40
podria afectar a p40 y no a p35 [200], y que los transcritos de p35
inducidos por CD40L son peor traducidos que los inducidos por LPS [201].
Las sefiales secundarias para la produccion de IL-12 podrian no venir
unicamente de las células T liagadas a la inmunidad adaptativa, sino
también de células efectoras de la resistencia innata como las células NK,
ambas a través de la secrecion de IFNy e IL-13, y de sefales células a

célula.

1.3.4 Regulacion negativa de la produccion de IL-
12

La IL-10 es un factor crucial para mantener el fino equilibrio entre la
resistencia efectora contra los patdégenos y el detrimento de la inflamacion
sistémica, también es un potente inhibidor de la produccion de IL-12
mediante el bloqueo de la transcripcidon de sus genes a través de la sintesis
de una proteina no identificada [202, 203]. El papel esencial de IL-10 como
regulador se observa claramente en las respuestas inflamatorias sistémicas
incontroladas y letales que sufren los ratones deficientes en IL-10 [204-
206]. EL TGFp también es un inhibidor de la produccion de IL-12 que, al
contrario que IL-10, reduce la estabilidad del mRNA de p40 [207]. Aunque

IFNa e IFNP también tienen funciones que recuerdan a las de la 1L-12,
como son la produccién de IFNy y la induccion de la respuesta Thl,
suprimen la produccion de IL-12 [208]. Sorprendentemente, también el
TNF, que estd estrechamente ligado a la IL-12 en la regulacion de la
respuesta inflamatoria y la produccién de IFNy, reduce la secrecion de IL-

12 [190].
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La produccion de IL-12 es inhibida por la union del ligando a los
GPCRs unidos a G, principalmente por la induccién de AMPc [209]. Esto
se ha confirmado para los receptores de prostaglandina E, receptores a2-
adrenérgicos, receptor A2a de adenosina, receptor H, de histamina y el
receptor del péptido vasoactivo, entre otros [209-211]. La eficacia de esta
inhibicion se corrobora por la capacidad de la toxina colérica, un activador
de G, de inhibir la produccion de IL-12 y la respuesta Thl tanto in vivo
como in vitro. La senalizacion a través de muchos, pero no todos,
receptores G,; también tiene este efecto; asi, las quimioquinas CCL2,
CCLS, CCL7 y CCL13, y el componente C5a del complemento tienen este
efecto en macrdéfagos pero no en DCs [209]. Una importante excepcion a la
capacidad inhibitoria de las proteinas G, en DCs, es su necesaria
participacion en la sefializacion del receptor de CCRS (ligado a G;) para
inducir la producciéon de IL-12 en un tipo de DCs CDS8a en ratones
inyectados con un extracto de T. gondii [188]. La inhibicion en APCs
también esta ligada a otro tipo de moléculas de superficie, como la
activacion de CD46 por el virus del sarampion y C3b, la de CR3 por iC3b,
la de receptores Fcs por inmunocomplejos, etc. En muchas de estas
condiciones se induce la producciéon de IL-10 [190], y, aunque muchos de
los mecanismos estudiados de inhibicion de IL-12 son independientes de
IL-10, estos resultados indican que la regulacion reciproca de ambas

proteinas es muy importante.
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1.3.5 Actividad bioldgica de la interleukina 12

1.3.5.1 Efectos en la hematopoyesis

La interleukina 12 actia sinergisticamente con el ligando de kit (“steel
factor”, SF), IL-3 y otros factores hematopoyéticos para reforzar la
supervivencia y proliferacion de las células madre en cultivo, y para
incrementar el nimero y el tamafio de las colonias formadas por las células
progenitoras hematopoyéticas pluripotentes tempranas asi como los
precursores de las diferentes lineas [212-215]. El efecto de la IL-12 es
directo en células NK [216] y en las células progenitoras purificadas [212,
214]. Las células NK, en respuesta a la IL-12, producen los factores

inhibidores de la hematopoyesis, por ello, en su presencia, la IL-12 tiene

una funcién inhibidora de la formacién de colonias [215]. Estos efectos
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antagonistas de la interleukina 12 en la hematopoyesis probablemente se
reflejan en su efecto in vivo en ratones, ya que inyecciones repetidas de
interleukina 12 tienen como resultado una reduccion de la hematopoyesis
en la médula 6sea, con neutropenia y anemia. Estos efectos se acompanan
de hematopoyesis extramedular: en el higado, donde se asocian con una
hepatotoxicidad manifiesta acompafiada de necrosis focal y elevacion de
las transaminasas; y, particularmente, en el bazo donde se induce una
esplenomegalia significativa [217]. En cultivos de timo fetal, la
interleukina 12 determina un descenso de todos los subtipos linfoides,
excepto los CD8" que se incrementan; y, en combinacién con otras
citokinas, causa la proliferacion de los timocitos CD8" maduros asi como

de las células T triple negativas.

1.3.5.2 Induccion de citokinas

La interleukina 12 induce la produccion de multiples citokinas en
células T y NK, incluyendo el IFNy, TNFa, GM-CSF, M-CSF, IL-3, IL-8,
e IL-2 [151, 152, 218-222]. Interleukina 12 es particularmente efectiva en
inducir la produccion de [FNy, porque 1) lo hace de una forma mas efectiva
que la IL-2 [218], ademas de inducir otras citokinas; y ii) sinergiza con
otros estimulos para generar sus niveles maximos [152, 218]. La
produccion de IFNy es quizas el efecto fisioldgico mas relevante de la IL-
12, muchas de sus funciones in vivo son mediadas, al menos en parte, por
ella. En las células T, la interleukina 12 sinergiza con la IL-2, diésteres de
forbol, lectinas mitogenicas, y el estimulo del receptor de células T
(TCR)/CD3 (como los anticuerpos anti-CD3 y los antigenos) [218, 219]; en
las células NK la interleukina 12 sinergiza con la IL-2, diésteres de forbol,

ligandos del receptor Fc, y células diana sensibles a NK [218, 219].
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Tanto las células T como las NK, tanto activadas como resting,
responden a la interleukina 12 con la produccion de interferon gamma. En
cualquier caso, la secrecion de interferon gamma por estos tipos celulares
en preparaciones frescas de linfocitos de sangre periférica (PBLs) requiere
la presencia de células accesorias HLA-DR+ (que no presenten marcadores
de células B) o de monocitos [218]. La neutralizacion del TNFa o la IL-13
en cultivos de PBLs inhibe de forma significativa la induccion de IFNy
[203]; sin embargo en células de bazo murino el TNFa sinergiza con la IL-
12 en la produccion de esta citokina [223]. Las células accesorias HLA-
DR+ pueden producir TNFa e IL-1, ambos son co-factores que promueven
la secrecion de interferon gamma mediada por la interleukina 12. Mas aun,
la interaccion de CD28 con su ligando B7 (o la estimulacion de las células
T con anticuerpos anti-CD28) también refuerza esta produccion de IFNy, lo
que sugiere que una de las funciones de las células accesorias puede ser
proporcionar el cofactor B7 para maximizarla [212, 221, 224]. Dado que en
las moléculas de la familia B7 se expresan en células APC, la estimulacion,
durante la presentacion del antigeno, debe estar acompafiada de esta
interaccion entre B7 y CD28, y por el factor derivado de células APC: IL-
12; todo ello explicaria porqué la produccion IFNy observada es méxima

solo cuando estos tres estimulos se presentan de forma simultdnea en las

células T [221, 224].

Las células presentadoras de antigeno no-profesionales (como los
queratinocitos tratados con IFNy) que producen muy poca IL-12, son
ineficaces como inductores de la produccion de IFNy, ain expresando
moléculas B7; para obtener este efecto debe afiadirse interleukina exdgena

[225]. Tanto en humanos como en el raton, la capacidad de la interleukina

76



Capitulo 1. Introduccion

10 de inhibir la produccion de interferén gamma por las células T se debe
principalmente a la supresion de la sintesis de interleukina 12 en las células
accesorias, pero también a la inhibicion de la secrecion de los cofactores
TNFa e IL-1 y de la expresion de moléculas B7 en la superficie de estas
células [203, 221, 224]. Es tipico en la produccion de interferén gamma el
efecto sinérgico de la IL-12 e IL-2 con otros estimulos, que estan casi
ausentes o muy reducidos en el caso de otras citokinas inducidas por IL-12
[220]; de cualquier modo, la coestimulacion de las células T con IL-12 y la
union B7/CD28 induce también elevados niveles de GM-CSF y TNFa
[221]. El mecanismo molecular que subyace la sinergia observada entre IL-
12 e IL-2 nos indica que la interleukina 12 es la responsable de la
transcripcion del gen del IFNy, y ambas citokinas conjuntamente aumentan
la vida media del mRNA pero no aumentan la tasa de transcripcion debida
a la IL-12 sola [226]. Estos resultados indican que existe una regulacion de
la expresion de este gen por mecanismos tanto transcripcionales como post-

transcripcionales.

1.3.5.3 Produccion de IFNy

La interleukina 12 es un requisito indispensable para una produccion
Optima de IFNy, tanto in vivo como in vitro [152, 218, 221]. Requiere como
cofactores bajos niveles de TNF e IL-1, que normalmente son secretados de
forma autocrina por las células T y NK [184, 203, 204]. La importancia de
la IL-12 como promotora de la sintesis de IFNy estd no sélo en su elevada
eficiencia a bajas concentraciones, sino también en su sinergia con muchos
otros estimulos [226]. Para las células T, IL-12 sinergiza con la IL-2, la
estimulacion del complejo CD3/TCR y el receptor CD28 en la rapida y
eficiente produccion de IFNy [218, 226]. Para las células NK, IL-12
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potencia la accion de la IL-2, inmunocomplejos y células diana [226].
Aunque la induccion de la expresion de IFNy sucede principalmente a un
nivel transcripcional, la sinergia con ligandos de CD28 e IL-2 es, sobre

todo, post-transcripcional, implicando un aumento de la estabilidad y una

movilizacidon desde el nicleo del mRNA [226-228].

En 1995, se descubri6 otro factor inductor de IFNy: la IL-18, que es
requerida durante el shock endotdxico [229]. IL-18 es un miembro de la
familia de la IL-1 que se produce en condiciones de activacion similares a
las de IL-12 [230]. Aunque esta citokina por si sola es inefectiva respecto
al IFNy, sinergiza con la IL-12 induciendo un aumento de su transcripcion
y promoviendo la unién de factores de transcripcion como STAT4 y API
[227, 231]. En cualquier caso, si STAT4 tiene un papel directo en la
activacion del promotor de IFNy o no, estd en entredicho [232]. Es esencial
en esta sinergia la induccion de las dos cadenas del receptor de IL-18 por
IL-12: una cadena relacionada con el IL-1R (IL-18Ra) y una proteina
similar a la proteina accesoria del IL-1R (IL-18RpB) [232]. De forma
similar, IL-18 promueve la expresion de IL-12R[2 en las células resting
[233]. Asi, ambas citokinas estan intimamente relacionadas, y existe casi
un requerimiento obligatorio de su presencia para maximizar la produccion
de IFNy [229]; éste es particularmente evidente en macréfagos, DCs, o
células B, que no son consideradas fuentes convencionales de esta citokina.
En cualquier caso, la IL-18 no induce una respuesta tipo Thl y, en ausencia
de IL-12, incluso estimula la Th2 [234, 235]. Se ha demostrado que la IL-
27 sinergiza fuertemente con IL-12, en presencia o ausencia de IL-18 o
estimulacion via CD28, para inducir la produccion de IFNy por células T

naive [166].
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Aunque IFNy es producida por las células T y NK, entre otras, parece
estar regulada superficialmente de una forma similar, y las diferencias
empiezan ahora a ser descubiertas. En las células T, y probablemente en
NKs, existen dos vias para inducir la produccién de IFNy: una es inducida
por estimulacion del TCR, CD3, receptores Fc, ésteres de forbol e
ionomicina y es sensible a la ciclosporina A; y la otra es promovida
unicamente por la IL-12, o en combinacién con IL-18 o ligandos de CD28,
y es resistente a la ciclosporina A [221, 236]. La expresion del IL-12R
también es regulada diferencialmente, IFNa e IFNy inducen la expresion
de IL-12RB2 en células T, pero no en células NK [237]; mientras que
ambas citokinas regulan positivamente la expresion del IL-18R en ambos
tipos celulares [238]. La estimulacion de CD28 también estimula
positivamente la expresion de IL-12R y vuelve a las JAKs y/o STAT4
sensibles a la estimulacion con IL-12 en las células T [239]; atn asi, en
células T de ratones deficientes en CD28, la expresion de IL-12RB2 es
equivalente a la de ratones normales, mientras que la expresion de IL-
12RP1 estd alterada en las células CD4", y no en las CD8" [240].
Interesantemente, en ambos tipos celulares, STAT4 es necesario para la
produccién de IFNy en respuesta al estimulo via TCR [241]. Estas
diferencias entre ambos tipos celulares que productores de IFNy indican
que las rutas alternativas son importantes a la hora de responder a
diferentes patogenos, dependiendo del subtipo linfocitario predominante

responsable de la proteccion contra la infeccion.

1.3.5.4 Aumento de la citotoxicidad celular

El tratamiento con interleukina 12 de PBLs o de células NK

purificadas induce, en unas pocas horas, un aumento de su actividad

79



L.a Interlenfina 12

citotoxica [152, 242]; aun asi, este efecto es menor que el observado en
tratamientos con IL-2 y comparable al observado con el IFNa [152]. El
maximo de la citotoxicidad mediada por células NK se observa cuando se
anade al cultivo IL-12 e IL-2; este efecto conjunto parece mas aditivo que
sinergistico [152, 243], y no requiere de la presencia de células accesorias
[242, 244]. La interleukina 12 dota a las células T de la capacidad de
mediar la lisis de células diana con receptores Fc, recubiertas de
anticuerpos anti-CD3 [244]. También aumenta la generacion de células
CDS8" citotoxicas [216], y refuerza in vitro la generaciéon de CTLs
aloespecificos en ratones y humanos, asi como células LAK [245, 246]. El
aumento de la citotoxidad de CTLs y NKs es en parte debido a la induccion
de genes que codifican moléculas asociadas a granulos citotoxicos, como
las perforinas y granzimas, asi como al aumento de la presencia de ciertas

moléculas de adhesion [247].

Sin embargo, los efectos sobre la proliferacion de CTLs en
respuestas antigeno especificas in vivo o in vitro no estan claros. Hay
resultados que indican que IL-12 es un buen coadyuvante como impulsor
de las respuestas citotoxicas en términos de proliferacion y produccion de
IFNy, sobre todo en células con afinidad intermedia a baja por el antigeno
como las CTLs asociadas a auto-antigenos tumorales. Sin embargo, en el
caso de CTLs de alta afinidad por su antigeno, no se observa un incremento
significativo de la actividad citotoxica, proliferacion o produccion de IFNy

[248].
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1.3.5.5 Efectos mitogénicos sobre células T y NK

La interleukina 12 tiene un efecto proliferativo muy leve o
inexistente en células T o NK resting, pero refuerza la proliferacion de
células T en respuesta a PHA, aloantigenos, anti-CD3, diésteres de forbol,
o la IL-2 [152, 155, 219, 249]. Excepto en el caso de los diésteres de
forbol, el aumento de la proliferacion no se observa los primeros dias de
cultivo. Este desfase puede alcanzar hasta 6 dias en el caso de PHA o
aloantigenos, y entre 7 a 11 en el caso de la IL-2, que se corresponde con la
capacidad que tienen estos estimulos de inducir la aparicion de sitios de
union a IL-12 [250]. Al contrario que con las células resting, la 1L-12
induce de forma directa la proliferacion de células T y NK preactivadas
[155, 219]. En el caso de blastos activados con PHA o células NK
activadas, los niveles proliferativos maximos para la IL-12 son sélo del
orden del 10% al 50% de los obtenidos con IL-2. En las lineas CD4" o
CDS8", o en los clones Thl de ratén, la IL-12 induce la proliferacion sélo
cuando las células son pre o co-estimuladas con el antigeno o anticuerpos
anti-CD3, lo que sugiere que la expresion del IL-12R requerida para
inducir la proliferacion esta mas regulada por la activacion TCR/CD3 de lo
que lo esta la del receptor de IL-2. La estimulacion de células T activadas
con IL-12 e IL-2 conjuntamente resulta en un efecto aditivo de la
proliferacion [219]; atin asi, en las células TCRyS", en algunos cultivos de
células CD8" y en NKs, la IL-12 inhibe la proliferacion inducida por altos
niveles de IL-2 hasta niveles similares a los de la IL-12 sola [219, 242].
Este efecto antagonista de la IL-12 en la proliferacion inducida por la IL-2
es dependiente del estado de activacidon de los linfocitos, y no se observa a

bajas concentraciones de IL-2, donde hemos dicho que es aditivo. Ademas,
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este antagonismo es neutralizado con anticuerpos anti-TNFa y, de todos
modos, dado que el TNFa por si solo no tiene efectos inhibitorios, es muy
probable que tanto la IL-12 como el TNFa sean necesarios en conjunto
para este efecto [219]. La IL-4, que es capaz de inhibir la activacion de
cé¢lulas NK por la IL-2, no tiene este efecto en la activacion de las mismas,
mas bien sinergiza con ella para inducir su proliferacion. La IL-4 modula la
expresion del receptor de IL-12, pero si refuerza la de su propio receptor en

presencia de IL-12, lo que puede explicar el efecto sinérgico observado

[251].

La estimulacion de las células T con B7/CD28 e IL-12 eleva los
niveles de proliferacion de las células T a valores que superan aquellos
observados a concentraciones Optimas de IL-2, en concentraciones de 3 a 4
ordenes de magnitud menores [221]. La capacidad de la IL-12 para inducir
proliferacion en las células T es independiente de la produccion de 1L-2,
aunque si regula positivamente las cadenas o y 3 del IL-2R [242, 252]. El
efecto sinergistico de IL-12 y B7/CD28 en la proliferacion estd presente
tanto en células T activadas como en PBMCs frescas, aunque se retrasa un
poco en éstas ultimas; el estimulo proliferativo no es bloqueado por la
ciclosporina A y no requiere la presencia de antigenos especificos, lo que
puede implicarlo en la activacion no-especifica de células T durante la
respuesta inmune. Se requiere la activacion de la via CD3/TCR por
antigenos, lectinas o anticuerpos para un efecto maximo de estas dos
moléculas tanto en humanos como en ratones [221]. Asi, la expresion de
B7en la superficie de las APCs y la secrecion de IL-12 tiene un efecto
sinergistico con la estimulacién del TCR/CD3 durante la presentacion del
antigeno, no solo en la produccion de IFNy sino también en la proliferacion

[221, 224].
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1.3.5.6 IL-12 y larespuesta Thl

IL-12 es un potente inductor de la respuesta Thl [253, 254], y se
requiere para un Optimo desarrollo de estas células durante la respuesta
inmune frente a patdgenos [247]. Este papel ha sido estudiado mediante el
empleo de IL-12 recombinante in vitro e in vivo, y la inhibicion de la
respuesta Th1 en animales tratados con anticuerpos neutralizantes para IL-
12 o bien en animales transgénicos para p40, p35, IL-12RB1, IL-12RB2 o
STAT4 [247]. La capacidad de IL-12 para permitir esta respuesta ha
sugerido su posible uso como adyuvante en la vacunacion para inducir una
respuesta dirigida a producir células Thl de memoria [255]. La
diferenciacion de las células Th se determina probablemente al principio de
la infeccidn por el balance entre los niveles de IL-12 o IL-4, que favorecen
las respuestas Th1 o Th2 respectivamente. La IL-12, cuando estd presente
al principio de la expansioén clonal, marca de forma irreversible a las
células T, tanto CD4" como CD8", para la produccion de elevados niveles
de IFNy tras la re-estimulacion [256, 257]. Sin embargo, cuando se trata de
expandir una Unica célula, la IL-12 tiene una capacidad limitada de reducir
la secrecion de IL-4, e, inesperadamente, induce la sintesis de una citokina
de tipo Th2: la IL-10 [258]. El IFNy es un requerimiento para la induccion
del fenotipo Th1 por la IL-12 en muchos modelos de raton, pero no ha sido
asi en ninguno de los modelos humanos in vitro [254, 258, 259]. De forma
que la IL-12, que se produce in vivo durante la fase de respuesta
inflamatoria, induce la produccién de IFNy en células T y NK. Ademas,
posiblemente en combinacion con el interferon, promueve que aquellos
clones que se estan expandiendo en respuesta al antigeno se diferencien en

células Thl, generando la expresion de citokinas como el IFNy y otros
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mecanismos de seleccion positiva o negativa, incluyendo la desaparicion de
las células productoras de IL-4 o la expansion preferencial de las células

con fenotipo Thl [167].

Aunque no hay dudas de que en presencia de IL-12 se obtengan
respuestas de tipo Thl, si hay multiples evidencias que indican que puede
que no sea absolutamente necesaria; esto hace surgir la duda, estd la IL-12
mas implicada en expandir o fijar el fenotipo de las células T a través de un
proceso estocastico, o bien dando instrucciones que marquen este fenotipo
de forma directa. La sefalizacion via TCR puede, en ausencia de la 1L-12,
polarizar hacia una respuesta tipo Th1[260]. Se ha sugerido que la clave
esta en regular el equilibrio entre las MAPK y la sefializacion de la
calcineurina, que favorecen la polarizacion Thl, y la activacion de la PKC,

que lo hace a Th2 [257].

El desarrollo de las células CD4" a un fenotipo Thl requiere 1L-12,
mientras que las CD8" necesitan de IL-4 para una respuesta Th2 [260]. En
ratones deficientes para IL-12 p40, que no pueden resistir la infeccion con
una dosis no-letal de T. gondii o repetidas inmunizaciones con un extracto
soluble del patéogeno, se produce un nimero sustancial (aunque bajo) de
células CD4" productoras de IFNy[204]. Aunque esta respuesta Thl
minima no es suficiente para proteger a los animales de la infeccidn, los
ratones doblemente deficientes para IL-12 e IL-10 si son capaces de
sobrevivir, lo que indica que la IL-10 estd implicada en la limitacion de la
efectividad de la respuesta Thl, como se ha visto con numerosos parasitos
[204-206]. Al contrario que los IL-12p40™, los ratones deficientes en
MyD8S, cuando son expuestos a T. gondii o inmunizados con ovoalbiimina
se encuentran totalmente incapaces de generar una respuesta Thl, pero si

de desarrolar una respuesta Th2 [204]. Por tanto, la sefializacion via TLR,
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que posiblemente induce la produccion de otros factores pro-inflamatorios
diferentes de la IL-12, si es un requerimiento necesario para una respuesta
Thl. Los ratones deficientes para el TCCR, una cadena del receptor de IL-
27 [166], tienen alterada la respuesta Thl temprana, lo que indica que IL-

27 juega un importante papel en la generacion de este tipo de respuestas.

Las células Thl se caracterizan por la expresion de T-bet, un factor
de transcripcion de la familia T-box, que actia, en parte, induciendo la
expresion de IFNy [261]. La transduccion del gen que codifica T-bet en
células Th2 (CD4" 6 CD8") induce la produccion de IFNy y suprime la de
IL-4 e IL-5 [261]. Aunque en un principio se creyd que la IL-12 era la
responsable de la produccion de T-bet, se ha visto que éste aparece tanto en
células T que tienen bloqueada la ruta de esta citokina, como en ratones
deficientes para STAT4 [261, 262]. Ademas, la IL-12 no puede repolarizar
un fenotipo Th2 a productor de IFNy, pero T-bet si, incluso cuando se
expresa [L-12R[32 de forma artificial [263]. Asi, en células T que se estan
polarizando, la expresion de T-bet es inducida bien de forma aleatoria o
bien dirigida por otros estimulos (incluyendo probablemente a citokinas
como el IFNa [264] y la fuerza y el tipo de sefial TCR) y entonces se
responsabiliza de la remodelacion irreversible del gen del IFNy [262]. T-bet
también regula positivamente la expresion de IL-12R[2 [265]. Por lo que,
IL-12 induce la supervivencia y la division celular de las células Thl, y
amplifica la sintesis de IFNy [262]. Aun asi, aunque IL-12 no esta
relacionada con la produccion de T-bet de forma eficiente, el IFNy si en
células linfoides y mieloides a través de STAT1, pero no de STAT4 [264].
De este modo, el eje IL-12-IFNy puede amplificar la diferenciacion a Thl
en conjuncidn con la sefializacion via TCR u otros receptores. Ademas, los

ratones deficientes en T-bet tienen una expresion predominante de
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citokinas Th2 [266], y un fenotipo que recuerda a los pacientes con asma
agudo o cronico. Aun asi, en estos ratones, hay una deficiente produccion
de IFNy so6lo en células CD4" y NK, no en CDS8", lo que vuelve a demostrar

que este ultimo tipo celular se regula de forma diferente.

1.3.5.7 Funciones de IL-12 en linfocitos B

Los primeros estudios realizados sobre el papel de IL-12 en
linfocitos B no mostraban un efecto destacable sobre éstos; sin embargo, el
tema se ha retomado con interés debido a las amplias funciones descritas.
Asi, en sistema murino IL-12 refuerza la produccion de la mayor parte de
los isotipos de anticuerpos y cambia la distribucion de la subclase de IgG
durante las respuestas antigeno especificas [267]. En humanos, se ha
demostrado que promueve la proliferacion de linfocitos B pre-activados
[268, 269], induce la diferenciacion a células secretoras de anticuerpos,
especialmente en combinacion con IL-2 [268, 270], induce la expresion de
ambas cadenas del IL-18R [235] y del IFNy [268, 271], refuerza la de
CD25 [271] y estimula la de CD38 [272], y también inhibe la sintesis de
IgE promovida por IL-4 [273].

Se ha descrito la existencia de dos tipos de poblaciones de células B
efectoras, Bel y Be2, que producen IFNy e IL-4, respectivamente [274].
Esto sugiere que el paradigma linfocitos Th1-Th2 también puede ser
aplicado a los linfocitos B. De hecho, los linfocitos B ademds de expresar
el receptor de IL-12 (IL-12R[32), aunque s6lo es activo en células B naive
[235], son capaces de responder en sinergia con IL-18 para inducir la
produccién de IFNy [235, 275]. El mecanismo de sefializacion en linfocitos

B es paralelo al de las células T, que desemboca en la generacion del
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fenotipo Thl e implica su diferenciacion a un fenotipo Bel; e incluye la
activacion de STAT4, la produccion de IFNy, y la expresion de T-bet e IL-
12RB2 (como ocurre con las células T) [276].

Una caracteristica de los linfocitos B es que el gen IL-12R[32 esta
silenciado en las células B transformadas. Utilizando células tumorales de
diversos desordenes linfoproliferativos crénicos de células B que no
expresan el gen IL-12RP2, se comprobd que IL-12 inhibia su proliferacion
y que su expresion en cé€lulas tumorales transfectadas con este gen
incrementaba la tasa de apoptosis. De modo que la expresion de este gen
podria estar actuando como supresor de tumores en estos trastornos

linfoproliferativos de células B [277, 278].

1.3.6 Transduccion de sefial de la I1L-12

Al igual que otros receptores de citokinas, los receptores de 1L-12
(como los de 1L-23 e IL-27) carecen de actividad enzimatica intrinseca, por
ello se encuentran asociados a kinasas de la familia de las Janus (JAK): IL-
12RB1 interacciona con Tyk2, mientras que IL-12Rp2 e IL-23R lo hacen
con JAK2 [181, 279, 280]. La deficiencia de Tyk2 atenua la sefializacion
via IL-12 [281]. La deficiencia de JAK2 tiene consecuencias mas
profundas, incluyendo la letalidad embrionaria debido a su importancia en
la eritropoyesis [282], de ahi que no se haya podido examinar su papel in
VIVO en la sefializacion de IL-12 e IL-23. La transduccion de sefial de estas
citokinas se inicia con una autofosforilaciéon inducida por la union del
ligando y trans-fosforilacion de las JAK kinasas asociadas al receptor; las
JAKSs son entonces responsables de fosforilar los residuos de tirosina del

dominio intracelular de la subunidad del receptor. Estos residuos de tirosina
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fosforilados se corresponden a los dominios SH2 que sirven de anclaje para
los STATSs (transductores de la sefial y activadores de la transcripcion, son
factores de transcripcion) y, de forma potencial, a otras moléculas
sefializadoras [8]. En el caso de la IL-12, s6lo la subunidad IL-12Rp2 posee
los residuos de tirosina [280], por lo que se anclan a ella las diferentes
moléculas STAT implicadas en la transduccion de sefial de la 1L-12:
STATI1, STAT3, STAT4 y STATS5 [283]. La mas importante a este
respecto es STAT4, que es fosforilada concretamente por Tyk2 y estd
directamente relacionada con la produccion de IFNy [284, 285], mientras
que la funciéon de JAK2 estaria mas relacionada con STATS y la

proliferacion [284].

1.3.6.1 Identificacion y estructura de STAT4

Los primeros miembros de la familia de las STAT fueron
identificados a través de la purificacion de proteinas que se unian a los
genes inducidos por IFNa [286]. En este momento hay 7 miembros
reconocidos de esta familia de factores de transcripcion, que comparten una
serie de caracteristicas criticas para su funcién: un dominio de dimerizacion
en el extremo N-terminal, un dominio de union a DNA, un dominio
homologo a las Src (SH2), un residuo de fosforilacién de tirosina muy
conservado, y un extremo C-terminal de transactivacién. Una de las
principales STATs activadas por IL-12 es STAT4 [287-292], aunque
también es capaz de hacerlo con STATI1, STAT3, y STATS [283, 291-
294].
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IL-12

IL-12Rp1 IL-12Rp2 ‘ Membrana celular ‘

Citoplasma

Figura 17. Transduccion sefial IL-12 [167].

En humanos, el residuo Tyr800 de la subunidad IL-12R[2 se ha
demostrado critico para la uniéon de STAT4 [295]; por el contrario, en
sistema murino IL-12R[2 tiene 3 residuos de tirosina: 757, 804 y 811 (éste
equivalente al Tyr800 de humanos), los cuales pueden unirse
indistintamente a STAT4 [296]. La IL-23 también puede activar a STAT4
pero en menor medida que IL-12 [165, 181], aunque parece ser STAT3 el

principal mediador de la respuesta a esta citokina [181].

Aunque STAT4 también se expresa en células mieloides, timo y
testiculos [297], la mayor parte de estudios se han centrado en sus
funciones en células T, donde su principal efecto es inducir la expresion de
IFNy en respuesta a IL-12. La expresion de STAT4 en células T resting es

muy reducida, pero la activacion del TCR la aumenta considerablemente
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[288]. Al revés que IL-12RP2, STAT4 se expresa en células Thl y Th2,
aunque hay cierta controversia sobre su expresion preferencial en células
Thl. Inicialmente, se pensd que se expresaba preferentemente en ambos
tipos Th1 y Th2, y que su principal funcion era la regulacion de IL-12R[32
[298]. Mas adelante, STAT4 parecié estar expresado preferentemente en
Thl. Su funcién, independientemente de su capacidad para regular la
expresion en superficie de IL-12R[2, se determind en ratones transgénicos
para IL-12Rp2 [299, 300] y se demostrd que la expresion de IL-12RB2 en
ausencia de STAT4 no es suficiente para mantener la diferenciacion a
fenotipo Thl [300]. Ademads de su papel en las células T, STAT4 también
esta implicada en la produccion de IFNy por las células presentadoras de

antigeno, una funcién ampliamente estudiada [301].

Tras la union de las citokinas, las STATs se fosforilan en un residuo
de tirosina muy conservado y forman dimeros a través de la asociacion
intermolecular del dominio SH2 de una molécula STAT con el residuo de
tirosina fosforilado de otra. Mientras que éste es el clasico modelo de
activacion, hoy se sabe que las moléculas STAT no fosforiladas también
pueden formar dimeros in vivo antes de la activacion inducida por citokinas
[302]. Las delecciones o mutaciones dentro del dominio N-terminal pueden
impedir la fosforilacion de STAT4 mediada por el receptor, lo que sugiere
que la dimerizacion dependiente del dominio N-terminal e independiente
de fosfotirosina puede facilitar la posterior interaccion entre los dominios
SH2/fosfotirosina [303, 304]. Estos datos hacen surgir la posibilidad que
los dimeros STAT no fosforilados puedan acumularse en el ntcleo y

regular la transcripcion génica.

Muchas STATs como STATI1, STAT3, STAT4, STATSA y

STATS5B tienen formas alternativas de splicing que carecen del dominio c-
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terminal responsable de la transactivacion. Asi, la forma completa de
STAT4 se denomina STAT4a y la truncada STAT4b. Inicialmente, se
penso que estas formas B de las STATSs no eran funcionales o bien eran un
alelo dominante negativo. Sin embargo, estudios realizados con STAT3b
demuestran que esto no es asi [305]. En el caso de STATA4, las diferentes
formas de splicing tienen roles que en parte se solapan y en parte son
diferentes en la regulacién génica. La forma normal, STAT4a, parece estar
relacionada con la cldsica induccion de IFNy por la IL-12, mientras que la
STAT4b estaria ligada con la respuesta proliferativa a esta citokina [306].
De cualquier modo, en base a los resultados obtenidos con STAT3, deben

realizarse mas estudios al respecto.

El extremo C-terminal del dominio de transactivacion de STATI,
STAT3, STAT4 y STATS5 posee un sitio consenso de fosforilacion por
MAPK (PMSP) [307]. Diversas kinasas son capaces de fosforilar este
residuo de serina conservado en la secuencia de las STATSs, en respuesta a
citokinas de tipo I y de tipo II, entre otras [307]. En el caso de STATI y
STAT3, se establecido su papel fisiologico mediante la generacion de
ratones “knock in” que expresaban un alelo Ser727-Ala (S727A). Los
ratones con la mutacion S727A en STATI no son capaces de obtener una
respuesta inflamatoria ante lipopolisacaridos, reducen la expresion de los
genes inducidos por IFNy en macréfagos, y son mas susceptibles a la
infeccion con Listeria monocytogenes [308]. La fosforilacion en Ser de
STATS3 es critica para el desarrollo; los ratones con el alelo mutante S727A
muestran un incremento de la mortalidad tras el nacimiento y un descenso
en el peso y crecimiento entre la progenie que sobrevivia [309]. La
fosforilacion del residuo de serina correspondiente de STAT4 (S721)
parece ser esencial para una actividad transcripcional completa. La

reconstitucion de células T deficientes en STAT4 con un mutante S727A
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no permite la diferenciacion a fenotipo Thl depeendiente de IL-12, asi
como la produccion de IFNy; este residuo S721 de STAT4 es fosforilado
por la MAPK p38 [285, 310].

El fenotipo knockout de STAT4 en ratones es opuesto al papel de
esta molécula como principal mediador de las funciones de IL-12. En
respuesta a esta citokina se activan otras STATs [283] como STATI1 [291,
311], STAT3 [289], STATS [311], y bajo ciertas condiciones STAT6
[312]. La citokina IL-23 también activa estas STATSs, aunque en el caso de
STAT4 es mucho mas débil que con IL-12, ademds se forman diferentes
complejos STAT de union a DNA [181]. También IL-27 puede activar
STAT4 [313], asi como IL-2, IL-15 e IL-21 [314, 315]. El papel de STAT4
en la respuesta a estas citokinas no ha sido aun analizado de forma
sistemdtica. Ademas de estas citokinas, los I[FNs de tipo I también emplean
STAT4; inicialmente se creia que esto s6lo pasaba en humanos y no en
ratones, se ha visto que no es asi y que STAT4 en ambas especies es

importante para la produccion de IFNy durante la infeccion [290, 316-320].

1.3.6.2 Otras rutas de sefalizacion activadas por IL-12

Ademas de la ruta de senalizacion JAK/STAT, La IL-12 es capaz de
activar otras moléculas y cascadas de transduccion de sefal. La kinasa Lck
es fosforilada en tirosina en respuesta a la IL-12 tanto en células NK
resting como activadas, y también es capaz de incrementar in Vitro su
autofosforilacion [321]. Sin embargo, su papel en la sefializacion de 1L-12

aun es desconocido.
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La familia de las MAPK estd muy conservada evolutivamente, e
incluye las subfamilias de las 3 proteinas principales: ERK1/2, JNK y p38
[322]. Las MAPK son muy importantes en multiples facetas de la
inmunidad, englobando tanto la respuesta inmune innata como la
adaptativa, lo que incluye la diferenciacion a fenotipo Thl [323, 324]. Los
estudios realizados hasta el momento sobre IL-12 excluyen la activacion de
ERK1/2 [310, 325] y de JNK. Sin embargo, si es conocida la implicacion
de p38 y su kinasa activadora MKK3/6, ambas son requeridas en la
produccion de IFNy [310, 311, 326]; su inhibicion mediante compuestos
como el SB203580 o en modelos transgénicos es capaz de impedir la
produccién de esta molécula [327]. Los ratones con deficiencia de MKK3/6
presentan una menor produccion de IFNy y diferenciacion a fenotipo Thl
[328]. Ademas, la MAPK p38 media la fosforilacion en serina de STAT4
en respuesta a la estimulacion con IL-12, una fosforilacion que es requerida

para maximizar la produccion de IFNy [285, 310, 326].

Aunque la MAPK p38 parece ser importante para la produccion de
IFNy y la diferenciacion a fenotipo Thl, no se conoce qué moléculas
vinculan la activacion del receptor de IL-12 con esta MAPK. Aun asi, hay
una serie de proteinas que parecen ser importantes para la activacion de la
p38: GADD45B y GADD45y y la GTPasa Rac2. La sobreexpresion de
GADD45p incrementa la activacion de la MAPK p38 y la produccion de
IFNy en respuesta a la combinacion de IL-12/IL-18 [329]; mientras que los
ratones GADDA45y"" presentan una menor activaciéon de la p38 asi como de
la produccion de IFNy [330]. De forma similar, los ratones Rac2™”, o que
expresan un alelo dominante negativo de Rac2, tienen una produccion de
IFNy mas reducida [331]. Finalmente, aunque no se ha encontrado

activacion inducida por IL-12 de las JNK, tanto los ratones JNK17~ como
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JNK27" presentan defectos en la diferenciacion del fenotipo Thl [332, 333].
Las células T JNK2" presentan una menor expresion de IL-12RB2, lo que
sugiere que participan de forma indirecta [334]; cualquier otro rol debe ser

determinado.

La sefializacion via PI3K/Akt estd presente en multiples citokinas,
como la IL-2, y participa en la proliferacion y antagonizando la apoptosis
[335]. Aln asi, la capacidad de IL-12 para activar esta via es controvertida,

dado que hay datos discrepantes sin que se conozca el porqué [325, 336].

La esfingosina kinasa 2 (SPHK2) cataliza la fosforilacion de la
esfingosina a esfingosina-1-fosfato (S1P), ésta ultima es una molécula de la
que se ha sugerido que es un importante mensajero intracelular que
promueve la proliferacion celular y la supervivencia [337]. Se ha visto que
la SPHK2 esta implicada en la sefializacion de IL-12 usando ensayos de
doble hibrido en levaduras [338]. Asi, se ha visto que la SPHK?2 se asocia
con IL-12RB1, y su expresion en un clon de células T incrementa la
activacion por IL-12 de STAT4 y la produccion de IFNy, sin ningtn efecto
en la proliferacion [338]. S1P activa a la MAPK p38 en células endoteliales
[339], lo que abre la posibilidad a que SPHK2 participe activando la via
MKK3/6-p38. Ademas, S1P también estimula la via de PI3K/Akt en
células no-linfoides [340, 341]. Todo esto sugiere que esta molécula

pudiera estar implicada en la sefializacion de IL-12 [342].

Hay datos que relacionan a muchas otras moléculas como necesarias
en la sefializacion de IL-12, pero el mecanismo de su participacion necesita
ser elucidado. Asi, por ejemplo, la inhibicidon de la sintasa de 6xido nitrico
tipo II (NOS2) conlleva una inmunidad innata y la sefializacion via I1L-12

defectuosas, incluyendo la imposibilidad de defensa frente a Leishmania y
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la incapacidad para producir IFNy de las células NK [343]. Esos cambios se
corresponden con una alteracion en la fosforilacion de Tyk2 y STAT4 en
estas células T o NK deficientes en NOS2. Adicionalmente, los ratones
carentes de la proteina de interaccion con el receptor (RIP2 o
RICK/CARDIAK) muestran una produccion defectuosa en IFNy por las
células Thl y NK, lo que también estd asociado con una reduccién en la
activacion de STAT4 en respuesta a IL-12 [344]. Los miembros de la
familia de factores de transcripcion de NF-kB también estan implicados en
la sefalizacion de la IL-12. En células dendriticas, IL-12 activa p50 y
ReINF-xB [175], mientras que en neutrofilos activa a p5S0 [345]. El uso de
NF-«B por células T o NK no ha sido demostrado de forma directa, aunque
su inhibicion impide la expansion de células efectoras y la produccion de

IFNy durante la infeccion con Toxoplasma gondii [346].
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Figura 18. Moléculas implicadas en la transduccidon de sefial de la IL-12.
También IL-23 comparte moléculas de sefializacion, aunque principalmente su
funcion es la de producir IL-17 [342].
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1.3.6.3 Regulacion negativa de la sefializacion por IL-12

La regulacidon negativa de la sefializacion de las citokinas es un tema
que cada vez tiene mayor relevancia y las proteinas SOCS estan implicadas
en gran parte de estos procesos. En particular, SOCS-1 inhibe tanto la
sefializacion de IFNy [347] como la sefializacion via IL-12 [348]. Se ha
demostrado que SOCS-3 se expresa en respuesta a la IL-12, efecto mediado
por STATSa [349], y que participa impidiendo la union de STAT4 a la
subunidad IL-12RB2 [350]. Se ha sugerido, ademas, que colabora en la
diferenciacion Th1/Th2, dado que se expresa de forma diferencial en las
células Th2 [351-353]. Consistentemente con estas observaciones, los
ratones transgénicos para SOCS-3 refuerzan la diferenciacion a fenotipo
Th2, y los que expresan alelos dominantes negativos de SOCS-3 presentan
problemas para ella [351]. En contraste, SOCS-3 se expresa en la
reestimulacion de células polarizadas a Thl, pero no a Th2 [354]; ademas
SOCS-3 se expresa de forma constitutiva en pacientes con la enfermedad
de Crohn [355]. La deleccion de SOCS-3 en el higado y en macrofagos
resulta en algunos fenotipos sorprendentes, lo que podria ofrecer algunas

sorpresas en células T también [356-358].

Otra familia de inhibidores transcripcionales, las proteinas
inhibidoras de STATs activadas (PIAS), también regulan de forma negativa
la sefializacién de citokinas [359, 360]. Se ha demostrado como PIASx
inhibe esta funciéon de IL-12 uniéndose a STAT4 e impidiendo Ia

transcripcidn de los genes activada por ella [361].
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También es posible regular STAT4 mediante la estabilidad proteica.
La exposicion prolongada a IL-12 hace disminuir los niveles de IFNy, lo
que se corresponde con un descenso en los niveles de fosforilacion de
STAT4 [362]. La degradacion de STAT4 es especifica de la forma
fosforilada, lo que indica que existe un mecanismo de regulacion basado en
la degradacion; lo que no se conoce es si este mecanismo estd mediado por

SOCS, PIAS u otra familia de inhibidores desconocida.
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1.3.7 Actividad biolégica de los otros miembros de
la familia de IL-12: IL-23 e IL-27

1.3.7.1 Interleukina 23

A) Papel en la inflamacion autoinmune.

Ya hemos comentado que IL-12 tiene un papel muy relevante como
inductor de la produccién de IFNy, y, por tanto la resistencia patdogenos
intracelulares. Desde un principio se observo una fuerte relacion entre las
enfermedades autoinmunes y la respuesta Thl en modelos animales como
los de diabetes, esclerosis multiple, artritis, etc. El uso de ratones 1L-12
p40” o anticuerpos contra esta subunidad deja claro su papel en las
enfermedades mediadas por células T, como EAE (“Experimental Allergic
Encephalomyelitis”, el modelo experimental en animales de la esclerosis
multiple humana), CIA (“Collagen Induced Artritis™, artritis experimental)
o IBD (“Inflamatory Bowel Disease”) [363-366]. Sin embargo, la respuesta
obtenida en estos modelos, aunque acompafiada de una mayor produccion
de IFNy, no parecia estar relacionada con esta citokina; una de las razones
por las que se dudaba de su participacion estaba en que aquellos modelos
murinos en los que se bloqueaba la sefializacion de IFNy se seguian
desarrollando las enfermedades, incluso de forma mas severa [367-369].
Esta discrepancia entre el papel de IL-12p40 e IFNy en estos modelos
inflamatorios es inconsistente con un modelo linear en el que IL-12 dirige
una patologia autoinmune de respuesta tipo Thl, e indica que la capacidad
de IL-12 para promover la proliferacion de las células T y su supervivencia

era importante en estos modelos experimentales [370].
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Siguiendo esta linea, se compararon los resultados obtenidos en
modelos de raton deficientes en IL-12p40 frente a los deficientes a IL-
12p35 (similares a los IFNy™); éstos ultimos desarrollaban una patologia
incluso mas severa, mientras que los primeros quedaban protegidos en
modelos de EAE [371, 372]. Cuando se descubri6 que IL-12p40 es una
subunidad compartida con la IL-23, se pensdé que pudiera ser ésta la
responsable de la disparidad. Méas aun, cuando se estimulaban las células T
activadas o de memoria en presencia de IL-23 (pero no IL-12), se observo
que se producia IL-17, pero no IFNy ni IL-4, lo que destacaba aiin mas su
funcién unica en el control de células T efectoras [373]. Cuando se
generaron los primeros ratones IL-23pl9” se pudieron analizar
comparativamente las funciones de IL-12 e IL-23 in vivo. Los primeros
estudios establecieron que IL-12p40 e IL-23 p19, pero no IL-12p35, estan
implicadas en el desarrollo de la EAE [374]. Estudios posteriores aclararon
que IL-23 no promueve el desarrollo de respuestas Thl, sino un subtipo de
células T con un patron de citokinas Unico (IL-6, IL-17A, IL-17F y TNF),
suficiente para inducir una enfermedad neuroldgica [375]. Ademas, el
bloqueo de IL-17A, pero no de IFNy, disminuye la gravedad clinica de la
enfermedad. De forma similar, los estudios con CIA revelan que la
ausencia de IL-12p35 produce una artritis exacerbada, mientras que los
ratones deficientes en IL-23 son resistentes al desarrollo de la patologia en
huesos y articulaciones [376]. Este descubrimiento se correlaciona con la
ausencia de células CD4" que produzcan IL-17, una citokina muy
importante en el desarrollo de la artritis [377, 378]. Aunque éstos
resultados (entre otros) clarifican el papel de la ruta I1L-23-1L-17 en la
inflamacion autoinmune, no explican directamente como la ausencia de
[FNy o de su senalizacion en los modelos animales de EAE o CIA produce

un agravamiento de su enfermedad. Es posible, por tanto, que el IFNy sea
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parte de un mecanismo regulador que contrarreste los efectos de IL-23

[379].

B) IL-23 en las enfermedades infecciosas.

A pesar de las diferencias observadas en la susceptibilidad a EAE o
CIA entre ratones deficientes para IL-12p40 e IFNy, muchos estudios han
mostrado que se comportan de forma similar en respuesta a un amplio
rango de virus, bacterias y parasitos [380]. Aun asi, al realizar mas estudios
comparativos se ha visto que existe un mecanismo IL-12p40 dependiente e
IL-12p35 independiente implicado en la defensa frente a muchos
microorganismos, entre ellos estan Francisella turalensis, Filobasidiella
neoformans  (Cryptococcus neoformans), Salmonella enteriditis,
Mycobacterium spp., T. gondii y el citomegalovirus de raton [381-386]. En
algunos casos, las diferencias son muy pequeias, manifestadas como
cambios en la especificidad del tejido del parasito o la carga bacteriana.
Actualmente, la base de estas observaciones permanece sin aclarar, pero
parece que bien los mondémeros u homodimeros de IL-12p40 refuerzan la
inmunidad celular [384]; bien IL-12p40 dimeriza con IL-23p19, lo que
explicaria de forma mas conveniente la presencia de ese mecanismo

independiente de IL-12p35.

El papel de IL-23 se ha estudiado en la bacteria Klebsiella
pulmoniae. Estudios previos parecian dar a IL-17 un papel muy importante
en la resistencia a esta infeccion [387]; ademas, DCs estimuladas in vitro
con K. pulmoniae producen IL-23, lo que incrementa el nimero de células
CD4" y CD8" productoras de IL-17 [388]. En otros trabajos realizados con
T. gondii en ratones deficientes para el receptor de IL-17, se observa una

respuesta de los neutrofilos reducida y mayores cargas parasitarias [389].
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Aun asi, la infeccién en ratones IL-23p19™ con T. gondii no ha revelado
ningin defecto obvio en las respuestas agudas al parésito. En cualquier
caso, si se administra IL-23 a ratones IL-12p40 deficientes se observa un
aumento de la resistencia a la toxoplasmosis [386]; pero no esta claro si es
una consecuencia de la estimulacién de la produccion de IL-17 o de otras
citokinas, como IL-6 o TNF, que se saben implicadas en promover la

resistencia a este organismo intracelular [390-393].

C) Mediadores de los efectos inflamatorios de 1L-23.

Todos los datos comentados sugieren la existencia de un nuevo
modelo en el que IL-23 estimula un tipo de células T unico que producen
IL-17, y que éstas contribuyen a la autoinmunidad o a la respuesta
protectora durante la infeccion [379]. La identificacion de esta via ha hecho
surgir nuevas preguntas acerca de la ontogenia de estas células en las
patologias y los factores que regulan su actividad. Es probable que la
cantidad relativa de IL-12 o IL-23 determine una produccion por las células
T dominante: IFNy o IL-17. De todos modos, ain hay pocos datos sobre
estas cuestiones realizados in vivo. Ademas, dado que IL-12RpB1
(compartido por IL-12 e IL-23) se expresa de forma constitutiva en células
T CD4', es probable que la expresion selectiva de IL-12RB2 6 IL-23R
controle la sensibilidad a ambas citokinas. En los modelos propuestos, 1L-
12RB2 tendria bajos niveles de expresion o estaria ausente en células CD4"
naive o de memoria, y aumentarian sélo tras la presentacion del antigeno;
por el contrario, IL-23 estaria ausente de células naive o efectoras, pero los
niveles elevados estarian presentes en las células T de memoria. Aun asi,
dado que IL-23 induce una secrecion de citokinas diferente, podria tratarse

de un patron mas complejo [370].
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1.3.7.2 Interleukina 27

A) Propiedades pro-inflamatorias.

Los primeros estudios realizados con esta citokina trataban de buscar
su relacion con la respuesta Thl debido a su homologia con IL-12; éstos
mostraban que IL-27 incrementa la produccion de IFNy en células CD4"
naive y que las células T deficientes en su receptor producian menos [FNy
que las no-mutadas [394, 395]. Consistentemente con estas observaciones,
la sefalizacion a través del receptor de IL-27 activa STATI1 y, por tanto, T-
bet, un factor de transcripcion que, a su vez, promueve la expresion de
componentes de la respuesta Thl como IL-12RB2 e IFNy [313, 396-398].
Teniendo en cuenta los trabajos que observan un descenso de la expresion
del receptor de IL-27 tras la activacion de las células T [394], todo indica
que esta citokina sensibiliza a las células T CD4" naive hacia los efectos
polarizadores de IL-12 de una respuesta Th1 [399]. Los estudios realizados
en ratones infectados con Leishmania major, indican que el requerimiento
de IL-27 en el desarrollo de la proteccion frente a este patdgeno es pasajero
[400-402]. Esta conclusion coincide con el hecho de que IL-27 no es
requerida para promover las respuestas mediadas por IFNy en la mayor

parte de sistemas experimentales en los que ha sido estudiada [179].

Aunque el papel de la IL-27 endogena, como promotora de las
respuestas celulares, esta poco estudiado durante la infeccion, hay estudios
que indican que puede promover la inflamacion en modelos de
autoinmunidad o céncer. La sobreexpresiéon en transgénicos de IL-27
durante la hepatitis viral o en carcinomas murinos, incrementa la

produccién de IFNy por las células CDS8", asi como la citotoxicidad y la
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eliminacion del tumor [403-406]. Aunque estos estudios apoyan que 1L-27
promueve la respuesta de las células T CD8", hay estudios que indican que

las células tumorales podrian ser las dianas de IL-27 [407].

B) Propiedades anti-inflamatorias.

Los primeros datos que indicaban que IL-27 tiene un papel anti-
inflamatorio provenian de modelos in vivo de infecciones parasitarias [408]
con T. gondii en ratones deficientes para WSX-1, que eran incapaces de
disminuir la respuesta adaptativa y desarrollaban una enfermedad
inflamatoria letal dependiente de células T CD4". Esta respuesta patoldgica
es intrinseca de las células T y se caracteriza por un incremento de la
proliferacion de los linfocitos T, de la produccion de IFNy e IL-2, y el
mantenimiento de una poblacion de células muy activadas
(CD25"CD62L""), tanto CD4" como CD8". De forma similar, se demostro
que la infeccion con Trypanosoma cruzi de ratones WSX-1"" desarrollaba
respuestas de células T exageradas, incluyendo la produccion de 1L-4, 1L-6,
TNF e IFNy [409]. De forma similar ocurre cuando a estos ratones se les
infecta con Mycobaterium tuberculosis, tienen una menor carga bacteriana,
pero desarrollan una patologia pulmonar mas severa y sucumben a la
infeccion, probablemente por esta hiperactivacion inmune [410, 411]. Estos
estudios sugieren que, en presencia de fuertes estimulos polarizantes, como
los pardsitos o infecciones bacterianas, la capacidad de IL-27 para
promover respuestas Thl se vuelve secundaria ante su papel como
supresora de la proliferacion y produccion de citokinas por las células T
efectoras. Dado que el receptor WSX-1 se encuentra a bajos niveles en
cé¢lulas T naive y elevados en células que ya han sido estimuladas por el
antigeno [412], es probable que esta citokina ejerza su funcion en multiples

subtipos celulares (naive, efectoras, reguladoras y de memoria) [412]. En
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cualquier caso, hay evidencias que indican que IL-27 no soélo influye en la
regulacion de la respuesta Thl, sino que tiene ademds un efecto inhibitorio
sobre la Th2 independientemente de su capacidad para reforzar la

produccion de IFNy [313, 401, 413].

C) Efecto de IL-27 sobre la proliferacion de las células T.

Todos estos datos apuntan a que la IL-27 regula la cinética y la
intensidad de las respuestas de células T, y no parece estar restringido a un
subtipo Th particular [179]. Para entender esta actividad de IL-27 debe
tenerse en cuenta su papel en la regulacion de la proliferacion. Un hecho
comun en los estudios iniciales es que la ausencia del receptor de IL-27
lleva a un incremento de la proliferacién de células T CD4" tras la
estimulacion in vitro [394, 395]. De forma paraddjica, IL-27 puede
aumentar la expansion clonal de células T CD4", pero este efecto es mas
aparente en ausencia del factor de crecimiento de células T dominante: IL-2
[398, 414]. Una explicacidon para ésto se entiende cuando se observa que
IL-2 regula de forma negativa el receptor de IL-27 [413], y de forma
similar IL-27 suprime la produccion de IL-2 por las células T CD4" [415].
De todos modos, se debe destacar que IL-27 tiene otros efectos inhibitorios
en las células T. En cualquier caso, dado el importante papel de IL-2 como
factor de crecimiento para las células T y su papel en el desarrollo de las
respuestas Thl y Th2 [416], esta observacion ofrece un primer
acercamiento al efecto inhibitorio de IL-27 que ayudaria a explicar un

efecto supresor mas amplio en muchos modelos.
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1.4 CD26 y CD45: dos moléculas con
Importantes  funciones en el
Sistema Inmune reguladas por
Interleukina 12

1.4.1 CD26

CD26 es una proteina de aproximadamente 105 a 110kDa, cuyos 766
aminoacidos conforman una peptidasa integral de membrana de tipo II con
actividad Dipeptidilpeptidasa IV (DPPIV, EC 3.4.14.5) [417]. Esta
actividad fue asignada a este marcador linfocitario tras el “4th Workshop
on Leukocyte differentiation Antigens”. Se trata de una sialoglicoproteina
de tipo II homodimérica cuya actividad enzimadtica se encuadra dentro de
las serin proteasas debido a la estructura de su centro activo, que rodea a la
Ser630, y con secuencia Gly-X-Ser-X-Gly [418]. CD26 tiene un motivo
consensuado mas extenso que es compartido por todos los miembros de la
familia de las prolil oligoproteasas a la que también pertenece. La triada
catalitica de esta familia de peptidasas consiste en aminoacidos nucleéfilo-
acido-base (correspondiente con Ser-Asp-His), lo que se corresponde con
una conformacion poco comin a las serin proteasas clasicas como la

tripsina o la quimiotripsina [419].

Desde un punto de vista estructural, posee un dominio intracelular
muy pequeiio, de tan sélo 6 aminodcidos, altamente conservado entre
especies, sin residuos susceptibles de fosforilacion. Esto contrasta con un

dominio extracelular de 738 aminoacidos, y con la regién hidrofoba
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transmembrana situada entre los residuos 7-22. Se pueden considerar
cuatro dominios en la region extracelular: un tallo flexible de 20
aminoacidos proximo a la membrana plasmatica, una region altamente
glicosilada que contiene 8 de los 10 residuos de N-glicosilacién de la
molécula, una region intermedia altamente conservada y rica en Cys
responsable de la interaccion con ADA, coldgeno y fibronectina; y una
ultima region catalitica C-terminal de 250 aminoacidos, que es la que posee

una mayor tasa de conservacion interespecifica [420, 421].

En cuanto su expresion, CD26 estd ampliamente distribuida en los
tejidos humanos y murinos, y su actividad es detectada en el plasma
sanguineo asociada a una forma soluble secretada. La mayor concentracion
relativa de esta molécula se encuentra en la membrana del borde en cepillo
de las células epiteliales de los tubulos corticales del rifion, constituyendo
un 4% de la proteina total. También es muy abundante en los conductos y
en las microvellosidades de las células del epitelio intestinal, donde puede
ejercer una importante funcion degradando proteinas como paso previo a la
absorcion intestinal. Igualmente, su presencia en la membrana plasmatica
es destacable en otras células epiteliales, endoteliales, fibroblastos,

linfocitos y algunos tipos neuronales [422-426].

Sin embargo, tan solo en el caso de linfocitos, se observa una clara
regulacion positiva de la expresion de CD26 tras la activacion celular [427-
433]. No solo se encuentra regulada su presencia en la superficie, sino que
existe un importante trafico de moléculas entre en la membrana plasmatica
y el aparato de Golgi, produciéndose cambios en el grado de glicosilacion
de las moléculas durante estos ciclos de endo y exocitosis [434]. Estos
procesos de modificacién post-traduccional parecen ser la causa mas

probable de la presencia de diferentes isoformas de CD26 durante la
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activacion de los linfocitos T, asi como de la heterogeneidad entre los
diferentes tejidos. Es patente el incremento de la sializacion con la edad, un

fendmeno que también estd presente en los individuos infectados por HIV

[435].

Originalmente, CD26 fue considerado una molécula de activacion de
células T. Actualmente, sin embargo, se la considera como un antigeno
carente de linaje celular cuya expresion esta regulada durante el proceso de
activacion y diferenciacion de las células inmunes. A pesar de su ausencia
inicial en células B en reposo y NK, su expresion es inducida, al igual que
en las células T, por la estimulacion antigénica [436]. En PBMCs, s6lo una
pequena poblacion de células T expresa en mayor proporcion este antigeno
[437]; esta subpoblacion linfocitaria, englobada dentro de las células
CD45R0", presenta un fenotipo de memoria tardia y es responsable de la
produccién de la mayor parte de la IL-2, asi como otras citokinas asociadas
a la respuesta Thl, dado que CD26 se expresa de forma preferencial en
células [438-440]. Estas células son importantes en la respuesta
proliferativa de células alogénicas y de linfocitos de memoria de respuesta
tardia, asi como en la actividad de CTLs que responden mayoritariamente a
aloantigenos [420]. Las células CD26™", que pueden ser tanto CD4" como
CDS8", son cruciales también para la sintesis de Igs y poseen capacidad de
migracion trans-endotelial y quimiotaxis hacia las zonas inflamadas [441,

442].

Existe un amplio rango de dianas potenciales para esta proteina, y
muchas de ellas poseen una importancia clave relativa a su funcién y
actividad bioldgica: citokinas, factores de crecimiento, neuropéptidos, etc.
Por ello, CD26 se presenta como una proteina clave al influir en la vida

media de estas moléculas, modificando asi el tiempo durante el cual ejercen
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su actividad biologica [443]. Se han llevado a cabo diversos estudios en
relacion a los efectos biologicos de la actividad enzimatica DPPIV en la
regulacion del Sistema Inmunitario empleando inhibidores especificos,
tanto In Vvivo como in Vitro, con diversas estructuras quimicas y
mecanismos de accién, dando como resultado la supresion de la
proliferacion de células T in vitro [444]. La inhibicion de su actividad, en
cultivos de linfocitos T, es capaz de provocar la supresion de la produccion
de IL-2, IL-10, IL-12 e IFNYy, mientras que estimula la secreciéon de TGF[;
esto sugiere un importante papel del TGFB en la inmunosupresion

resultante de la inhibicién de la actividad enzimatica de esta peptidasa

[445, 446].

Los anteriores efectos, entre otros, sugieren que la actividad
degradativa no tiene necesariamente que implicar un efecto positivo o
negativo, sino que parece generar incluso modificaciones que alteran
directamente el comportamiento y la actividad biologica del compuesto.
Esto se ve reflejado, de modo practico, en el papel que parece jugar CD26
en la entrada del HIV en los linfocitos T. Es destacable que las células
CD26™¢" aparecen en porcentajes significativamente menores en pacientes
infectados [437, 447], y dada su aparente importancia en la respuesta
inmune mediada por la memoria inmunoldgica y la consiguiente reduccion
de los niveles de IL-2, se relaciona la pérdida de esta subpoblacion celular

con el deterioro progresivo de la funcién inmune en dichos pacientes [448].

De todos modos, la actividad de CD26 no esta uUnicamente
circunscrita a su capacidad de degradacioén de ciertas moléculas, sino que
diversos estudios han puesto de manifiesto que este marcador de activacion
interviene directamente regulando el proceso de transduccion de senal o, al

menos, la intensidad y especificidad del mismo, en un proceso
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independinte de su actividad enzimatica. La estimulacion simultdnea de
linfocitos T via CD3 y CD26 provoca una mayor activacion en ausencia de
APCs [449]. Asimismo, se ha comprobado que diversos anticuerpos
monoclonales contra CD26 poseen actividad coestimuladora de la
activacion mediada por CD3 en subpoblaciones puras de células Th y Tc
[450]. Teniendo en cuenta el pequeiio tamafio del dominio intracelular de
CD26 y que no se asocia directamente a la cadena { del TCR, se ha

sugerido la necesidad de una proteina adaptadora [451, 452].

CD26 es capaz de unirse a ADA [453, 454]. Parece que esta union
tiene importantes implicaciones en la regulacion de los niveles
extracelulares de adenosina en el microentorno cercano a la membrana de
linfocito T, especialmente si tenemos en cuenta los potentes efectos
inhibidores de la adenosina en estas células [455]. Trabajos previos
realizados en nuestro grupo de investigacion indican que los niveles totales
de ADA en la célula no parecen afectados por la accidén de citokinas, pero
que la regulacion de la CD26 en la superficie por €stas puede ejercer cierto
control de la actividad de ADA a nivel del microambiente autocrino en la

membrana plasmatica [431, 456].

CD26 también es capaz de asociarse con la isoforma de bajo peso
molecular de CD45, denominada CD45R0, puesto que ambas son capaces
de co-precipitar a partir de lisados celulares de PBMCs. Dado que ambas
coexisten y son expresadas de modo preferencial en células de memoria
[457, 458], una interaccidon entre estas moléculas podria afectar a la
actividad tirosin kinasa, a la fosforilacion de CD3 y a la movilizacion de
calcio observada en fenomenos coestimulatorios del TCR relacionados con

CD26 [432].
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1.4.2 CD45

CD45, también llamado Antigeno Leucocitario Comun (LCA), es
una tirosin fosfatasa (EC 3.1.3.48) esencial en la regulacion de las cascadas
de transduccion de sefial en células del Sistema Inmune. Es una
glicoproteina que se encuentra en la superficie celular, tan abundante que
puede llegar a representar el 10% de la superficie de la membrana.
Contiene una regioén fuertemente conservada, con un 95% de homologia
entre las especies del taxon Mammalia, mientras que s6lo conserva un 35%

de homologia en su dominio extracelular [459-462].

El dominio expuesto en la superficie externa de la célula comprende
un rango de 391 a 552 aminoacidos, cuya longitud depende de hasta cinco
combinaciones conocidas (y ocho potenciales) de splicing alternativo
durante la maduracion del mRNA de CD45 [463, 464]. A continuacion,
presenta una region transmembrana de 22 aminoacidos, mientras que la
region citoplasmatica consta de 705 aminoacidos, con dos dominios
estructurales homologos de unos 300 aminodcidos cada uno denominados
regiones D1 y D2 [465]. Tan s6lo el dominio DI, por tener actividad
enzimatica, es necesario para la sefializacion via TCR, como se ha
observado en lineas celulares deficientes en CD45 [466]; la funcion del
dominio D2 parece estar relacionada con la estabilidad molecular y

funcional de la enzima [467-469].

El gen de CD45 puede dar lugar a variantes moleculares como
consecuencia del splicing alternativo de tres exones denominados A, By C,
que se corresponden respectivamente con los exones 4, 5 y 6 de la

secuencia del gen [470]. Estos codifican para una fraccion del dominio
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extracelular cercana al extremo amino terminal. CD45 se encuentra
fuertemente N-glicosilado en su dominio extracelular, y presenta O-
glicosilaciones en los exones variables, de lo que se deriva la importancia
antigénica del splicing alternativo. Estas glicosilaciones parecen ser

también importantes para su funcionalidad [471-474].

La organizacién génica de esta proteina consiste en 34 exones
contenidos en un gen de mas de 120 kilobases. El exon 1 codifica para una
secuencia 5’ no traducida, y estd duplicado en dos exones que se emplean
alternativamente: el la, mas frecuente, y el 1b, de modo que Ia
transcripcion puede comenzar en tres posiciones Pla, Plb o P2. Las
posibles reorganizaciones del mRNA de CD45 pueden dar lugar a
1soformas conteniendo uno de los exones (RA, RB, o RC), dos (RAB, RAC
o RBC), tres (RABC) o ninguno (RO) [464, 475-477]. De ellas, las
conocidas en leucocitos humanos son RA, RB, RO, RBC y RABC, que se
distribuyen a lo largo del desarrollo de las células hematopoyéticas de un
modo diferencial. Es destacable que en las células de la linea linfoide se
produzca un incremento de los niveles de CD45 a lo largo del proceso de
diferenciacion [478-481]. En cambio, en las células de la linea mieloide, la
diferenciacion y especializacion conllevan una reduccion de la expresion de
las isoformas de CD45 en la superficie celular, llegando incluso a

desaparecer de la superficie de los eritrocitos [482-485].
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Figura 19. Patron de expresion de las diferentes isoformas de CD45 en diversos linajes
y estados de desarrollo / diferenciacién de células hematopoyéticas y leucocitos. Sélo 5
de las 8 isoformas potenciales de CD45 se encuentran representadas en el sistema linfocitario
humano. La isoforma RA+ se corresponde a la variante altamente glicosilada (y con mayor
peso molecular) de CD45RA.

Dado que CD45 juega un papel crucial en la transduccion de senal de
linfocitos, resulta de gran importancia dilucidar las causas de su
comportamiento, sus sustratos y los procesos destinados a la regulacion de
su actividad en células del Sistema Inmunitario. Entre los posibles sistemas
de regulacion se encuentran la union a ligandos, dimerizacion,
modificacion covalente e interaccidon con inhibidores especificos
intracelulares u otras proteinas [459, 461, 486-488]. Se ha propuesto un

mecanismo de control basado en la homodimerizacion no covalente de dos

112



Capitulo 1. Introduccion

moléculas de esta proteina, al observar que este fendmeno provoca una
clara inhibicién de su actividad enzimatica [489, 490]. La dimerizacion
constituye un método alternativo de regulacion de la actividad proteica, de
modo que CD45 es capaz de formar homodimeros con diferente afinidad
dependiendo de la isoforma implicada, siendo la de menor peso molecular
(RO) la mas efectiva en este proceso. Las modificaciones post-
traduccionales, como la glicosilacidon, también afectan a la formacién de
dimeros, de modo que la actividad tirosin fosfatasa en células T deficientes
en CD45 es restituida mas eficazmente por la isoforma RABC que por la
RO. Esto concuerda con estudios que indican que las células T RA" naive
exhiben una mayor fosforilacion en tirosina, flujo de calcio y generacion de

Inositol-3-fosfato que las células de memoria CD45R0" [491, 492].

Por otro lado, la propia actividad de compartimentalizacion de las
proteinas de membrana parece poder controlar la funcion de CD45 sin
afectar a la propia actividad fosfatasa. La asociacion a los rafts del
complejo supramolecular durante la formacidn de la sinapsis inmunolégica
puede provocar la separacién o un acercamiento fisico de CD45 a alguno

de sus sustratos, evitando que estos sean defosforilados [34, 493-496].
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2 Material y métodos

2.1 Celulas empleadas

La casi totalidad del trabajo que se presenta en esta memoria fue
realizado empleando cultivos primarios de células mononucleares de
sangre periférica humana (“Peripheral Blood Mononuclear Cells”,
PBMCs). Dichas células fueron purificadas a partir de concentrados
leucocitarios (“buffy coats™) por medio de gradientes de Ficoll™ Isopaque.
Los buffy coats son suspensiones concentradas de células sanguineas
resultantes del fraccionamiento de donaciones anonimas, y fueron
generosamente cedidos por el Centro de Transfusiones de Galicia. El
proceso de fraccionamiento que alli se realiza consiste la separacion de
plasma sanguineo y eritrocitos en bolsas de donacion separadas y
dispuestas para transfundir, que da como residuo una suspensiéon muy
concentrada de eritrocitos, leucocitos y plaquetas que nosotros empleamos
para el aislamiento y cultivo de las PBMCs. En otros casos, la purificacion
se realizd a partir de células de sangre recién extraida de donantes
voluntarios (“sangre fresca”), por medio de tubos de heparina Vacutainer.
En algunos experimentos, tal y como aparece indicado, se emplearon lineas

celulares (Jurkat).
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2.1.1 Purificacion de células mononucleares de

sangre periférica

De las diferentes técnicas existentes para la obtenciéon de PBMCs
hemos empleado la separacion por medio de gradientes de densidad. Se
trata de un método que aprovecha diferentes caracteristicas celulares como
densidad y tamafo para hacer efectiva esta separacion. Como se puede
observar en la Figura 20 en donde se muestran diferentes poblaciones
celulares y su relacion densidad-tamafio, éstas se distribuyen a lo largo de
un gradiente de densidades continuo, que puede ser alterado por diferentes
condiciones, como es el caso de la osmolaridad. Bayum fue en 1968 el
primero en emplear estos gradientes de densidad para separar las distintas

poblaciones de células sanguineas (32).

Eritrocitos
4 Numero 7N Figura ~ 20.  Distribucion  de
de células | densidades de las células
i | sanguineas. En este grafico se puede
|' | observar como se distribuyen las
.' ', PBMCs segin su densidad. Los
I' '| linfocitos y monocitos son las células
| | de menor densidad, mientras que los
o '| eritrocitos 'y eosindfilos son los
Ne”f[?m?s | primeros en depositarse debido a su
Linfocitos | Vo mayor densidad. Factores como la
N o .'I osmolaridad pueden afectar a la
Mono- | | || densidad que presenta cada una de
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En este trabajo se han usado los gradientes de Ficoll™-Paque PLUS
(GE Healthcare), un polimero sintetizado por la copolimerizacion de

sacarosa y epiclorohydin. Posee una densidad de 1.078g/ml y su
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osmolaridad es de 312mOsm, lo que permite la separacion de los linfocitos
y monocitos (células mononucleares) del resto de las células sanguineas en
funcion de su flotabilidad. Todo el proceso de purificacion se llevo a cabo
en una campana de flujo laminar Cultair BC100 (Cultek) para mantener las

condiciones de esterilidad, necesarias para los experimentos posteriores.

La elevada concentracion celular presente en los buffy coats hace
necesaria su dilucién en medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) antes de la
realizacion de los gradientes, si tenemos en cuenta el protocolo comercial
de separacion optimizado para la purificacion a partir de sangre completa.
Por ello, el primer paso consiste en la dilucion 1:4 de la sangre del buffy
coats en RPMI o bien 1:2 en el caso de sangre no fraccionada. A
continuacién, se deposita en el fondo de unos tubos Falcon (BD
Biosciences) estériles, de 50ml, un volumen de 10ml de Ficoll™ a
temperatura ambiente. Es importante que la temperatura sea lo més cercana
a 20°C, dado que a ella este compuesto tiene la densidad adecuada para la
separacion de los componentes que nos interesan. Sobre el Ficoll™, se
procede a depositar 20ml de la sangre diluida, manteniendo un flujo lento y
constante que evita que ambas fases se mezclen (lo que impediria la
correcta separacion de los componentes celulares). El resultado final puede

observarse en la Figura 21.

Plasma y plaquetas

Linfocitos

Ficoll™

Granulocitos y
Eritrocitos

Figura 21. Gradientes de Ficoll™ tras la centrifugacion.
Arriba podemos observar una fotografia del gradiente y un esquema del mismo.
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El gradiente es centrifugado a 500g durante 25-30min a 20°C y sin
freno. Tras la centrifugacion, podemos observar en el fondo del tubo un
depdsito rojo (Figura 21), en el que se encuentran los eritrocitos y
polimorfosnucleares, una banda transparente correspondiente al Ficoll™,
una blanquecina que se corresponde con los linfocitos, y una gran capa
superior, 0 sobrenadante, que basicamente estd compuesta de plasma
sanguineo, RPMI y plaquetas. Este sobrenadante se elimina con una pipeta
Pasteur estéril y se deshecha. A continuacién se recoge la banda de los

linfocitos en uno o mas tubos Falcon estériles.

Las células de la banda de PBMCs son lavadas en RPMI dos veces a
400g, durante 10min para eliminar los restos de Ficoll™ que puedan haber
sido arrastrados al recoger la banda. Una vez lavadas, se resuspenden y se
procede a su contaje y calculo de la viabilidad de las células mediante la
dilucion de una alicuota de volumen conocido de las células, con Azul
Tripan (0.1% peso/volumen en PBS: 137mM NaCl, 10mM tampon fosfato
sodico pH 7.4, 2.7mM KCIl). Este método permite reconocer las células
dafiadas, dado que el colorante penetrard en aquellas que tengan la
membrana permeabilizada y que se reconoceran por su interior azulado. La

cuantificacion se realizo como se indica a continuacion:

R n°vivas
Viabilidad = _ x 100
n°vivas + n° muertas

El contaje de las células con viabilidad superios al 95% se realizé en
una camara de Neubauer por medio de un microscopio invertido

(Wilowert) a 40x.
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2.1.2 Cultivos celulares

Para los diferentes experimentos fue necesario realizar cultivos
celulares. Se utiliz6 un medio de cultivo o medio completo: RPMI
suplementado con un 10% de Suero Fetal Bovino Inactivado, 100um/ml de
streptomicina y 100UI/ml de penicilina (para la conservacion del medio y

reducir el riesgo de contaminacion bacteriana).

La activacion de los linfocitos se llevo a cabo afiadiendo una lectina,
PHA (fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris, Sigma-Aldrich), a
diferentes concentraciones seglin se indica para cada experimento. La PHA
es un mitdogeno que promueve la activacion de las células linfoides por
medio de la estimulacion, entre otros, de la maquinaria de transduccién de
sefiales del Receptor de Células T (TCR), provocando a su vez la
proliferacion policlonal de los linfocitos presentes en el cultivo. A pesar de
ser un mitdgeno inespecifico, su efecto activador de la diferenciacion y
proliferacion es especialmente efectivo sobre la poblacion de linfocitos T,
por lo que su empleo resulta Optimo para la obtencion de cultivos
enriquecidos en este tipo celular, sobre todo teniendo en cuenta que
partimos de una poblacion heterogénea como son las PBMCs. La
inespecificidad de los mitdogenos policlonales como la PHA reside en que
generan activacion de mas de una via de transduccion de sefiales, a partir
de su interaccion con mas de una molécula implicada en dicho proceso de
sefializacion. Sin embargo, estos antigenos parecen disparar los mismos
mecanismos de respuesta proliferativa que se observan en otros métodos
especificos de activacion policlonal, como el acoplamiento especifico de
las moléculas de TCR en los rafts (anti-TCR), y la cascada de activacion de

la sinapsis inmunolégica desencadenada por anticuerpos anti-CD3.
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Como método alternativo de activacion celular se empled anticuerpo
anti-CD3 (clon OKT?3) fijado a placa. Para ello se incub¢ la superficie del
frasco de cultivo con sobrenadante del hibridoma que produce el
anticuerpo durante 30min a 37°C. Tras varios lavados con RPMI, se

procedio al cultivo de las células en las condiciones requeridas.

En algunos experimentos fue necesaria la adicion de interleukinas
como la IL-2 o IL-12 (ambas de PeproTech). La primera fue utilizada para
potenciar la activacion de células por la PHA. La segunda fue empleada,
sobre todo, en experimentos de proliferacion y de estimulacidén celular,

dado que es el objeto de este trabajo.

Las condiciones ambientales de cultivo fueron fijadas en una
incubadora a 37°C (Heraecus BB16, Heraeus) que mantenia una atmdsfera
hiameda con 5% de CO,. La duracion de los cultivos fue variable de
acuerdo con las condiciones requeridas para cada experimento. Una vez
finalizado el periodo de cultivo, se evalud tanto la viabilidad de las células
como su numero empleando una tincion con Azul Tripan igual que en el
apartado anterior; se desecharon aquellos cultivos que presentaran una

mortalidad superior al 5%.
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2.2 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica de estudio y deteccion rapida y
sencilla de determinados parametros de células (o de particulas) cuando
fluyen a través de un punto donde se cruzan con un laser. Esta
caracteristica permite que la deteccion y medida de dichos parametros se
realice de modo individual para cada una de las particulas implicadas,
pudiendo asi realizar un posterior analisis estadistico de los datos mucho
mas exhaustivo y preciso; ademads, el gran numero de particulas analizadas
de forma simultanea confieren a esta técnica una gran solidez. Mediante la
citometria de flujo se pueden realizar numerosos tipos de ensayo, como la
estimacion del contenido en dcidos nucleicos, actividad enzimatica, flujo de
calcio, potencial membrana y pH, asi como deteccion de antigenos tanto en
la superficie como en el citoplasma y organulos de las células por medio de
anticuerpos marcados directa o indirectamente con fluorocromos. La
citometria de flujo también permite la separacion fisica de subpoblaciones
de células segln las caracteristicas antigénicas siempre que el citometro

disponga del sistema adecuado para ello.

La utilizacidon de fluorocromos se basa en la particularidad de ciertas
moléculas para emitir luz a una longitud de onda determinada cuando son
excitadas por un haz de luz con menor longitud de onda (y por tanto con
mayor capacidad energética). Estas propiedades se encuentran en
moléculas como la fluoresceina (FITC) o la ficoeritrina (PE), u otros
compuestos de nueva generacion como pueden ser los Alexa-Fluor.
Habitualmente estas moléculas se emplean unidas covalentemente a
anticuerpos, estreptavidina o cualquier otra que reconozca especificamente

la caracteristica que tengamos la intenciéon de analizar (una proteinas, un
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lipido, etc). Ademas, la adecuada combinacion de los fluorocromos y la
deteccion de moléculas en las células permiten el andlisis de varios

pardmetros de forma simultanea.

Dispersion de gran angulo:
reflexion y refraccion,
estructura celular

Dispersion de Angulo bajo:
difraccion, tamario celular

Haz
>

laser

Fluorescencia a mayores
longitudes de onda

Fluorescencia intriseca
(autofluorescencia)
y extrinseca

Figura 22. Esquema del sistema de deteccion de fluorescencia por
citometria de flujo.

Cuando las células o particulas a analizar atraviesan el punto de
deteccion, la luz del laser es dispersada por la propia célula detectandose
tanto la dispersion frontal (“Forward Scatter” o FSC), que nos da una idea
del volumen; como la dispersion lateral (“Side Scatter” o SSC), que nos
informa de la complejidad. La representacion grafica de estos dos
pardmetros permite diferenciar las poblaciones a analizar y, en todo caso,
permite descartar la informacioén procedente de restos celulares, agregados
del medio extracelular o células apoptéticas que puedan alterar el anélisis.
Si la intencion es la de detectar una determinada molécula en particular,
so0lo se necesita utilizar un anticuerpo marcado con un fluorocromo. El
citometro detecta la emision de luz del fluorocromo, cuando éste es
activado por la luz del laser; esta sefial de emision es filtrada, amplificada y
detectada a diferentes longitudes de onda, y toda esta informacion es

procesada por un sistema informatico.
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En ese trabajo ha sido fundamental el empleo de esta técnica para
detectar antigenos en la superficie celular, el grado de fosforilacion de
moléculas intracelulares, la viabilidad y grado de respuesta proliferativa de

las células asi como para el andlisis de lisados celulares.

2.2.1 Marcaje en superficie

Para detectar la expresion en superficie del receptor de interleukina
12 se empled una técnica de marcaje indirecto que nos permitiese, de
alguna forma, amplificar su sefal. Para ello, las células cultivadas 3 dias a
10pug/ml de PHA, fueron lavadas con PBS pH7.4 (137mM NacCl, 2.7mM
KCIl, 8mM Na2HPO4 y 11.5mM de KH2PO4) por centrifugacion a 400g
durante 7min a 4°C, contadas y el equivalente a 1x10°células fue
depositado en un tubo de citometria. A continuacion, las células fueron
fijadas utilizando una solucion al 4% de Paraformaldehido (PFA) en PBS
durante Smin a temperatura ambiente (RT). Tras un nuevo lavado con un
tampon de bloqueo (una solucion PBS-BSA: 1%BSA y 0.05% de Azida
Sédica), que reduce de forma significativa las uniones inespecificas de los
anticuerpos empleados, el sobrenadante fue eliminado por decantacion. Se
le afiadio a cada tubo 0.Iml de IgGs humanas (concentracion final:
400ug/ml) diluidas en tampon PBS-BSA para bloquear los receptores Fc,
dado que éstos aumentan la sefial inespecifica. Tras una incubacion de
30min a 4°C, las células fueron nuevamente lavadas con tampon de
bloqueo. Posteriormente, las cé€lulas fueron incubadas con el anticuerpo

primario correspondiente a cada una de las cadenas del receptor: IL-12Rp1

e IL-12RB2 o su isotipo; todos estos anticuerpos son monoclonales (de BD

Biosciences) y han sido desarrollados en rata. La incubacion del anticuerpo
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primario se realizd a una concentracion final de 0.125ug/ml de anticuerpo
por tubo, tal y como se determind por titulacion; la duracion de este
marcaje nunca fue inferior a 30min a 37°C. Tras un nuevo lavado con el
tampon de bloqueo, las células se incubaron con anticuerpo de cabra
biotinilado especifico de inmunoglobulinas de rata (“GARat biotin”, BD
Biosciences), también durante 30min a 37°C. Finalmente, y tras un nuevo
lavado, las células se marcaron con estreptavidina unida a ficoeritrina
(SPE, Serotec) por los mismos periodos de tiempo y a la misma
temperatura, pero esta vez en oscuridad (para evitar la degradacion por la
luz del fluorocromo). Un ultimo lavado, con tampdén de bloqueo, y las
células fueron llevadas a un citometro (FACScalibur, BD Biosciences) para

su analisis.

En el caso del marcaje con anti-CD26-FITC (clon TP1/16) y anti-
CD45R0-PE (clon UCHL-1, BD Biosciences) se procedio de forma similar,
pero dado que en este caso el marcaje fue directo no era necesaria la

fijacion, y de ahi que las incubaciones se realizaran a 4°C.

2.2.2 Localizacion del receptor de interleukina 12

Para poder localizar ambas cadenas del receptor de interleukina 12
respecto a los rafts lipidicos, se utilizd un protocolo adaptado del descrito
por Janes et al. [77], que ya ha sido empleado por nuestro grupo de
investigacion en otras ocasiones [432]. En este caso, su empleo hubo de

adaptarse al protocolo de estimulacion basado en el descrito por Hall et al.

[492].
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Para poner a punto el método, las células fueron, una vez finalizado
el tiempo de cultivo (3 dias y a una concentracién de 10ug/ml de PHA),
lavadas con RPMI y tratadas con diferentes concentraciones de MBCD o
colesterol oxidasa (extraccion de zona raft) en RPMI durante 15min a 37°C,
o bien de TX100 (extraccion de la region no-raft) diluido en PBS por 5min
en hielo (todos de Sigma-Aldrich). Una vez finalizado el tratamiento de
extraccion, las células fueron fijadas y tefiidas para poder evaluar la
expresion de los marcadores de zona raft y no-raft. Los marcadores
empleados fueron para zona raft: anticuerpo anti-CD59-FITC (BD
Biosciences) o bien CTB-Alexa 488 (de Molecular Probes, la subunidad B
de la toxina colérica, se une al gangliésido GM1, exclusivo de zona raft);
para zona no-raft se empled como marcador anticuerpo anti-CD71-PE (BD

Biosciences).

Una vez puestas a punto las condiciones experimentales de
extraccion de los diferentes microdominios de membrana, se procedio a la
estimulacion previa de las cé€lulas con interleukina 12 o no, durante 5
minutos, para evaluar si la preincubacion con el ligando altera el
posicionamiento de IL-12RB1 o IL-12RB2. De este modo, las células
activadas con PHA (10pg/ml, 3 dias) fueron lavadas con RPMI,
resuspendidas en este medio y se les afiadi6 (o no) 10ng de IL-12
(Peprotech), siempre a 37°C. Tras la incubacién, las células se lavaron
nuevamente con RPMI y trataron con la concentracion elegida de MBCD
(2.5mM, 15min a 37°C) o bien de TX100 (0.1% en PBS, 5min en hielo).
Después del lavado, las células fueron fijadas con PFA (4% PFA en PBS,
10min, RT) y marcadas para cada cadena del receptor como se ha descrito
en el apartado anterior, teniendo en cuenta que, en el ultimo paso (la
incubacion con SPE), se le afiadia la concentracion adecuada de CTB-

Alexa488 o de anti-CD71-PE. De cada condicién se realizaron triplicados,
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que fueron marcados de forma independiente. La adquisicion de los datos
se llevd a acabo en un citometro de fluyjo FACScalibur (BD Biosciences),
mientras que el analisis se realizd con el software WinMDI (cedido por el

Dr. Trotter, The Scripps Institute, La Jolla, CA).

2.2.3 Deteccion de moléculas intracelulares.

En ocasiones fue necesaria la deteccion de proteinas que se
encontraban en el interior celular. Para el marcaje intracelular los cultivos
celulares (3 dias a 10pug/ml de PHA) fueron divididos en dos, depositando
cada mitad en un tubo Falcon de 50 ml; en caso de que el volumen del
cultivo fuese mayor que la capacidad del tubo, las células eran previamente
concentradas y resuspendidas en medio completo. Uno de los tubos era
considerado como control positivo, escogiéndose de la literatura aquel
estimulo (PMA, TCR/CD3, IL-2, etc) que mejor desencadenara el efecto
que adecuado a nuestro interés. El otro tubo era incubado con IL-12. En
cualquier caso se mantenia estable la temperatura de 37°C. Las alicuotas se
tomaron a los diferentes tiempos, asegurandose por contaje previo de que
cada alicuota tenia un minimo de 3x10° células. Estas fueron,
inmediatamente, fijadas con 4% PFA en PBS a 37°C durante 5Smin; una vez
finalizado el tiempo de la fijacion, cada alicuota se divido en tres partes
iguales, de forma que en cada tubo de citometria hubiera 1x10° células, y
poder asi hacer triplicados del marcaje. Tras el correspondiente lavado con
tampon de bloqueo, las células fueron permeabilizadas con un 90% de
metanol (Panreac) en hielo durante 30 minutos con agitacion. Tras varios
lavados las células se incubaron con el anticuerpo conjugado
correspondiente, o un anticuerpo primario combinado con un secundario en

caso del marcaje indirecto (siempre con su correspondiente isotipo para los
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controles negativos). Tras el lavado final, la lectura del marcaje se realizo
en un citometro FACScalibur, y el andlisis de los datos con el software
WinMDI. En el tratamiento con inhibidores €stos fueron resuspendidos en
DMSO (como indica el fabricante), y adicionados al medio en donde se

resuspendieron las células antes de su estimulacién (minimo 10min).

Los anticuerpos empleados fueron:

e Anti-fosfo-ERK1/2 conjugado a Alexa 488 (BD Biosciences)

e Anti-fosfo-ERK1/2 (Cell Signaling) + Goat-Anti-Rabbit-FITC
(anticuerpo secundario; Sigma-Aldrich)

e Anti-fosfo-c-Myc conjugado a FITC (Cell Signaling)

e Anti-c-Myc (Serotec) + Goat anti Mouse — FITC (anticuerpo

secundario; Sigma Aldrich)

2.2.4 Analisis mediante el CBA Flex Set

Dado que la citometria de flujo es una técnica analitica que permite
discriminar diferentes particulas en base varios parametros (tamafo,
fluorescencia, etc), se han desarrollado diversos métodos que combinan la
especificidad de los anticuerpos con intensidades de fluorescencia
concretas, lo que permite la deteccion de multiples analitos solubles tanto
de una muestra de suero, como de plasma o sobrenadante de cultivo. El
método BD CBA (“Cytometric Bead Assay”) integra la sensibilidad de la
deteccion fluorescente para medir analitos con un método basado en el
inmunoensayo sobre particulas. Este método combina el amplio rango
dinamico en la deteccion de fluorescencia mediante citometria de flujo, y la
captura eficiente y especifica de las sustancias a analizar (mediante

particulas en suspension recubiertas con diferentes anticuerpos
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especificos). Por ello, permite el empleo de menos diluciones de la muestra
para determinar la concentracion del analito, un protocolo
considerablemente mas rapido que un ELISA convencional. Podemos decir
que se trata de un ELISA realizado con particulas en suspension, en vez de

sobre la superficie de un pocillo.

El BD CBA Flex Set permite combinar diferentes particulas o
microesferas (cada una con un anticuerpo de captura diferente) para crear
un ensayo combinado. Las estrategias para optimizar los pares de
anticuerpos, y el uso de reactivos de deteccion marcados directamente con
PE, han conseguido un ensayo muy consistente en el analisis de muestras
bioldgicas complejas. En este caso, el método fue empleado para la
deteccidon y cuantificacion de varias fosfoproteinas; esto ultimo, mediante

el empleo de una curva de estandares recombinantes fosforilados.

Este método utiliza microesferas de tamafio homogéneo y diferente
intensidad de fluorescencia (mediante la combinacion de diversas
cantidades de 2 fluorocromos). Cada poblacion de microsferas lleva
acoplado un anticuerpo de captura concreto, de modo que cuando se
incuban con la muestra a analizar de forma para que el analito quede
capturado por el anticuerpo. Tras un lavado de las microsferas, se realiza
una nueva incubacion de la muestra con un anticuerpo de deteccion
conjugado con PE; éste debe reconocer la misma proteina pero en un
epitopo diferente. En nuestro caso, las células fueron, tras el cultivo de 3
dias con 10ug/ml de PHA, divididas en cuatro tubos Falcon: en dos de ellos
no se anadié ningun estimulo (tiempo cero), y los otros fueron estimulados
con PMA (control positivo de activacion) o con IL-12, respectivamente.
Tras el tiempo de incubacion (Smin a 37°C) las células fueron lavadas con

PBS frio, se elimind por decantacién el sobrenadante y los linfocitos fueron
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lisados siguiendo las instrucciones del fabricante. Dado que el tampon de
lisis estaba concentrado y tenia SDS, para la cuantificacion mediante el
método BCA (Pierce) fue necesario diluir una muestra. Una vez
cuantificadas las diferentes muestras, e igualada la cantidad de proteina en
caso necesario, se procedio a la incubacion con las microesferas; de forma
paralela, se elaboré una dilucion seriada del estandar de proteina
fosforilada recombinante, que también se incubd con las microesferas.
Dado que el tampon de lisis contiene SDS hay que diluir la muestra antes
de la incubacién con las microesferas, por lo que la concentracion proteica
debe ser suficiente para el rango de deteccion de esta técnica. Tras el
tiempo de incubacion (1h a 4°C y en oscuridad), las muestras se lavaron
con tampodn de lavado (el mismo que se emplea para diluir los estdndares) y
se incubaron con el anticuerpo de deteccidon ligado a PE (1h a 4°C en
oscuridad). Las muestras se volvieron a lavar, como paso previo a la
adquisicion de datos en un citdmetro FACScanto (BD Biosciences), en el
CIC (Centro de Investigacion contra el Cancer de Salamanca). El analisis
fue realizado con un software FCAP Array (BD Biosciences). En nuestro
caso, los anticuerpos empleados nos permitieron analizar en una Unica

muestra la activacion de las tres principales MAPK: p38, INK y ERK1/2.
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2.2.5 Ensayos de proliferacion celular

El succinimidil éster de carboxifluorescein diacetato [5(6)] o CFSE
es un reactivo ampliamente utilizado para el analisis de la proliferacion
celular. Este difunde libremente al interior celular, y no es fluorescente
hasta que sus grupos acetato son procesados por esterasas intracelulares
para formar un fluoroforo de alta intensidad. El CFSE (ya fluorescente) se
une de forma espontdnea e irreversible tanto a proteinas intracelulares
como de la superficie, a través de una reaccion con las cadenas laterales de
lisina y otros grupos aminos disponibles. Cuando las células se dividen,
este marcaje se distribuye de forma equitativa entre las células hijas, de
modo que la intensidad de fluorescencia decae a la mitad con respecto a sus
“progenitoras”. Como resultado, cada generaciéon queda marcada con una
fluorescencia concreta dentro de una poblacion de células en constante
proliferacion,que, ademads, puede ser monitorizada mediante citometria de
flujo. El nimero de divisiones que pueden ser seguidas s6lo estd limitado
por el nivel de auto-fluorescencia de las células no marcadas y por la

uniformidad en el tamafo de la poblacion celular marcada [497].

Para conseguir nuestro objetivo, una vez purificadas las PBMCs
mediante gradientes de Ficoll™, éstas fueron lavadas y resuspendidas en
RPMI. Tras su contaje, 1x10” células/ml se depositaron en un tubo de 15ml
y se afiadi6 CFSE hasta una concentracion de trabajo de SuM (stock: SmM
en DMSO). El marcaje se realiz6 durante 8 min a temperatura ambiente y
en oscuridad. Para parar la reaccion se afiadid un volumen igual al de las
células pero de suero (FBS), las células fueron centrifugadas y se lavaron
un minimo de cuatro veces con medio completo. Al finalizar los lavados,

las células fueron cultivadas en las condiciones requeridas para cada
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experimento, garantizando siempre la existencia de triplicados. De forma
general, las condiciones fueron: 1.25ug/ml PHA, en presencia o ausencia
de 2ng/ml IL-12, y una concentracion celular de 0.25x10° células/ml. Una
vez finalizado el cultivo, las células fueron lavadas con PBS y analizadas
en un citometro FACScalibur. Los datos adquiridos fueron estudiados
empleando el software WinMDI. En los experimentos con inhibidores
(tyrphostina A1 y B42, ERKi e inhibidor de c-Myc, todos de Calbiochem)
éstos fueron resuspendidos en DMSO y adicionados al medio de cultivo al

comienzo del mismo.

Para combinar los estudios de proliferacion con los de mortalidad
celular, se realizd6 un marcaje paralelo de las células con un reactivo capaz
de unirse al DNA y que tiene la particularidad de ser fluorescente: el ioduro
de propidio (IP). Teniendo en cuenta que este reactivo solo puede atravesar
la membrana celular y llegar al nucleo si la primera esta dafiada, las células
que presenta este marcaje estan en situacion apoptotica o preapoptotica. En
este caso el marcaje se realizo al finalizar el cultivo: las células fueron
lavadas (PBS a 4°C) para eliminar restos de medio de cultivo, se adicion6
SmM de IP a cada tubo de citometria (20min a 4°C). Tras un lavado con

PBS, las células se analizaron como anteriormente se ha descrito.
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2.3 Marcaje celular en microscopia
confocal

Para microscopia confocal los linfoblastos fueron activados durante
dos dias con 10pg/ml de PHA y reestimulados durante 14-16 horas
adicionales con Ing/ml de IL-2 para aumentar, en la medida de lo posible,
la expresion de IL-12RB1 e IL-12RP2. Teniendo en cuenta la gran
variabilidad interindividual que presenta IL-12R, se monitorizd su
expresion mediante citometria de flujo antes de la observacion de las
células en el microscopio. El marcaje se realizo de forma similar al de
citometria de flujo, pero sustituyendo la SPE con estreptavidina conjugada
con Alexa 633 (Molecular Probes) debido a la naturleza fotolabil de la
primera. Como marcador de zona raft se emple6 CTB-conjugado con
Alexa488, y de zona no-raft el marcador lipidico Dil (Vybrant® CM-
Dil/C18, una sonda lipidica insaturada) [498], todo de Molecular Probes.

Dado que el marcador lipidico Dil necesita insertarse en las
membranas, lo ideal seria trabajar a una temperatura en la que las
membranas estuvieran lo mas fluidas posibles; pero esto implica trabajar a
37°C donde las células pueden iniciar procesos de internalizacion del
receptor. Por otro lado, fijar las células altera la permeabilidad de las
membranas y el Dil (que es resistente a la fijaciéon con parafaormaldehido)
penetra en el citoplasma tifiéndolo. Por ello, el marcaje se realizé de forma
paralela al bloqueo de los FcRs, antes de la fijacion con PFA y a 4°C.
Teniendo todo esto en cuenta, el protocolo seguido fue: una vez finalizado
el cultivo, las células se lavaron con RPMI a 37°C (en este punto se recogio

una pequefia alicuota para monitorizar la expresion del receptor) y se
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resuspendieron en Iml de medio completo. A la mitad de las células
(0.5ml) se le afiadi6 RPMI (tiempo cero), y a la otra 10ng IL-12 durante
Smin a 37°C para estimularlas. Las células, tratadas o no, fueron lavadas
con abundante PBS frio (4°C) y mantenidas a esta temperatura durante el
bloqueo de los FcRs con IgG humana, momento en el cual ademds se
adicionaba Dil (2ul por tubo de citometria) durante 30min a 4°C y en
oscuridad. Las células se lavaron con PBS y fueron fijadas con una
solucion al 4% de PFA en PBS a RT durante 10min. El resto de marcaje se
realizd igual que para citometria de flujo, adicionandose CTB-Alexa488
(para marcar los rafts lipidicos) al mismo tiempo que la estreptavidina-
Alexa 633 (para revelar la presencia del receptor). Tras el Ultimo lavado,
las células se resuspendieron en el medio de montaje Immunofluore (ICN
medical), y se depositaron en un portaobjetos delimitado con una solucion
grasa (Pap-Pen, DakoCytomation). El microscopio utilizado fue un Leica
TCS-SP2 y el software utilizado LCS (ambos de LEICA Microsystems
Heidelberg GmbH).

2.4 Aislamiento de los microdominios
raft mediante gradientes de
densidad

El protocolo utilizado para el aislamiento de los microdominios raft
es una adaptacion de Ilangumaran et al. [499]. Los linfoblastos (minimo de
50x10° células) fueron lavados tras el cultivo (3 dias con 10pug/ml PHA) y
estimulados con IL-12, tal y como se ha descrito anteriormente. Después de
lavados abundantes con PBS, para eliminar los restos de cultivo, las células

fueron lisadas. La lisis se realizé utilizando tampon 0.5% TX100-TKM
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(50mM Tris-HC1 pH 7.4, 25mM KCI, 5SmM MgCl, ImM EDTA)
suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas (ImM PMSEF,
10pg/ml Leupeptina y Sug/ml Aprotinina) donde fueron resuspendidas y
mantenidas a 4°C en hielo con agitacion ocasional durante 30min. El lisado
se ajustd a una concentracion del 40% en sacarosa, afadiendo igual
volumen de una soluciéon al 80% de sacarosa en TKM sin detergente. Los
gradientes fueron preparados en tubos de ultracentrifuga de 5ml de
capacidad, situando en el fondo un volumen de 0.675ml de lisado al 40%
de sacarosa. Sobre €l se deslizaron suavemente por la pared del tubo 2.7ml
de una solucion de TKM al 36% de sacarosa, con cuidado de no producir
turbulencias en la interfase. Se repitid la operacion depositando 1.575ml de
TKM al 5% de sacarosa. Todas las soluciones empleadas se utilizaron a
4°C y contenian i1dénticas concentraciones de inhibidores que el tampon de
lisis, para evitar la degradacion de la muestra por la accion de las proteasas.
Una vez equilibrados los tubos, se procedid a su centrifugacion a 4°C
durante 18 horas a 200.000g, utilizando un rotor de centrifuga SWS55Ti
(Beckman L8-M). Al finalizar se recogieron 11 fracciones de 450ul para su

almacenamiento a -80°C.

2.5 Electroforesis y Western Blot

2.5.1 Preparacion de las muestras para analisis de
proteinas fosforiladas:

Los linfoblastos, activados durante tres dias con 10ug/ml de PHA,
fueron lavados con RPMI. Contadas y resuspendidas en medio completo
siempre a 37°C, las células se mantuvieron en un bafio a esta temperatura, y

se recogieron las alicuotas: la primera representaba el tiempo cero (o sin
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estimular), tras adicionar 10ng/ml de IL-12 se recogieron las demaés a los
distintos tiempos correspondientes. La lisis se obtuvo mediante el deposito
de estas alicuotas de forma inmediata sobre un mismo volumen de tampon
de muestra 2x o tampon SDS 2x (tampdén de muestra para SDS-PAGE con
pironina como marcador adicional: 312.5mM Tris-HCl pH6.8, 0.5%
peso/volumen Glicerol, 10% peso/volumen SDS, 0.125% peso/volumen
Azul de Bromofenol). Las proteinas (15ug por canal) se separaron en un
gel SDS-PAGE con un 12% de acrilamida y se transfirieron a una
membrana de PVDF (Millipore). La membrana se bloqued con 1%(w/v)
BSA-TBT-T (10mM Tris-HCI pH 7.5, 100mM NaCl y 0.1% Tween20), y
se incubo con los correspondientes anticuerpos primarios, seguidos de los
lavados con TBS-T, la incubacion con el anticuerpo secundario conjugado
con HRP pertinente (GAR-HRP 6 GAM-HRP, ambos de GE Healthcare).
Tras el Gltimo lavado las proteinas fueron visualizadas utilizando el método
ECL Plus (GE Healthcare). La pelicula de exposicion utilizada fue de
FujiFilm.

Para la deteccion de c-Myc se utilizd6 un método similar, aunque en
este caso se trataba de blastos activados durante 5 dias con 1.25ug/ml de
PHA sin/con 2ng/ml IL-12. Las células fueron lavadas con PBS frio,
contadas y lisadas, depositando un volumen igual en tampdn de muestra 2x.
Los geles empleados fueron del 10% de acrilamida y el bloqueo se realizo
con un 10% de leche semidesnatada en TBS-T. En el resto de los pasos se

procedi6 de igual manera que para las proteinas fosforiladas.
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Los anticuerpos utilizados para este fin fueron:

¢ Anti-fosfotirosina (clon PY20, BD Transduction Labs)

e Phospho-ERK1/2  Pathway Sampler Kit (CellSignaling
Technology)

e Anti-fosfo-ERK1/2 (BD Biosciences), para comprobar el
resultado del CBA FlexSet.

e Anti-c-Myc (clon 9E10, Serotec)

2.5.2 Deteccibn de las proteinas aisladas en
gradientes de sacarosa:

Se realizé un ensayo de actividad de fosfatasa alcalina (BioRad) para
localizar qué fracciones estaban enriquecidas en rafts lipidicos. Aquellas
fracciones mas enriquecidas en zona raft se juntaron y dado que la
concentracion proteica, estimada mediante el BCA Kit (Pierce), era muy
baja se concentrd la proteina utilizando microcones de 3000kDa de poro
(Millipore). Tras una nueva cuantificacidon, se cargaron 10mg de proteina
por canal en los geles de electroforesis (8% acrilamida). Tras la
transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF, los blots se
bloquearon con 10% de leche semidesnatada en TBS-T toda la noche a
4°C. Después de los lavados pertinentes con TBS-T, se incubaron con el
anticuerpo primario (1h, RT) y, tras nuevos lavados, con el secundario
correspondiente. Finalmente, se visualizaron utilizando el método

ECLPlus.
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Los anticuerpos empleados fueron:
e Anti-IL-12RB1 (clon C-20, Santa Cruz Biotechnologies).
o Anti-IL-12RB2 (clon 305719, R&D)

e Anti-B-actina (clon AC-15, Sigma-Aldrich)

2.5.3 Analisis de las proteinas resistentes a la
extraccion con MBCD:

Linfoblastos activados 3 dias con 10ug/ml de PHA, fueron lavados
con RPMI a 37°C. Tras el contaje celular se dividio el cultivo en dos, una
mitad fue estimulada con 10ng/ml de IL-12 5min a 37°C y la otra no. Cada
una de estas mitades fue a su vez dividida en otras dos, una fue tratada
simplemente con RPMI y la otra con 2.5mM MBCD durante 15min a 37°C.
Tras lavados abundantes con PBS a 4°C, las células fueron centrifugadas y
el sobrenadante eliminado. Las células fueron lisadas en un tampon RIPA
(1x PBS pH7.4, 1% v/v NP40, 0.5% p/v deoxicolato sodico, 0.1% SDS)
suplementado con inhibidores de proteasas, durante 60 minutos en hielo.
Las muestras fueron centrifugadas a 13000g (4°C) para eliminar los
nucleos. La concentracion proteica fue calculada utilizando el método
BCA. Se afiadio a las muestras tampon de muestra SDS-PAGE y se
separaron las proteinas en geles de acrilamida (8%), antes de su
transferencia a PVDF. La deteccion de las proteinas se realizd de forma
paralela a la descrita en el apartado anterior. Los anticuerpos empleados

fueron los mismos.

139



Capitulo 2. Material y métodos

2.5.4 “Stripping” y “reprobing” de las membranas.

Cuando fue necesaria la cuantificacion de la proteina en las
membranas, se utilizo como marcador la B-actina. Para ello las membranas
fueron “strippeadas” (se elimind el anticuerpo de la mismas) utilizando
0.2N de NaOH durante 5min a RT. Tras lavados abundantes con TBS-T, la
membrana fue bloqueada de nuevo e incubada con el anticuerpo
monoclonal anti-B-actina (Sigma-Aldrich). Después de varios lavados se
procedid a su incubacion con anticuerpo secundario (GAM-HRP, GE
Healthacare) y a su deteccion mediante quimioluminiscencia de la forma

anteriormente descrita.
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3 Resultados y Discusion

3.1 Expresion y localizacion  del
Receptor de IL-12

3.1.1La expresion de IL-12R esta fuertemente
regulada. Cinética de expresion de IL-12Rp1 e
IL-12Rp2.

El receptor de IL-12 consta de dos cadenas, IL-12RB1 e IL-12R[32
[500], y la expresion de ambas da origen al receptor de alta afinidad. Los
niveles de cada una de estas moléculas, en la superficie celular, son muy
bajos en células T y B y algo superiores en células NK de fenotipo resting
(sin activar); el incremento de los mismos esta vinculado a la presentacion
del antigeno por las APC (estimulacién via TCR), y se ve reforzada por la
coestimulacion B7/CD28 [250, 251], ademas de por citokinas como la IL-
2, IFNy, TNF, etc. [501, 502]. Sin embargo, ambas cadenas estan reguladas
de diferente forma: la cadena Bl es expresada en una gran variedad de
fenotipos de linfocitos T y células NK [249], mientras que la cadena (32
tiene su expresion restringida al fenotipo Thl [501, 502] y necesita de una

mayor activacion celular para su expresion [239, 503], presentando,

ademas, una gran variabilidad interindividual [249, 250, 288, 504, 505].

Esta gran variabilidad interindividual en los niveles de expresion del
receptor de la IL-12 hizo obligatorio un estudio preeliminar de las
condiciones de expresion de ambas cadenas adecuadas en nuestro sistema.

Para optimizar y maximizar la presencia de ambas proteinas en la
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superficie de los linfocitos T, se realizaron cultivos de PBMCs a diferentes
tiempos y condiciones de activacidon y se monitoriz6 su expresion mediante

citometria de flujo.

3.1.1.1 La expresion de IL-12RB2 es muy dependiente del

grado de activacion celular.

Dado que la regulacion de la expresion de la cadena B2 del receptor
de IL-12 es mas dependiente de la activacion celular que la B1 [239, 503], y
ademads presenta una gran variabilidad interindividual [249, 250, 288, 504,
505], se hizo necesario una puesta a punto previa de las condiciones de
cultivo celular adecuadas a nuestro fin. Para determinar las condiciones de
activacion Optimas que maximizan la expresion de IL-12R[32, se cultivaron
PBMCs (1x10°élulas/ml) procedentes de buffy coats a diferentes
concentraciones de PHA durante 3 ¢ 5 dias. De los resultados observados
en la Figura 31A, se puede apreciar como las mayores condiciones de
activacion (20pg/ml de PHA) generan linfoblastos con un elevado
porcentaje de expresion del IL-12RB2 y como, ademas, ésta es mayor a 3
que a 5 dias. El que la expresion del IL-12R necesite de altas dosis de
mitogeno (de hasta 40pg/ml, datos no mostrados) para maximizar su
expresion no es sorprendente; de hecho, si la estimulacion con PHA es lo
suficientemente fuerte, se obtienen niveles de receptor similares a los

obtenidos mediante la co-estimulacion del complejo TCR junto con CD28

[239, 503, 506].

Comparamos, ademds, dos formas diferentes de estimulacion del
TCR, bien utilizando PHA o bien el anticuerpo OKT3 (anticuerpo

monoclonal que reconoce la cadena CD3 del complejo TCR) fijado a placa,
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para comprobar cual de los dos métodos era mas eficaz (Figura 31B).
Como puede observarse, los mayores niveles de expresion de IL-12R[32 se
obtienen nuevamente con 20pg/ml de PHA, mientras que el OKT3 apenas
tiene efecto. Estos datos confirman que la mejor forma de activacion es

utilizando el mitogeno PHA en grandes concentraciones.
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Figura 23. La expresion de IL-12RB2 es altamente dependiente del grado de
activacion celular. A) Experiemento de dosis-respuesta con la expresion de IL-12R32
en linfoblastos cultivados con diferentes concentraciones de PHA durante 3 6 5 dias.
B) Expresion de IL-12RB2 en linfoblastos activados con PHA (20ug/ml) o con OKT3
fiiado a placa.

Otro punto importante que se decidid analizar fue la posible
influencia del origen de las células en la expresion del receptor. Se
compararon los niveles del receptor en células T de diferente origen: buffy
coats (un concentrado de componentes celulares procedentes de Ila
donacion), sangre total recién extraida de voluntarios (sangre “fresca”) y
linea celular Jurkat (como prototipo de linea celular de linfocitos T) (Figura
24). Para ello se realizaron cultivos celulares con cada una de ellas en
presencia de diferentes concentraciones de PHA y se monitorizo la
expresion del IL-12RB2 mediante citometria de flujo. Las diferencias con
la linea celular Jurkat, [L-12R[32 negativas, fueron bastante obvias, pero en

el caso de las células recién extraidas o el buffy coat, las diferencias s6lo
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eran claras utilizando grandes concentraciones de PHA (40ug/ml). Nos
decantamos por trabajar con PBMCs procedentes de buffy coats porque
expresaban cantidades ligeramente mayores de nuestro receptor, y porque
la disponibilidad, en nimero, de células para los futuros experimentos era

mayor que en el caso de la sangre recién extraida.
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Figura 24. El origen de las células influye en el grado de expresion de IL-12RB2.
A) Cultivos de PBMCs de sangre recién extraida y buffy coat cultivadas con diferentes
concentraciones de PHA durante 3 0 4 dias. Se observa como la concentracion de
40ug/ml de PHA produce los mejores rendimientos en la expresion de IL-12Rp2. B)
Expresion de IL-12RB2 en linfoblastos activados 3 dias a 40ug/ml comparados con la
expresion de las células Jurkat.

Los datos obtenidos hasta este momento indicaban que la mayor
expresion de IL-12R[32 se correspondia con concentraciones de mitogeno
muy elevadas, pero se observaba una notable disminucién en el nimero de
células recuperadas al finalizar los 3 dias dptimos de activacion (del orden
del 50 al 60% del namero inicial). Por ello, quisimos valorar el porcentaje

de proliferacion de los linfoblastos en diferentes condiciones de activacion
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con PHA, asi como la viabilidad que presentaban estas células al finalizar
el tiempo de cultivo. Para estudiar el grado de proliferacion de los cultivos,
las PBMCs recién extraidas fueron marcadas con CFSE, una molécula
fluorescente que se une covalentemente a las proteinas; cuando las células
se dividen y reparten el citoplasma equitativamente entre las células hijas,
la intensidad media de fluorescencia (IMF) de éstas decae a la mitad, y, asi,
de forma sucesiva en las generaciones siguientes. Esta técnica permite
hacer, por tanto, un seguimiento de los ciclos celulares mediante la
citometria de flujo. Como marcador de viabilidad se utilizd otra molécula
capaz de ser detectada en el citdmetro: el loduro de Propidio (IP), que se
une al DNA cuando esta accesible, es decir, cuando la membrana
plasmatica celular se encuentra dafada, lo que es indicativo de apoptosis (o
necrosis). Puede observarse, en la Figura 25, como cuanto mayor es el
porcentaje de PHA utilizado aumenta de forma muy significativa el dafio
celular, lo que nos obliga a trabajar con condiciones de activacion de
10pug/ml. En estas condiciones se mantiene un buen porcentaje de
proliferacion aunque sin obtener el méximo de expresion de IL-12R[32; atn
asi, sigue siendo una activacion suficiente para no ser necesaria la

coestimulacion del CD3 y de CD28.
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Figura 25. Las condiciones éptimas de activacion celular para lograr elevados niveles
de IL-12Rb2 provocan un descenso de la viabilidad de las células en cultivo. Los
linfoblastos cultivados durante 3 dias marcados con CFSE o bien marcados con IP al
finalizar el mismo, se analizaron por citometria de flujo. A la izquierda se representa el
porcentaje de células positivas para IP; a la derecha, la IMF (relativa) de las células
marcadas con CFSE.

3.1.1.2 Optimizacion de la expresion del receptor de alta

afinidad: IL-12RB1 e IL-12RB2.

Tal y como aparece descrito en la literatura, y comprobado a lo largo
de este trabajo, la expresion de la cadena (2 del receptor de IL-12 es el
factor limitante a la hora de optimizar los cultivos, ya que debemos
conseguir maximizar su expresion pero manteniendo una elevada
viabilidad celular. Asi que, una vez establecidas las condiciones Optimas de
expresion de la cadena IL-12Rf32, se validaron para IL-12RB1. Podemos
observar en la Figura 26, como la cinética de expresion de IL-12RB1 es
similar a la de IL-12R2 en cuanto que mayores cantidades de mitdogeno
generan mayor expresion del receptor. Sin embargo, la presencia de IL-

12RB1 no se correlaciona con la de IL-12RB2 (Figura 26B) ya que una
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elevada presencia de la primera no implica elevada expresion de la
segunda. Este resultado concuerda con estudios previos que relacionan la
expresion de IL-12RB2 con un fenotipo Thl (y dado que es responsable de
la mayor parte de los efectos de IL-12, la respuesta a esta citokina),
mientras que IL-12RB1 también estaria expresandose en el fenotipo Th2
[501, 502, 507, 508], asi como en mads tipos celulares por ser co-receptor de

otras citokinas como IL-23 [181].
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Figura 26. Experimentos de dosis-respuesta comparando la expresion de IL-12RB1 e
IL-12RB2. A) Niveles de IL-12RB1 en linfoblastos cultivados con diferentes concentraciones
de PHA, durante 3 6 5 dias. B) Expresion de IL-12RB1 e IL-12RpB2 en linfoblastos activados
durante 3 dias con diferentes concentraciones de mitéaeno.

3.1.1.3 Incremento de la IMF de IL-12Rf1 e IL-12RB2 a

bajas concentraciones de activacion.

Un efecto curioso de la activacion celular con PHA es que a muy
bajas concentraciones (0.6ug/ml, 1.25ug/ml), donde el porcentaje de
células positivas para el receptor esta cercano al 1%, la fluorescencia del
receptor en esas células se eleva por encima de la media de las demas

concentraciones de PHA empleadas en el cultivo (Figura 27). Es decir, hay
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muy pocas cé€lulas que expresen el receptor pero €stas lo hacen con mucha
intensidad. Este efecto tan llamativo podria deberse a la existencia de
células ya diferenciadas a fenotipo Thl, que responderian a la presencia de
bajas cantidades de mitdégeno expresando su receptor caracteristico: IL-
12R. En cualquier caso, el porcentaje de células que presentan este
incremento de la IMF es tan bajo que hace muy dificil su estudio con

profundidad.
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Figura 27. La Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de IL-12RB1 e IL-12RB2 es
mayor con menores concentraciones de PHA. La IMF se corresponde con aquellas
células que expresan positivamente el receptor correspondiente, en linfoblastos
cultivados durante 3 dias con diferentes concentraciones de PHA.
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3.1.2 IL-12RB1 se halla en zona no-raft, mientras
que IL-12RB2 se encuentra en microdominios
raft y se aleja de ellos en respuesta a la IL-12

La membrana plasmadtica, segiin el modelo de mosaico fluido de
Singer y Nicolson [31], consta de una bicapa de fosfolipidos en la que se
hayan embebidas las proteinas. Sin embargo, en el afio 1997 se describi6 la
existencia de unas zonas especializadas de la membrana con unas
caracteristicas fisico-quimicas propias y diferentes de la membrana
circundante. Estas estructuras han sido denominadas microdominios raft:
regiones de la membrana de baja densidad, ricas en colesterol y
glicoesfingolipidos y resistentes a detergentes no-idnicos, por ello, también
llamadas fraccion insoluble de la membrana [37, 47, 509]; su funcidén
parece estar relacionada con la regulacion de la transduccion de sefial, ya
que se han encontrado gran cantidad de moléculas sefializadoras asociadas
a ellos (Src kinasas, intercambiadores de GTP, etc.). Su papel fisiologico es
controvertido ya que, en algunos casos, se ha encontrado que pudieran
actuar como plataformas aglutinadoras de estas moléculas (facilitando el
acceso para iniciar la cascada de transduccion de sefial) [47], o bien como
estructuras que secuestran estas proteinas, impidiendo una sefalizacién no

deseada [150, 510].

La posicidn de una proteina en los rafts lipidicos est4 relacionada con
la conformacién de su zona hidrofobica, o region transmembrana de la
misma [511]. Esta posicion puede verse alterada segun modificaciones
postraduccionales [511], o por su asociacion con otras proteinas (como
ocurre con CD26 y CD45R0 [432]). Uno de estos ultimos casos es el de la

union de un ligando a su receptor, como el caso de IL-2 e IL-15, donde la
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cadena a especifica para cada una de estas interleukinas (comparten las
cadenas y y ) se encuentra en zona raft [126, 130] y se desplaza hacia zona
no-raft tras la unidon de la interleukina [126], aunque sobre este ultimo
punto hay datos contradictorios [127, 129]. De la interleukina 12 se sabe
que son necesarias la co-expresion de las dos cadenas del receptor (receptor
de alta afinidad) para maximizar sus efectos [180], y que la expresion de
IL-12R[32 esta directamente relacionada la activacion de la ruta JAK/STAT
[298, 501, 512]. La localizacion de IL-12RB1 e IL-12RB2 en la superficie
celular, antes y después de la union a la interleukina, nos ayudard a

comprender mejor su proceso de transduccidn de seiial.

Las técnicas empleadas para estudiar la presencia/ausencia de una
molécula en los microdominios raft se basan en sus caracteristicas fisico-
quimicas: son ricas en colesterol, resistentes a la solubilizacion con
detergentes no-idnicos y presentan una menor densidad, lo que permite su
separacion mediante gradientes de densidad; es posible, ademas, utilizar
técnicas de microscopia confocal para establecer su proximidad con

moléculas marcadores de zona raft o zona no-raft.
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3.1.2.1 Estudios de localizacion utilizando técnicas

indirectas: citometria de flujo y Western Blot.

La citometria de flujo es una técnica que permite el analisis de un
gran numero de células a la vez, lo que da gran robustez estadistica a los
resultados. Combinando el tratamiento de las células con agentes
desestabilizadores de la membrana y el marcaje con anticuerpos
fluorescentes, se puede inferir la posicion de una molécula respecto a los
rafts. De este modo, se utilizo MBCD, una molécula que tiene la capacidad
de intercalarse entre los esfingolipidos de la membrana, presentes sobre
todo en las regiones raft, extrayendo el colesterol de las mismas. Dado que
el colesterol actia como un agente estabilizador de la membrana, esta
extraccion provoca la alteracion de su estructura y afecta, sobre todo, a
estos dominios ricos en glicoesfingolipidos (y colesterol). La disrupcion de
la estructura de los rafts provoca la liberacion de parte de las moléculas
presentes en ellos [513]. Y, dado que son unas regiones de membrana
resistentes al tratamiento con detergentes no-idnicos, se empled TX100
para eliminar, por solubilizacion de la membrana, las proteinas de las
regiones no-raft [514]. El objetivo del primer tratamiento es enriquecer las
células con las proteinas de regiones no-raft, y el del segundo, aumentar la

proporcion de proteinas de regiones raft.

Para poder analizar la respuesta de las células a la alteracion de los
rafts lipidicos primero estudiamos cémo afectaban al comportamiento de
los marcadores de zona raft (CD59) y zona no-raft (CD71) el uso de dos
métodos de extraccion de colesterol de la membrana, bien mediante MBCD

o bien mediante el enzima colesterol oxidasa (que elimina el colesterol
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modificandolo quimicamente). Como se puede ver en la Figura 28, la
respuesta a diferentes dosis, de MbCD o colesterol oxidasa, en ambos
marcadores parece mucho mas clara en el caso de la dextrina. La
concentracion optima para la extraccion del marcador CD59 fue de 2.5mM,

a la que CD71 practicamente no se vid afectado (como se esperaba).
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Figura 28. Niveles de expresion de los marcadores de zona raft (CD59) y no-raft
(CD71) respecto a los tratamientos con MBCD y colesterol oxidasa. Los linfoblastos
cultivados 3 dias con 10ug/ml de PHA, fueron tratados con diferentes concentraciones de
MBCD (A) o de colesterol oxidasa (B), antes de su marcaje con anti-CD59-FITC o anti-
CD71-PE. Los porcentajes de expresion han sido relativizados, asignando el valor 100 a la
expresion del marcador en ausencia del tratamiento.

También observamos resistencia del marcador CD59 a
concentraciones de MBCD superiores a 2mM. La explicacion a este
resultado podria ser que dado que en ausencia de activacion un porcentaje
de CD59 se halla en el nucleo (core) del raft , una region insensible al
efecto de la MBCD, en condiciones de elevada activacion, como las
nuestras, su presencia en el core podria reforzarse. Es por ello, que se
decidi6 usar otro marcador de zona raft, en este caso el gangliosido GM1,
un lipido exclusivo de zona raft al que se une de forma especifica la
subunidad B de la toxina colérica. Esta particularidad que se aprovecho

para su marcaje utilizando esta toxina conjugada a un fluorocromo (CTB-
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Alexa 488). Como se puede observar en la Figura 29, en cé€lulas activadas
durante 3 dias con 10ug/ml de PHA, para GM1 la concentracion 6ptima de
MBCD para eliminar el marcador GM1 vuelve a ser de 2.5mM. Ademas, se
compard la eficacia de la extraccion de IL-12R[B2 con la efectividad del
tratamiento, observandose que IL-12Rb2 es una proteina sensible al efecto
de este agente; y que elevadas concentraciones de MBCD (5mM)

incrementan la desviacion tipica de los resultados, lo que hace inexacta la

medida.
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Figura 29 Respuesta a la extraccidon de colesterol por MBCD de IL-12RB2 y el
marcador de zona raft GM1. Los linfoblastos cultivados 3 dias con 10ug/ml de PHA
fueron tratados con diferentes concentraciones de MBCD. A) Porcentaje de expresion de
GM1 e IL-12RpB2. B) Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de GM1 e IL-12RB2. Los
niveles de expresion de GM1 posiblemente no desciendan debido a la movilizacion de
reservas procedentes del aparato de Golgi, sin embargo el descenso si es notorio si se
analiza la IMF.

En el caso del TX100, también utilizando GM1 y CD71 como
marcadores de zona raft y no-raft respectivamente, se optimizaron las
condiciones de solubilizacién de las regiones no-raft empleando diferentes
concentraciones del detergente. Como puede observarse en la Figura 30, la
extraccion de fosfolipidos con un porcentaje de TX100 inferior al 0.25%,
en hielo, es suficiente para lograr una notable reduccion de los niveles de

CD71 y un aumento de los de GM1. Decidimos utilizar una concentracion
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del 0.1% de TX100 por ser la menor requerida para el objetivo del
experimento, y generar una menor distorsion en la morfologia de las

células.
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Una vez establecidas las condiciones de extraccion de proteinas de
zona raft (con MBCD) o no raft (con TX100) adecuadas para nuestro
sistema, se procedio al estudio de la localizacion del receptor. Dado que es
obvio que la funcionalidad de un receptor esta claramente condicionada a
su unidn a un ligando, y que la interaccion entre ambos puede desencadenar
cambios conformacionales que alteren su localizacion en la membrana, se
realizaron los experimentos preincubando o no las células con IL-12. De
esta forma, se pretende analizar si la IL-12, al igual que ocurre con la IL-2,

provoca cambios en la localizacidon de las cadenas del receptor.

Para los experimentos realizados con MPBCD (Figura 31A)
utilizamos, al igual que antes, blastos activados 3 dias con 10ug/ml de PHA
y tratados con 2.5mM MBCD (15min a 37°C). Tras el marcaje de las
células (incluidos los marcadores GM1 y CD71) y su andlisis por

citometria de flujo se puede observar como los niveles en superficie de la
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cadena IL-12RB1 se mantienen incluso en presencia de I1L-12; y dado que
es resistente al tratamiento podemos inferir que IL-12R1 se halla en zona
no-raft o en una region resistentes a la MBCD, como es el core del raft. En
el caso de IL-12RB2 (Figura 31B), vemos como el tratamiento con MBCD
solo altera la presencia de esta cadena en ausencia de IL-12, lo que parece
indicar que tras laexposicion de las células a la interleukina, la cadena B2 se

desplaza hacia zona no-raft (se hace menos sensible a la MBCD).
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Figura 31. El tratamiento con MBCD altera los niveles de IL-12RB2 en ausencia de IL-
12, pero no de IL-12RpB1. Los linfoblastos fueron estimulados o no con IL-12, y tratados
con MBCD. El analisis de los resultados de citometria de flujo nos permite observar como
en A) los niveles de IL-12RB1 permanecen inalterados por el tratamiento mientras que en
B) IL-12Rp2 si es susceptible a la extraccion con MBCD en ausencia de IL-12 pero no tras
la estimulacion con la interleukina. Experimentos representativo de 3 con resultados
similares; los resultados se corresponden con la media v desviacion estandar de triplicados.

Estos mismos resultados se observaron con lisados post-nucleares de
células tratadas con MBCD (2.5mM, 15min a 37°C) que fueron analizados
mediante Western Blot. En la Figura 32 se puede observar como la banda
de 94kDa, correspondiente a IL-12RB1, no sufre ningln tipo de alteracion

en sus niveles con el tratamiento, mientras que IL-12RB2 (122kDa)
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presenta una disminucion en su intensidad antes de la preincubacion con

IL-12, pero no después.

IL-12RpL L W

B-actina i—- e | UM G| —— _i —

Linfoblastos

IL-12

1 1 1 1
(5min) T L T + + | + +
1 1 1 1
MBCD 1 - 1 o _ 1
(15min) P+ vt

Figura 32. La cadena IL-12Rp1 es resistente al tratamiento con MBCD e IL-12RB2 sélo
en ausencia de la interleukina. Al igual que en la Figura 31 se utilizaron linfoblastos
incubados con IL-12 y tratados con MPBCD. Las células fueron lisadas y analizadas
mediante WB. Se puede observar como la presencia de IL-12RB1 no varia con el
tratamiento de MBCD, mientras que IL-12Rp2 si en ausencia de la interleukina, confirmando
los datos obtenidos mediante citometria de flujo. La B-actina es utilizada como control de
cantidad de proteina.

Para comprobar estos resultados realizamos el experimento
contrario: solubilizar la zona no-raft de membrana empleando TX100. Las
células activadas 3 dias con 10ug/ml de PHA, fueron tratadas o no con IL-
12 y con TX100, marcadas con los correspondientes anticuerpos (incluidos
los controles GM1 y CD71) y analizadas en un citometro de flujo. Podemos
observar como IL-12RB1 (Figura 33A) si es sensible a este tratamiento,
tanto antes como después de la incubacion con IL-12, algo previsible
teniendo en cuenta que es lo contrario a lo observado con la MBCD. El
mismo efecto contrapuesto se observa para IL-12R[32, que no es extraida de
la membrana antes del tratamiento con IL-12 y, sin embargo, después no
presenta la misma resistencia a la extraccion con el detergente (Figura

33B), lo que coincide con los datos obtenidos con el tratamiento con
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MBCD: la IL-12 modifica la posicion de la cadena B2 respecto a los rafts

lipidicos.
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Figura 33. El tratamiento con TX100 reduce los niveles de expresion de IL-12Rp1, y
solo los de IL-12RpB2 tras la estimulacion. Las células fueron cultivadas estimuladas o no
con IL-12 y tratadas con TX100. En el andlisis de los datos de citometria de flujo podemos
ver como la reduccion significativa de IL-12RB1 (A) se produce antes y después de la
estimulacién con la interleukina. Las células se enriquecen con IL-12RB2 (B) en ausencia de
estimulo luego esta proteina esta en zona raft; sin embargo, este efecto no se observa en
presencia de la IL-12 por lo que parece haberse desplazado de los microdominios. Se
muestran los resultados de media y desviacion estandar procedente de triplicados. El
experimento es representativo varios con resultados similares (n=3).

Con el fin de asegurar la existencia de segregacion diferencial de las
cadenas del receptor de IL-12 en distintos microdomonios de membrana
nos planteamos aislar estos microdominios rafts combinando dos de sus
propiedades: su resistencia a detergentes no i6nicos, como el TX100, y su
menor densidad. Este método se emple6 para purificar raft de linfoblastos
humanos (3 dias a 10pg/ml de PHA) y comparar, mediante Western Blot,
la presencia/ausencia en estos microdominios de ambas cadenas del
receptor. Puede observarse en la Figura 34 como IL-12R[1 esta presente en
zona no-raft, mientras que la cadena IL-12RB2 lo estd en rafts lipidicos.

Estos resultados confirmaron los obtenidos en los tratamientos con MBCD.
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Fraccion: raft  no-raft
[T 1L-12RB1 (~94 kDa)
e VR G IL-12RB2 (—122kDa)
— e . — B-actina (—42kDa)

Figura 34. El aislamiento de los microdominios rat confirma la localizacion de IL-12RB1
en zona no-raft y de IL-12RB2 en zona raft. Linfoblastos activados 3 dias con PHA fueron
lisados con tampoén conteniendo TX100 y sometidos a ultracentrifugacion en gradientes
discontinuos de sacarosa. Las fracciones raft (3 a 6) y no-raft (10-11) fueron juntadas, se
cuantificé la cantidad de proteina presente en ellas y se sometieron a electroforesis y WB. De
este modo se confirmaron los resultados obtenidos por citometria de flujo. La B-actina es
utilizada como control de carga proteica.

3.1.2.2 Localizaciéon de IL-12RB1 e IL-12RB2 mediante
técnicas de visualizacion directa: microscopia

confocal.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, podemos hablar de una
cadena del receptor (IL-12Rp1) situada en zona no-raft antes y después de
la estimulacion con IL-12. Sin embargo, la otra (IL-12R[32) se posicionaria
antes de la incubacién con la citokina en zona raft y después en zona no-
raft, presumiblemente asociada con IL-12RB1. Pero ;es esto asi? La
citometria de flujo es capaz de permitir el andlisis de miles de células pero
requiere la alteracion de la membrana con la MBCD y el TX100, lo mismo
ocurre con los Western Blot realizados a partir de muestras pretratadas con
ellos. Uno de los grandes problemas que presentan los tratamientos con
agentes desestabilizantes de la membrana como éstos, es que podrian dar
lugar a artefactos, y que, por tanto, los movimientos de las moléculas que
observamos sean, en realidad, un reflejo de la alteracion y no del cambio en

su posicion. La mejor forma de evitar estos problemas es visualizar
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directamente ambas cadenas del receptor, y establecer el grado de cercania

fisico existente entre las moléculas mediante microscopia confocal.

Para poder analizar las células en un microscopio confocal, éstas no
solo deben expresar el receptor sino que debemos de hacerlo con
intensidades de fluorescencia y de porcentaje lo mas elevadas que sea
posible. Las condiciones anteriormente empleadas se demostraron
insuficientes dado que, como se ha comentado anteriormente, IL-12R[32
muestra una gran variabilidad en su expresion [239, 249, 250, 288, 501-
505]. Por ello, fue necesario probar nuevas formas de estimulacion celular
que la mejoraran, bien incrementando el grado de activacion celular
mediante la reestimulacion con PHA o Interleukina 2, bien encambiando
otros parametros, (menor cantidad de suero, pH ligeramente acido), que se
han demostrado utiles en el caso de otros receptores como los TGF-R

[515].

Para comprobar si la reestimulacion es efectiva como método para
incrementar los niveles de expresion del receptor de IL-12, se probaron dos
condiciones diferentes: reestimulando con IL-2 o bien con PHA. Para ello,
las células fueron activadas policlonalmente con PHA 2 dias, lavadas y
reestimuladas durante 15h a diferentes concentraciones de ambas. En la
Figura 35A podemos ver como este efecto reestimulador es claramente
positivo, y algo mayor con Ing/ml de IL-2. Incluso cuando se probd a
activar con diferentes concentraciones de PHA 2 dias, y luego la
restimulacion con Ing/ml de IL-2 (Figura 35B) los mejores resultados
volvieron a obtenerse con la concentracion utilizada anteriormente de
10png/ml de PHA. En el caso de algunos receptores, la reestimulacion tras
un lavado en condiciones ligeramente acidas, combinadas con una menor

cantidad de suero en el medio durante algunas horas, provoca un aumento
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en los niveles de los mismos, de ahi que se haya probado la combinacion de
estos factores con la reestimulacion con PHA (10ug/ml). Los resultados de
la Figura 35C (se muestra sé6lo los datos correspondientes a IL-12R[32 por
ser la proteina de mayor interés) nos vuelven a indicar que la restimulacion
es un buen método para incrementar la expresion del receptor, pero el pH
del medio de cultivo no influye en la expresion de esta cadena del receptor;
del mismo modo, tampoco resulta particularmente beneficioso disminuir el
porcentaje del suero del medio de cultivo. También se comprobd que la
densidad celular inicial del cultivo no afecta a la expresion del receptor
(datos no mostrados). Por todo lo anterior se establecieron las mejores
condiciones de cultivo para el estudio de microscopia confocal como:
activacion dos dias con 10ug/ml de PHA, lavado con RPMI (a 37°C, para
mantener estable la temperatura) y la restimulacion durante 15h con Ing/ml

de IL-2.
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Figura 35. Optimizacién de las condiciones de cultivo para microscopia confocal.

A) Las células activadas 2 dias con PHA fueron reestimuladas con diferentes
concentraciones de PHA (izquierda) o IL-2 (izquierda) durante 15h. B) Linfoblastos activados
durante dos dias con diferentes concentraciones de PHA, fueron lavados con RPMI y
reestimulados con 1ng/ml IL-2 durante 15h. En A y en B los lavados se realizaron con RPMI
pH 7.4. En llinea discontinua se indican los niveles de IL-12RB1 e IL-12RB2 sin lavar ni
reestimular. C) Células cultivadas durante 2 dias con 10ug/ml de PHA fueron lavadas a 37°C
con abundante RPMI pH 7.4 o ligeramente acido (pH 6.4). Después fueron cultivadas
durante 15h en presencia de 10ug/ml de PHA en un medio de cultivo con diferentes
concentraciones de suero; se indican los porcentajes de expresion de IL-12Rp2 en las
células sin lavar ni reestimular el dia 2 v 3 de cultivo.
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Para poder ubicar ambas cadenas del receptor respecto a los
distintos microdominios de membrana, es necesario contar con unos
buenos marcadores de zona raft y no-raft. En los anteriores experimentos se
ha utilizado GM1, un glicoesfingolipido considerado residente de zona raft,
y CD71, considerada una proteina exclusiva de zona no-raft; sin embargo,
cuando se realizaron las primeras pruebas con éste ultimo anticuerpo (anti-
CD71 conjugado a PE), comprobamos que no era valido para nuestras
intenciones, ya que su sefial decaia muy rdpidamente (debido a la
fotolabilidad de la ficoeritrina). Para sustituir a CD71 utilizamos Dil
(Vybrant® CM-Dil/C18), un lipido que por sus caracteristicas (grado de
instauracion, etc) se incluye de forma especifica en zona no-raft, y que
tienen la particularidad de ser fluorescente en la misma longitud de onda
que la ficoeritrina. Por estas caracteristicas es considerado como sonda
lipidica, y permite su uso en combinacién con otros marcadores para
determinar la posicion relativa de las moléculas en la superficie celular
[498]. Aunque en un principio este lipido estd optimizado para el marcaje
de las células antes de su cultivo, esto provoca aparicién de unas vesiculas
fluorescentes en el interior celular, posiblemente debido al reciclaje de
membrana, que entorpecen el andlisis microscopico. Asi que decidimos
emplearlo como si fuera un anticuerpo; se optimizé a 4°C, para no danar las
células, y dado que tenia que incluirse en el interior de la membrana (no
como la CTB que se une al gangliosido en superficie), sus incubaciones
fueron realizadas a tiempos mas largos (30min) de lo recomendado

inicialmente por el fabricante.

Una vez puesta a punto tanto las condiciones Optimas para la
expresion del receptor como el marcaje, las células fueron analizadas por

microscopia confocal. Los resultados obtenidos pueden observarse en la
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Figura 36. Los marcadores de zona raft y no raft empleados (pag. 166),
GM1 en verde y Dil en rojo, observandose tanto en el solapamiento de la
sefial (“merged”, color pseudoamarillo) como en el citofluorograma que la
colocalizacion es nula, lo que confirma que son idoneos para este tipo de
experimentos. En la pagina siguiente (pag. 167) se puede ver el marcaje de
IL-12RB1 y, a continuacién, el de IL-12RB2 (pag. 168) en combinacion
con los marcadores GM1 (CTB Alexa-488) y Dil, preincubados o no con
IL-12; los puntos en blanco han sido inclidos para destacar aquellas
regiones donde existe solapamiento de color. Tal y como era de esperar, la
intensidad de fluorescencia de los receptores cuando las células eran
preincubadas con IL-12 fue menor, un efecto problamemente debido a que
la interleukina es parcialmente bloqueante sobre la union entre el
anticuerpo y el epitopo, seguramente porque €ste ultimo es compartido por

ambos [504, 508].

Los resultados obtenidos para ambas cadenas del receptor de 1L-12
confirman los andlisis realizados con MBCD y TX100. Como puede
observarse en la Figura 36 (pag. 167), IL-12RB1 solo colocaliza con Dil, el
marcador de zona no raft. Por el contrario, IL-2R[32 (pag. 168) presenta
cierto grado de colocalizacion con el marcador de zona raft GM1 (marcado
con CTB-Alexa 488) antes de la incubacién con IL-12, y, sin embargo, esta
tendencia se invierte cuando las células son expuestas a la interleukina ya
que el solapamiento de fluorescencias parece reducirse con CTB vy

aumentar con Dil.
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Figura 36. Colocalizacion de IL-12RB1 e IL-12RB2 con los marcadores de zona raft
(GM1, CTB-Alexa-488) y no-raft (Dil) en microscopia confocal. Las células fueron
cultivadas dos dias a 10ug/ml de PHA, y reestimuladas durante 15h con IL-2 (1ng/ml),
después fueron incubadas o no con 10ng de IL-12 antes de su marcaje. Se muestra la
colocalizacion de IL-12RP1 (pagina 167) e IL-12RB2 (pagina 168) con los respectivos
marcadores empleados. En la pagina actual se demuestra la ausencia de colocalizacion
entre CTB y Dil. En blanco se representan los puntos de solapamiento de la sefial.

colocalizacion
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3.1.3 Discusion de los resultados de expresion vy
localizacién del Receptor de IL-12.

El Control de la expresion es clave en los procesos biologicos para
determinar la capacidad de respuesta celular a un determinado estimulo.
Asi, es légico comprobar como determinadas moléculas se hayan
fuertemente reguladas. Como ya se ha comentado anteriormente, IL-12R31
puede hallarse en la superficie de diferentes tipos celulares sin necesidad de
estimulacion previa, dado que ademas es una molécula receptora de la
senal de otras interleukinas. Sin embargo, IL-12RB2 es una de esas
moléculas fuertemente reguladas, como se acaba de mencionar, con sus
niveles de expresion disminuidos en condiciones patoldgicas, por ejemplo.
El papel clave de esta cadena como efectora de la sefial de IL-12 justifica,

sobradamente, la necesidad de centrar en ella nuestros esfuerzos.

Aun a pesar de lo complejo que resulta la optimizacion de unas
condiciones de cultivo generales para una molécula con tanta variabilidad
interindividual en su expresion como es IL-12RB2, se han logrado
establecer unas condiciones de activacion suficientes para su estudio
sorteando este pequefio inconveniente. Esto nos ha permitido analizar la
posicion en superficie de ambas cadenas del receptor respecto a los rafts
lipidicos, una cuestion que cada vez mas destaca por sus implicaciones en
la transduccion de sefial. Asi, la presencia o ausencia de una molécula en
los microdominios raft, en este caso un receptor, se asocia a determinadas
enfermedades como la resistencia a la insulina [516], enfermedades
cronicas [517, 518], canceres [519], Alzheimer [520], Lupus Eritematoso
Sistémico [521-524], distrofias musculares, enfermedades

cardiovasculares, etc [525]. En nuestro caso, hemos logrado establecer que,
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en condiciones no patologicas, IL-12Rf1 se halla en la zona no-raft,
mientras que IL-12RB2 si se encuentra en rafts lipidicos. Tras la unién de
IL-12, se produce un desplazamiento hacia zona no-raft de la cadena [32.
Este movimiento no es extrano, dado que ya ha sido descrito para la cadena
a del IL-2R (también conocido como CD25) por Marmor y Julius [126],
que describe un movimiento similar de zona raft a zona no-raft, en donde
se uniria a las otras dos cadenas del IL-2Ry e IL-2R[} (aunque hay trabajos
que indican que la unién podria producirse en zona raft [127, 129, 130]); en
este caso, ademas, se determind que la transduccion de sefal se producia en
la zona no-raft, pero en la mayor parte de los estudios se ha asociado la
transduccion de sefial de citokinas via JAK/STAT con la presencia de estas
moléculas en zona raft [526, 527]. En cualquier caso, no tenemos datos que
nos indiquen si la transduccion de sefial de la IL-12 se inicia en zona raft o
no, pero si podemos suponer un mecanismo regulador de la misma basado
en la posicion de ambas cadenas del receptor al igual que sucede con IL-2 e

IL-15.
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3.2 Proliferacion e 1L-12

3.2.1 La MAPK ERKZ1/2 se activa en respuesta a la
IL-12

La presencia de un receptor en la superficie celular determina que
una célula pueda responder a su ligando. Pero cada vez es mas importante
el papel que desempena la localizacion de los receptores sobre la superficie
de la membrana plasmatica, sobre todo con respecto a su
posicionamiento/compartimentalizacion en los microdominios raft o no
[528-532]. Tal y como hemos visto, de las dos cadenas del receptor, IL-
12RB1 se halla en zona no raft, mientras que IL-12RB2 es capaz de
desplazarse desde los microdominios raft hacia los no-raft tras la unién de
la interleukina. ;Como afecta esto a la transduccion de senal de la citokina?
Se sabe que, en la misma, intervienen dos kinasas JAK asociadas a los
receptores, JAK2 y Tyk2 [279], que a su vez, son responsables de la
fosforilacion de un factor de transcripcion, STAT4 [288, 290, 533],
necesario para la produccion de IFNy por las células [534, 535]; para
maximizar este efecto STAT4 debe, ademas, ser fosforilado por la MAPK
p38 [310]. Sin embargo, este modelo tan simple tiene lagunas importantes
porque soOlo explica la produccion de IFNy [285], olviddndose de la
activacion de otras proteinas como STATI1, STAT3, STATS [283], y del
posible papel que éstas puedan desempefiar en el resto de funciones de la
IL-12. Nuestro objetivo se centra en el papel proliferativo que tiene esta
interleukina porque aunque no pueda ser considerada como un estimulo

mitogénico para las células T (como la IL-2), su presencia es determinante
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para la expansion del fenotipo Thl y el desarrollo de una respuesta tipo

celular en la defensa frente a patdgenos intracelulares [379, 536].

3.2.1.1 La estimulacion de linfoblastos con IL-12 provoca la
fosforilacion en residuos de tirosina de multiples

proteinas

La fosforilacion proteica en residuos de tirosina ha sido propuesta,
desde su descubrimiento, como un importante mecanismo de transduccion
de sefial regulando, principalmente, la respuesta inmediata a un estimulo.
Tiene un papel clave en el control del ciclo celular, la diferenciacion celular
o la regulacién de la traduccion proteica. Por ello, se empezé disefiando un
experimento sencillo que mostrara la respuesta a la IL-12. Se escogi6 la
fosforilacion en tirosina porque es un proceso implicado en practicamente
todos los tipos de respuesta celular. Para ello, partiendo de linfoblastos
activados durante 3 dias, en las condiciones antes descritas para maximizar
la expresion del receptor de IL-12 (apartado 3.1), se realizaron analisis de
fosforilacion en tirosina en respuesta a [L-12 a diferentes tiempos mediante
Western Blot, utilizando para su revelado un anticuerpo pan-fosfotirosina
(clon PY20). Como se puede observar en la Figura 37, la presencia de IL-
12 provoca un cambio importante en el patrén de proteinas fosforiladas de
los linfoblastos. Los estudios realizados a diferentes tiempos indican una
cinética muy rapida y sostenida en el tiempo. El nivel basal de
fosforilacion, que aparece a tiempo cero (sin estimulo), se explica con la
actividad remanete del mitogeno empleado en el cultivo (PHA), ademas de
que pueden tratarse de niveles basales de fosforilaciéon de mantenimiento

de la maquinaria metabdlica de la célula.
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206 kDa
128 kDa

81.1 kDa

40.6 kDa

31.6 kDa

Figura 37. Aumento de la fosforilacion en tirosina tras la activaciéon por IL-12. PBMCs
humanos activados con PHA durante 3 dias y posteriormente incubados con IL-12 durante
los intervalos de tiempo indicados. Las muestras fueron lisadas y sometidas a Western blot.
Para el revelado se utilizé el anticuerpo PY20. Este resultado confirma que la fosforilacion
de residuos de tirosina es un mecanismo de sefializacion en la transduccion de la sefial de
esta citokina (n=3).

Para identificar algunas de las proteinas que pudieran estar
implicadas en la transduccion de sefial de IL-12, se calculd el peso
molecular de aquellas bandas que mostraban una induccidén clara en
respuesta a la citokina. Para ello se emple6 un patron de proteinas de peso
molecular conocido. En la Tabla 1 podemos ver los pesos moleculares de
estas proteinas, asi como una induccién clara de las fosforilaciones en de

especies proteicas de bajo peso molecular.
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Tiempo en minutos

0 0.5 1 3 5 10 15 30 60

275 | 275 | 275 | 275 | 275 | 275
133 | 133 | 133 | 133 | 133 | 133 | 133 | 133
73 | 73 | 73 | 73 | 73 | 73 | 73 | 73 | 73
64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64 | 64
58 | 58 | 58 | 58 | 58 | 58 | 58 | 58 | 58
56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56
43 | 43 | 43 | 43 | 43 | 43 | 43 | 43
38 | 38 | 38 | 38 | 38 | 38 | 38 | 38
34 | 34 | 34 | 34 | 34 | 34 | 34 | 34
31 | 31 | 31 | 31 | 31 | 31 | 31 | 31
24 | 24 | 24 | 24 | 24 | 24 | 24
22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22 | 22

Peso molecular (kDa)

Tabla 1. Pesos moleculares de las proteinas que aparecen fosforiladas en respuesta a la
IL-12 de la Figura 37.

Algunas de las proteinas que presentan una induccién manifiesta de
la fosforilaciébn en tirosina coinciden con proteinas conocidas y

relacionadas con IL-12:

» 133kDa, podria corresponderse con Tyk2, ya que su peso
molecular coincide con esta kinasa y se fosforila en Tyr en

respuesta a [L-12 [279].

» 56kDa: podria tratarse de la Lck, una kinasa src en la que la
fosforilacion y defosforilacion determina enormemente su

actividad. Su activacién ya fue descrita en células NK [321].
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» 43kDa: podriamos relacionarla con la MAPK ERK1/2, con peso
molecular de 44/42kDa descrita por Pignata et al. en 1994 [537]

utilizando también linfoblastos humanos.

» 38kDa: se corresponderia con otra MAPK, p38, ya descrita en
linfoblastos humanos [310, 311, 326, 538]. Aunque se ha
descartado su participacion en los procesos proliferativos
asociados a esta interleukina [285] parece ser importante en la

producion de IFNy.

3.2.1.2 IL-12 provoca la activacion de la via de MAPK Raf-
Mek1/2-ERK1/2.

El uso de anticuerpos especificos de la forma fosforilada y activa de
una proteina permite tener una imagen mas cercana de lo que ocurre en la
transduccion de sefial, y permiten, ademas, medir el nivel de actividad de
una determinada via reguladora mas alla del simple andlisis de expresion de
RNA [539-543]. Un fallo en estas vias reguladoras puede dar lugar a una
respuesta descontrolada, alterando el metabolismo o, incluso, generando
tumores. Por tanto, es posible valorar la progresion de un tumor y su

invasividad midiendo el estado de fosforilacion de sus proteinas [544-547].

De las 3 MAPKSs conocidas: p38, INK y ERK1/2, la primera ya ha
sido implicada en la produccion de IFNy [326]. Sin embargo, es ERK1/2 la
que mas interés despiertd en nuestra investigacion, dado que estd implicada
en la mayor parte de rutas proliferativas y de expresion proteica [15]. Para

comprobar si ERK1/2 eformaba parte del mecanismo de transduccion de
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sefial de la IL-12, se realizaron experimentos similares a los de
fosforilacion en tirosina, pero esta vez utilizando un anticuerpo
fosfoespecifico para cada una de las proteinas implicadas en la ruta de
activacion y alguna de las posibles dianas de esta MAPK. Las proteinas y

residuos fosforilados reconocidos por los anticuerpos son:

e Raf (Ser338)

o MEKI (Ser217/Ser221)
e ERKI1/2 (Thr202/Tyr204)
e ELK1/2 (Ser383)

e p90-Rsk (Ser380)

En la Figura 38, puede observarse la activacion secuencial de la via
de ERK1/2. Los linfoblastos fueron estimuldos a diferentes tiempos con IL-
12. Mediante un Western Blot con los anticuerpos fosfoespecificos antes
mencionados se puede observar como esta via si se halla activada en
respuesta a la IL-12, de una forma sostenida y prolongada en el tiempo. El
maximo de activacion de Raf parece estar en los 15 minutos a partir del
cual se estabiliza. En el caso de ERK1/2 hay un aumento claro y notorio de
la fosforilacion a partir de los 30s y hasta 1 hora. Aunque no se aprecie un
cambio significativo en la activacion de MEK1, es logico pensar que si su
predecesora en la cascada (Raf) y su sucesora (ERK1/2) estan activas,
también lo deberia estar ella. Es muy probable que la ausencia de sefial de
MEKI se deba a un problema mas metodologico que experimental, ya que
una baja afinidad del anticuerpo fosfoespecifico por el epitopo fosforilado,
explicaria porque ni cambiando las condiciones de stripping, ni revelando
directamente con este anticuerpo (sin el stripping previo) se observa un

aumento de la sefial. Por lo que respecta a las posibles dianas estudiadas de
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ERK1/2 (p90-Rsk y ELK-1) ninguna de ellas presenta aumento de
fosforilacion; podemos suponer, por tanto, que ninguna de ellas se activa en
respuesta a la IL-12 y que son otros factores de transcripcion o proteinas

los mediadores de la funcion de ERK1/2.

0 05 1 5 10 15 30 60 minutos

RAF m»umom

(p74)

MEK1 PR——— —

- ™

(p45)
ERK 1/2 . L ™

(p44/42)

ELK-1

(p62)

Figura 38. Cascada de fosforilacion de la ERK1/2. Las flechas indican el sentido de la
via. Las distintas bandas han sido obtenidas de los Western Blot revelados con los
anticuerpos especificos contra las formas fosforiladas de las proteinas que aparecen
indicadas a la izquierda. Cada proteina fue analizada en un minimo de tres sangres

diferentes.
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3.2.1.3 ERKI/2 se activa en respuesta a la IL-12: Estudios

de cinética mediante citometria de flujo.

Los datos obtenidos por Western Blot son evidentes acerca de la
activacion de la ruta de ERK1/2, sin embargo presentan un problema
respecto de cuantificacion de la cantidad de proteina: su homogenizacion
en todos los canales de la electroforesis. Este inconveniente metodologico
puede evitarse utilizando la citometria de flujo, donde se puede monitorizar
el grado de fosforilacion de muchas células, y en cada una de ellas de
forma individualizada [548]. Por ello, linfoblastos activados para
maximizar la expresion del receptor de IL-12 (y, por tanto, la sefalizacion)
fueron activados con IL-12 a diferentes tiempos. Para detener la reaccion
de fosforilacion, las células fueron fijadas con paraformaldehido de forma
inmediata y permeabilizadas. El marcaje intracelular, Figura 39, muestra
como claramente hay un incremento en la fosforilacion de ERK1/2 en
respuesta a IL-12, que luego desciende a partir de los 5 minutos.
Posiblemente, este descenso (no observado en el Western Blot) se deba a
que ERK1/2 penetra en nucleo tras su fosforilacion para, a su vez,
fosforilar factores de transcripcion como c-jun [549]. Dada la comodidad
de esta técnica, al poder combinar el marcaje intracelular con el de
superficie, decidimos emplearla en los sucesivos experimentos, utilizando 5

minutos como tiempo optimo de referencia.
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Figura 39. Cinética de activacion de ERK1/2 mediante citometria de flujo.
Linfoblastos activados 3 dias con PHA, fueron estimulados con anticuerpo anti-CD3
(clon OKT3) o bien con IL-12. La reaccion fue parada a diferentes tiempos, fijando las
células con PFA antes del marcaje intracelular (anticuerpo fosfoespecifico de ERK1/2
(T202/Y204) conjugado con Alexa 488). Se muestra la media de triplicados; n=3.

3.2.1.4 ERK1/2 se activa en respuesta a la IL-12:

Cuantificacion de la respuesta mediante el uso del

CBA FlexSet.

Una alternativa que permite compatibilizar el uso de lisados con la
sensibilidad de la fluorescencia, y que es, ademas, capaz de cuantificar la
cantidad de proteina presente, es el CBA FlexSet de BD Biosciences. En
este método se utilizan unas microesferas con una determinada cantidad de
dos fluorocromos, combinados para que la intensidad de fluorescencia de
cada uno determine una diferente posicion (x,y) en la pantalla del
citometro. Cada posicion esta asignada a una proteina, y, por tanto, esa
microesfera tiene en su superficie un determinado anticuerpo de captura.
Una vez incubadas las esferas con el lisado, se procede al marcaje con un

anticuerpo que reconoce otro epitopo de la misma proteina conjugado con
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un tercer fluorocromo, que es el que determina la cantidad de proteina de
nuestro interés que hay en la muestra. Es un modelo tipo “sandwich” que
tiene la misma sensibilidad que un Elisa; ademas, esta combinacion de
anticuerpos y fluorocromos permite el analisis en una misma muestra de
diferentes proteinas a la vez. En nuestro caso se emple6 esta técnica par
medir el grado de fosforilacion de las MAPK: p38, INK y ERK1/2. Para
ello, cultivamos durante 3 dias PBMCs en presencia de 10pug/ml de PHA,
después las células fueron estimuladas (o no) con IL-12 (10ng/ml) o PMA
(20mM, control positivo) durante Smin a 37°C. Una vez lavadas las células
con PBS frio, se lisaron con el tampdn de lisis con base SDS (suministrado
por el fabricante), el DNA se rompi6 pasando la muestra por una jeringa de
insulina y se comprobd la cantidad de proteina del lisado mediante BCA.
Una vez igualada la cantidad de proteina, se realizaron las incubaciones con
las microesferas siguiendo las instrucciones indicadas. Puede verse en la
Figura 40 como el desplazamiento a la derecha de la fluorescencia es
notorio en respuesta a la IL-12 para p38 y ERK1/2, lo que indica una

activacion de estas MAPK, lo que no ocurre, sin embargo para JNK.
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Figura 40. Analisis de la activacion de las 3 MAPK (p38, JNK1/2 y ERK1/2) mediante
CBAFlexSet. Los linfoblastos fueron activados con IL-12 y lisados, antes de la captura de
las protéinas fosforiladas (fosfo-p38, fosfo-JNK1/2 y fosfo-ERK1/2) y su revelado. El

incremento de la fluorescencia medido a los 5 minutos, es obvio para p38 y ERK1/2. La
cuantificacion se realiz6 utilizando una recta patrén para cada una de estas proteinas.

La cuantificacion es posible por la extrapolacion de la cantidad de
proteina capturada (tercer fluorocromo) con el valor obtenido en una recta
patron. Como se puede ver en la Tabla 2, la activacién con IL-12 provoca
un aumento significativo de la fosforilacion de p38 (como era esperado) y
de ERK1/2 (lo que confirma nuestros datos anteriores). Por supuesto, esta
activacion no es tan llamativa como la del control positivo de PMA (73 vs.
13 veces); pero no hay que olvidar que las citokinas ejercen su accion
modulando la respuesta inmune de una forma mas discreta, y que, ain asi,

la activacion de ERK1/2 es muy importante.
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IL-12 PMA
T=0 min T=5 min % %
p38 135.23 pg/ml 575.96 pg/ml 4.25 2.72
JNK 11.53 pg/ml 12.71 pg/ml 1.10 1.70
ERK 19.24 pg/ml 251.85 pg/ml | 13.10 | 72.74*

Tabla 2. Cuantificacion de la activacion de las MAPK: p38, JNK1/2 y ERK1/2. El
porcentaje se calculd dando al tiempo cero un valor relativo de 1 (tanto por uno).* Valor
fuera de rango.

Como comprobacion de los resultados del CBA Flex Set, se realizé
un Western Blot de los mismos lisados utilizando el mismo anticuerpo
fosfoespecifico que empleamos en la técnica. Para ello, los lisados fueron
mezclados con tampon de muestra, se cargaron 10pg de proteina por canal
en un gel del 12% de acrilamida. En el revelado se procedio6 igual que con
cualquier otra proteina fosforilada. Como se puede observar en la Figura 41
el CBA Flex Set es eficaz en la deteccion de la fosforilacion proteica, por

lo que puede ser utilizada como alternativa al Western Blot.

Sin
tratamiento

Fosfo-ERK1/2 - |

Bactina NN S S—

PMA IL-12

Figura 41. Comprobacién de los resultados de fosforilacién de ERK1/2 del CBA FlexSet
mediante Western Blot. Se emplearon las mismas muestras de la Figura 40, y el mismo
anticuerpo fosfoespecifico de captura de ERK1/2 que el protocolo. También se realiz6 una
comprobacion de la carga proteica mediante el stripping y posterior revelado con B-Actina.
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La activaciéon de una MAPK p44/p42 en respuesta a la IL-12 fue,
inicialmente, descrita por Pignata et al. en 1994 [537]. Desde entonces,
varios autores han tratado de relacionar esta banda de 44/42kDa con la
MAPK ERK1/2 sin éxito. Se ha llegado a a afirmar que la banda descrita
en Pignata et al. podria tratarse de la MAPK p38, dado que tienen un peso
molecular similar, el sustrato MBP es utilizado por ambas y porque los
anticuerpos utilizados no eran totalmente especificos [310]. Sin embargo,
en nuestro caso, hemos encontrado que ERKI1/2 se fosforila en una
respuesta rdpida a nuestra interleukina utilizando anticuerpos totalmente
fosfoespecificos. Diferencias en el método de activacion empleado en cada
caso pueden explicar las discrepancias obtenidas: asi en el caso de Visconti
et al. [310] se utilizo Concavalina A y nosotros PHA para activar las
células; en el caso de Athié et al. [325] se empled IL-2 desde un primer
momento en el cultivo. Ambos métodos son fuertes activadores per se de
ERK1/2 lo que puede enmascarar su activacion por IL-12 dado que ya hay
un fuerte estimulo basal de partida (confirmado con datos propios en
nuestros ensayor, datos no mostrados). Ademas, el andlisis de activacion de
p38, INK1/2 y ERK1/2 nos ha permitido diferenciar, sin lugar a dudas, a
las dos MAPK, p38 y ERK1/2.

Por otro lado, nosotros hemos encontrado activacion de la MAPK
ERK1/2 en tiempos largos, de hasta 1h, lo que parece ser importante para
promover la proliferacion celular [322]. Sin embargo, algunos autores
indican que fosforilaciones prolongadas (1.5h a 24h) de ERK1/2 activan
procesos de muerte programada mas que de division celular [550]. En el
caso de IL-12, esta opcidn parece descartarse, ya que combinando el efecto
de esta citokina con IL-4 e IL-7, muestran como, sin incrementarse el

rescate de la apoptosis, hay mayor proliferacion [551].
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3.221L-12 provoca un incremento de la
proliferacion en linfoblastos humanos

Como se ha comentado anteriormente, la interleukina 12 tiene un
efecto proliferativo en células T o NK resting, pero sélo si éstas se hallan
pre-activadas por la via del TCR/CD3; es decir, necesita de la
coestimulacion mediante PHA, aloantigenos, anticuerpos anti-CD3,
diésteres de forbol, o la IL-2 [163]. Posiblemente, esto es debido a que IL-
12 s6lo puede transmitir sefales proliferativas a traves de la cadena 2 pero
no de B1 [501, 502], y para la expresion de esta cadena necesita de la
activacion via TCR [503]. A pesar de que la proliferacion inducida por IL-
12 es un efecto muy conocido [152, 155, 219, 250], apenas estd estudiado:
se sabe que es reforzada por citokinas como la IL-2 [250] u otras
aparentemente antagonicas como pueden ser la IL-4 o la IL-7, tipicas de
fenotipo Th2, via un proceso mediado por STAT3 [551]; pero, sin
embargo, no se conoce el mecanismo de transduccion de sefial asociado
unicamente a la IL-12. Por ello, se disefiaron una serie de experimentos que
nos permitieran relacionar el efecto proliferativo de la IL-12 con alguna de
las JAK kinasas asociadas al receptor. Ademds, una vez confirmada la
activacion de ERK1/2 utilizando 3 métodos diferentes, y dado que una de
sus principales funciones es la de inducir la proliferacion celular [16],
intentamos averiguar si ¢éste es el papel que juega su activacion en
respuesta a la interleukina y cual es el factor de transcripcion implicado en

la misma.
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3.2.2.1 La concentracion celular y la dosis de PHA influye

en el grado de proliferacion de los linfocitos T.

Se sabe desde hace tiempo que la inhibicion por contacto entre
células es un importante mecanismo de regulacion de la proliferacion
[552], por ello, era necesario conocer como afectaba la concentracion
celular en nuestras condiciones de cultivo. Realizamos un experimento
preeliminar, en el que pusimos en cultivo diferentes densidades ceulares y
de PHA durante 3 dias. Al final de este periodo se procedio al contaje de
las células recogidas comparando el n° final de células con el de partida. En
la Tabla 3 podemos ver como la tasa de proliferacion (n° final de células
recogidas/ n° inicial de células) es mayor pcuanto menos es la densidad
celular inicial. Ademas, tal y como se recogia en la Figura 25, la elevada
concentracion de mitdégeno entrafiaba una gran mortalidad celular, lo que
implica que el namero de células recogidas era mucho menor de lo que se

esperaria al aumentar la concentracién de PHA.

Concentracion inicial » _
] Concentracion de PHA en el cultivo
de células/ml

10pg/mil 20ug/ml 40ug/ml
0.5x10° 11.04 1.68 3.6
1x10° 1.8 2.64 1.98
2x10° 1.2 1.8 1.11

Tabla 3. Tasa de proliferacién de los cultivos segun la concentracion inicial de células y
PHA (Tasa de proliferacion= n° final/n® inicial de células)
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3.2.2.2 Optimizacion de las condiciones de cultivo para

maximizar el efecto proliferativo inducido por IL-12

Para poder estudiar el efecto proliferativo de IL-12 fue necesario
analizar si las condiciones de cultivo que maximizaban la expresion del IL-
12R, eran Optimas también en proliferacion. Con este fin estudiamos por
citometria de flujo el efecto en la proliferacion celular de diferentes
concentraciones de PHA en combinacion con IL-12. Los resultados pueden
observarse en la Figura 42, donde las PBMCs fueron marcadas con CFSE,
y cultivadas 5 dias con diferentes concentraciones de PHA y distinta
densidad celular inicial del cultivo, en presencia o no de IL-12.
Observamos que la concentraciéon de PHA elevada (5pug/ml) enmascaraba
el efecto de la interleukina, por ello, hubo que reducir la cantidad de
mitdégeno. Ademds, teniendo en cuenta la inhibicidn por contacto entre
células, se considerd la concentracion celular como un factor adicional de
interferencia en nuestras observaciones. Las mejores condiciones para
observar el efecto de IL-12 son 0.25x10%¢lulas/ml y 1.25pg/ml de PHA,
aunque, al igual que ocurre con la expresion de la cadena IL-12Rp2, existe

variabilidad interindividual en la intensidad del efecto proliferativo.
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Figura 42. Efecto de la concentracién celular inicial y de la cantidad de mitdgeno en
los cultivos. Las células fueron marcadas con CFSE y cultivadas durante 5 dias con
diferentes concentraciones celulares y de PHA, en presencia o ausencia de IL-12
(2ng/ml). En el eje de abscisas se representa el porcentaje de células que se han
dividido, al menos, una vez (Rf). Es un experimento representativo de n=4
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3.2.2.3 JAK2 media la respuesta proliferativa activada por

IL-12.

Una vez conocidas las mejores condiciones para observar la
proliferacion inducida por IL-12, nos propusimos averiguar cual de las dos
kinasas asociadas al IL-12R (JAK2 o Tyk2) se halla ligada al efecto
mitogénico de esta interleukina. En sistema murino, se ha logrado
relacionar la produccion de IFNy con Tyk2 y la cadena IL-12RB1, y la
proliferacion con JAK?2 e IL-12RB2 [294, 553]. En humanos, se sabe que la
expresion de 2 esta relacionada con una mayor induccion de proliferacion,
pero nunca ha habido datos concluyentes al respecto [280, 500, 554, 555].
Para poder confirmarlo, se cultivaron PBMCs marcadas con CFSE en
presencia de inhibidores de JAK kinasas especificos, las tyrphostinas Al (o
AGY, inhibe Tyk2) y B42 (o AG490, inhibe JAK?2). Estas moléculas
presentan gran especificidad por su sustrato y ademds son utilizadas en
ensayos con animales [553, 556, 557], lo que permite una aproximacién a
una futura aplicacion en medicina de estos resultados. La concentracion
elegida en los ensayos de dosis-respuesta para trabajar con estos
inhibidores fue 25mM, dado que se observa la inhibicion de JAK2 pero no
de Tyk2. Podemos ver en la Figura 43 que sélo el inhibidor de JAK2
(tyrphostina B42) es capaz de inhibir la proliferacion inducida por IL-12.
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Figura 43. La proliferacién inducida por IL-12 es inhibida por tyrphostin B42
(inhibidor de JAK2). Las células fueron marcadas con CFSE vy cultivadas
(0.25x1060élulas/ml) con 1.25ug/ml de PHA, en presencia o no de IL-12 y con una
concentracion de inhibidores de 25mM. En el eje de abscisas se representa el incremento
de proliferaciéon observado en presencia de IL-12 respecto a PHA en tanto por cien:

[(IMF de PHA-IMF de IL-12)/IMF de PHA)*100].

Los datos pertenecen a la media de triplicados. Es un experimento representativo de n=3.

3.2.2.4 CD26 es marcador de proliferacion en respuesta a la

IL-12.

CD26 es una dipeptidil peptidasa de membrana, que también puede
encontrarse en forma soluble. Entre las funciones de esta proteina destaca
su asociacion con otras moléculas y vias de sefializacion [558-564]. En
1997 nuestro grupo de investigacion describid un incremento de los niveles
de CD26 en linfoblastos humanos inducida por IL-12, pero no por IFNy
[433]. Este efecto es evidente s6lo a partir del segundo o tercer dia de
preactivacion de las células T con PHA, lo que la relaciona con los niveles

de expresion de IL-12RB2 y su kinasa asociada, JAK2; e indicando, a su

189



Proliferacion e Interlenkina 12

vez, que ambos acontecimientos estan relacionados. Este incremento de los
niveles de CD26 desplaza a la fosfatasa CD45R0 desde zona raft hacia
zona no-raft, un movimiento que se ha relacionado con la capacidad de
regulacion de la proliferacion via TCR [432]. Dado que JAK2 regula la
respuesta proliferativa, es posible que CD26 esté¢ relacionado con este
efecto de la IL-12. Con el fin de estudiar la implicacion de CD26 en la
respuesta proliferativa a la IL-12 se compararon los niveles de CD26 y
CD45R0, en células cultivadas 5 dias con 1.25ug/ml de PHA, en presencia
o ausencia de 2ng/ml de IL-12, y de los inhibidores de JAKs: tyrphostinas
Al y B42. Como se puede observar en la Figura 44A, el inhibidor B42 era
capaz de eliminar el efecto regulador de IL-12 sobre CD26, lo que indica
que CD26 es un marcador del grado de respuesta proliferativa mas que de
produccién de IFNy. Ademds, este mismo inhibidor elimind el efecto
negativo de IL-12 sobre la intensidad media de fluorescencia de CD45R0,
que se ha sido relacionado por nuestro grupo con la mayor interaccion de
esta fosfatasa de tirosina con CD26 y el desplazamiento del complejo
CD26-CD45R0 hacia las zonas ricas en fosfolipidos de la membrana

plasmatica (no-rafts), Figura 44C [432].
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Figura 45. Influencia de las JAK kinasas sobre la expresion de CD26 y CD45R0.
Linfoblastos cultivados 5 dias con 1,25ug/ml PHA a 1x10%células/ml en presencia de
los inhibidores Al y B42 (25mM). A) Porcentaje de células que expresan CD26 y B)
CD45R0. C) IMF de CD45R0. Es un experimento representativo de n=3.
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Dado que CD45R0 es una fosfatasa que ha sido implicada en la
defosforilacion de JAK kinasas [565], podria deducirse que su union a
CD26 y desplazamiento hacia zona no-raft estd relacionado con Ila
desactivacion de la sefial proliferativa dependiente de IL-12. Sin embargo,
esto no es probable dado que el maximo de este efecto esta a los 5 dias de
activacion con PHA e IL-12 [433] y, sin embargo, la cadena IL-12R[2 s6lo
aparece hasta el 3°-4° dias. Si es posible, en cambio, que sea necesaria su
presencia en zona no-raft para desactivar a la otra JAK kinasa asociada a
este proceso, Tyk2, que esta asociada a IL-12RB1, que si se encuentra en
las células a los 5 dias, en zona no-raft y que se ha relacionado con la
producciéon de IFNy inducida por IL-12 [284, 294]. Asi en un panorama
general, podemos suponer que IL-12R[2 a través de JAK2, es responsable
del proceso proliferativo y que aquellas células que mas responden a la IL-
12 también incrementan sus niveles de CD26. Esta proteina se une en
superficie a CD45R0, que se desplaza paulatinamente hacia zona no-raft,
en un proceso que concluird a los 5 dias con un enriquecimiento de estas
regiones y la defosforilacion de Tyk2 asociada a IL-12RB1. Esto
redundaria en una disminucion de la produccién de IFNy inducida por IL-
12. El desplazamiento de CD45R0 hacia zona no-raft también ha sido
relacionado con la activacion de la via ERK1/2 en sistema murino [566], y
con un incremento de la proliferacion en respuesta a citokinas como la IL-6
[567]; por lo que ademas de regular negativamente la produccion de IFNy
podria ser un mecanismo de rfuerzo de la actividad proliferativa de IL-12.
Este mecanismo de control de la sefial mediante compartimentalizacion de
las diferentes moléculas implicadas, no es incompatible con la existencia de
una regulacion a nivel de expresion génica basado en SOCS, que impida la

sefializacion de IL-12R [348-350].
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3.2.2.5 ERKI1/2 media el efecto proliferativo de la IL-12

La MAPK ERK1/2 estd implicada en un gran nimero de procesos de
sefializacion: traduccidon proteica, induccion de apoptosis y proteccion
frente a la misma, migracion, etc [324], pero su funcion mas importante
esta ligada a la induccion de los procesos proliferativos [16, 568]. Por ello,
utilizando un inhibidor especifico de esta MAPK nos dispusimos a
averiguar si en este caso también se la relaciona con este efecto de la IL-12.
El inhibidor escogido en este caso fue el ERKi (3-(2-Aminoethyl)-5-((4-
ethoxyphenyl)methylene)-2,4-thiazolidinedione, HCI), que puede penetrar
en las células e inhibe de forma especifica la interaccion de ERK1/2 con
sus sustratos (principalmente se une a ERK2, p42) [569]. En este caso
escogimos este inhibidor y no el clasico U0126, que bloquea la interaccion
de MEKI1 con ERK1/2 impidiendo su fosforilacion, porque U0126 tiene la
capacidad de volverse fluorescente en cultivo, lo que interfiere con nuestra
mediciones de proliferacion con CFSE en el citometro [570]. En la Figura
45 puede observarse como en células marcadas con CFSE y cultivadas en
presencia del inhibidor de ERK (ERKi), la proliferacion debida a 1L-12
disminuye segiin se aumenta la concentracion de inhibidor, lo que relaciona
directamente a ERK1/2 con proliferacion. También indica que la IL-12
potencia rutas de transduccién de seiales implicadas en proliferacion

comunes a las desencadenadas via TCR.
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Figura 45. Efecto de ERKi
sobre la proliferacion
inducida por IL-12. PBMCs
marcados con CFSE previo a
su cultivo con 1.25ug/ml de
PHA  (0.25x10°céulas/ml) 'y
cultivados en presencia de
diferentes concentraciones de
inhibidor ERKi. Al cabo de 5
dias, fueron lavadas y la lectura
de fluorescencia medida en un
citometro. Rf: porcentaje de
células que se han dividido, al
menos, una vez. Se presenta
media y desviacion estandar de
triplicados. Es un experimento
representativo de n=3.
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3.2.2.6 La fosforilacion de ERKI1/2 esta ligada a la

estabilidad de los rafts lipidicos y estd mediada por

IL-12RB2 y JAK2.

La pregunta que surgid en este momento de la investigacion fue

(cual de las dos cadenas del receptor de IL-12, o sus kinasas asociadas, es

responsable de la activacion de la cascada de ERK1/2? Como ya hemos

comentado anteriormente,

la senalizacion celular estd directamente

relacionada con la posicidn respecto a los rafts lipidicos de los receptores.

Dado que la cadena B2 es la que sufre un proceso de translocacién cuando

se une a la IL-12, pasa de encontrarse en zona raft a desplazarse hacia zona

no-raft; y, por tanto, el tratamiento con MBCD alterara no s6lo su presencia

en la superficie, sino también el proceso de transduccion de sefial asociado.
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Por ello, células activadas 3 dias con PHA (10pg/ml), para maximizar la
expresion de la cadena IL-12R[2, fueron tratadas o no con 2.5mM de
MBCD (15min a 37°C) antes de su estimulacion, o no, con IL-12 durante 5
minutos. Posteriormente, cada muestra fue dividida en 2 alicuotas para
realizar ambos ensayos: citometria y Western Blot. La deteccion
intracelular de la fosforilacion de ERK1/2 muestra (Figura 46) como la
MBCD es capaz de reducir de forma significativa la activaciéon de ERK1/2,
resultados que fueron confirmados mediante Western Blot. Estos datos,
junto con los anteriores, ponen de manifiesto que los raft son importantes
para la activacion de ERK1/2. Como IL-12R[32 es una proteina residente en
estos microdominios y, ademads, capaz de mediar los efectos de IL-12
incluso en ausencia de IL-12RB1 [296], no es dificil suponer que IL-12Rb2

sea la proteina que activa, de forma indirecta, a ERK1/2 y la proliferacion

celular.

. b - 4+ ] - T
Tlempo ] + 1 IL-12
(min.) - - <

- 0 .
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sin MBCD L con MBCD
i L
& J \
K 10 107 (3 O 10 i 0 o'
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Figura 46. El tratamiento con MBCD altera el grado de fosforilacién de ERK1/2.
Linfoblastos cultivados con 10ug/ml de PHA (1x106cels/ml) durante 3 dias fueron
tratados o no con 2.5mM de MBCD y después estimuladas, o no, con IL-12. El
analisis de fosfo-ERK1/2 por Western Blot confirma lo observado en citometria de
flujo. Es un experimento representativo de n=3.
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Las kinasas JAK tipicamente se encuentran asociadas a la via
JAK/STAT en respuesta a citokinas, de forma que activan a estos factores
de transcripcion, los STAT, por medio de fosforilaciones [8, 571]. Pero las
kinasas JAK también pueden activar mecanismos alternativos de
sefializacion, como puede ser la propia via de la ERK1/2 [572]. Dado que
IL-12RPB2 es responsable de la activacion de ERK1/2, algo normal si
tenemos en cuenta que ambas median el efecto proliferativo, nos dimos
cuenta de la paradoja que supone que IL-12RP2 sea necesaria para la
produccion de IFNy (porque tiene los residuos de tirosina fosforilables de
anclaje para las STAT) por las células, y, sin embargo, es Tyk2, la kinasa
asociada a IL-12R[1, la directamente relacionada con ello [284, 294]. Por
ello, nos vimos obligados a comprobar cual de las dos JAKs estaba
activando la MAPK. Las células, estimuladas 3 dias con 10ug/ml de PHA,
fueron tratadas con el inhibidor de JAK kinasa correspondiente (tyrphostina
A1l o B42), estimuladas o no con IL-12 (5min a 37°C), y la fosforilacion de
ERK1/2 detectada mediante citometria de flujo. En la Figura 47, se observa
como la activacion de ERK1/2 por la interleukina 12 se reduce en presencia
del inhibidor tyrphostina B42 y no se ven alterados sus niveles con
tyrphostina A1l (inhibidor de Tyk2); esto que nos indica que es JAK2 la
kinasa responsable del efecto de IL-12 sobre ERK1/2. La activacion de
ERK1/2 podria deberse tanto a una interaccion directa de JAK2 con Raf
[573] como a la activacion de un mecanismo alternativo que desemboque

en la activacion de la ruta [572].
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% activacion ERK1/2
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Figura 47. La activacion de
ERK1/2 estd mediada por
JAK2. Linfoblastos cultivados
3 dias con 10ug/ml de PHA,
fueron lavados y
resuspendidas en  medio
completo con o sin inhibidores
(ambos 25mM). Las células
fueron activadas 5 minutos a
37°C con anti-CD3+GAM
(control positivo, panel
superior) o con IL-12 (panel
inferior). Al nivel basal se le ha
asignado un valor de 1 (barra
azul), y el resto de valores se
han relativizado respecto a
éste. Se presenta media y
desviacion estandar de
triplicados. Es un experimento
representativo de n=3.
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3.2.2.7 c¢-Myc no es diana de ERK1/2, pero esta relacionado

con la proliferacion inducida por IL-12

Una vez conocido que el efecto proliferativo de IL-12 esta mediado
por IL-12RB2/JAK2, y que JAK2 activa a ERK1/2 de una forma directa
nos preguntamos cudl podia ser la diana de esta kinasa. Su funcién
principal es la de fosforilar, sobre todo, a factores de transcripcion que
inician la produccion de proteinas previas al proceso de division celular. En
2001, Sugimoto et al., describieron en sistema murino como IL-12
incrementaba los niveles de c-Myc [294]. Este factor de transcripcion esté
implicado en gran niimero de procesos proliferativos, y su fosforilacion en
Ser62 (entre otras, por la ERK1/2) ha sido relacionada con ellos, aunque
hay controversia a este respecto [574, 575]. En principio, c-Myc parecia un

buen candidato como diana de ERK1/2 en respuesta a IL-12.

En la Figura 48, podemos ver como en humanos se confirman los
resultados obtenidos en ratén [294] y existe un ligero aumento en los
niveles de c-Myec, tal y como se observa al medir la densidad 6ptica media
de la senal de c-Myc en Western Blot de lisados de células cultivadas para
maximizar el efecto proliferativo de 1L-12 (5 dias, 1.25ug/ml de PHA,
2ng/ml de IL-12, 0.25x10%¢lulas/ml). Sin embargo, estudiando los niveles
de esta proteina mediante citometria en linfoblastos preactivados con PHA
(3 dias, 1.5ug/ml de PHA) y estimulados diferentes tiempos con 2ng/ml de
IL-12 (Figura 49B), observamos que es necesario un periodo de al menos
48h para que aumenten los niveles de c-Myc. De los resultados empleando
inhibidores tanto de ERK1/2 como de JAK2, s6lo el ERKi fue capaz de

disminuir algo los niveles de c-Myc las primeras 24h, mientras que
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Tyrphostin B42 no mostré ninguna variacidon; esto nos indica que ni

ERK1/2 ni JAK2 regulan los niveles de expresion de esta proteina.
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Figura 48. Interleukina 12 incrementa los niveles de c-Myc pero no a través de
ERK1/2 0 JAK2. A) Western blot (n=3) de células activadas 5 dias en presencia de PHA
(2.5pug/ml) e IL-12 (2ng/ml), con una densidad de 0.25x10°células/ml. Se representa la
media de la intensidad de densidad Optica de los triplicados. B) Porcentaje de células que
expresan c-myc tras ser estimuladas con IL-12, 24 6 48h. Las células fueron activadas 3
dias en presencia de PHA (10ug/ml) y se les afiadi6 IL-12 (2ng/ml) por el tiempo indicado,
después se marcaron con anti-c-Myc FITC, para su lectura en un citometro de flujo. Se
presenta media y desviacion estandar de triplicados. Es un experimento representativo de
n=3.

Se sabe que c-Myc tiene un ciclo de vida muy corto, y contiene
varios residuos susceptibles de ser fosforilados; las MAPK y las CDK
(kinasas dependientes de ciclinas) fosforilan la Ser62, mientras que la
GSK3 (glycogen synthase kinase 3) lo hace posteriormente en la Thr58. La
primera de estas fosforilaciones estabiliza la proteina, mientras que la
segunda promueve su degradacion [574]; también influyen en la formacion
del dimero Myc/Max, la activacion de la transcripcion y la proliferacion
celular [550, 576]. Descartado que JAK2 o ERK1/2 regulasen la expresion
de c-Myc, nos propusimos comprobar si IL-12 influia sobre el grado de
fosforilacion de c-Myc, para lo cual empleamos un anticuerpo que
reconoce la fosforilacion de c-Myc s6lo en Thr58 o en Ser62/Thr58.

Mediante citometria de flujo, analizamos el grado de fosforilacion de c-

199



Proliferacion e Interlenkina 12

Myc en linfoblastos activados 3 dias con PHA (10ug/ml), y estimulados
bien con IL-12, bien con PMA como control de activacion (Figura 49).
Podemos observar como la interleukina sélo produce un ligero aumento de
la fosforilaciéon de c-Myc con un pico a los 5 minutos, que decae
rapidamente, incluso, por debajo de los niveles iniciales. Ninguno de los
inhibidores especificos de ERK1/2 o de JAK?2 fue capaz de disminuir este
efecto, lo que nos estd indicando que ninguna de estas kinasas influye de

forma directa sobre la fosforilacién de c-Myc.
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Figura 49. La fosforilacion de c-Myc inducida por IL-12 no depende de JAK2
o ERK1/2. Linfoblastos activados 3 dias con PHA y estimulados con IL-12 en
presencia 0 no de inhibidores fueron marcados con anti-fosfo-c-Myc. Como
control de activacién se empleé PMA. Es un experimento representativo de n=3.
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Una vez comprobado que el efecto proliferativo mediado por
ERK1/2 y JAK2 no esta ligado directamente a c-Myc, nos preguntamos el
porqué de ese ligero aumento de la expresion de c-Myc en respuesta a la
IL-12 (Figura 48). Teniendo en cuenta su papel como proto-oncogen,
pensamos que ese sutil incremento pudiera estar relacionado con la
induccion de la proliferacion. Nuevamente, combinamos el marcaje con
CFSE vy el uso de inhibidores de c-Myc, para comprobar si este factor de
transrpcidn participa en la regulacion de la proliferacion inducida por IL-
12.  El inhibidor escogido fue (Z,E)-5-(4-Ethylbenzylidine)-2-
thioxothiazolidin-4-one, un compuesto que impide la formacion del dimero
Myc/Max, y por tanto, la activacion de los genes diana de c-Myc [577].
Podemos comprobar en la Figura 50 como, cultivando las células 5 dias
(1.25pug/ml de PHA+2ng de IL-12, 0.25x10°células/ml) en presencia de
diferentes concentraciones del inhibidor (0-150uM), se reduce de forma
significativa el efecto proliferativo inducido por la IL-12, al igual que la
proliferacion dependiente del mitdgeno PHA. Estos datos, por tanto, nos
indican que debe existir un mecanismo (o mecanismos) comun a TCR e IL-
12 que controle la proliferacion celular, dado que la inhibicion de c-Myc es
capaz de reducir los niveles de proliferacion tanto de las células tratadas
con PHA como PHA+IL-12. Puede observarse, ademas, como con una
concentracion muy elevada de inhibidor como es 150uM, en presencia de
exclusivamente de PHA, el porcentaje de proliferacion aumenta,
posiblemente debido a la activacion de mecanismos alternativos a c-Myc;

este efecto no pudo ser observado en presencia de IL-12.
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Figura 50. c-Myc participa en el proceso proliferativo mediado por IL-12. PBMCs
marcadas con CFSE vy cultivadas 5 dias en presencia de PHA (1.25ug/ml) o PHA+IL-12
(2ng/ml) a 0.25x10°%élulas/ml, en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor
de c-Myc. Se representa a la derecha Rf: porcentaje de células divididas al menos una
vez. Se presenta media y desviacion estandar de triplicados. Es un experimento
representativo de n=3.

Podemos pues afirmar que c-Myc participa en el proceso
proliferativo inducido por la IL-12, dado que esta citokina es capaz de
aumentar ligeramente sus niveles de expresion, y hemos podido inhibir la
proliferacion impidiendo la union de c-Myc al DNA. Ademas, la expresion
de c-Myc esta en parte regulada por ERK1/2, dado que s6lo ERKi fue
capaz de disminuir durante las primeras 24h sus niveles de expresion. Sin
embargo, c-Myc no es fosforilado ni por JAK2 ni por ERK1/2, lo que
descarta que sea alguna de estas kinasas la responsable del ligero aumento
de la fosforilacion observado a los 5 minutos de la exposicion a la
interleukina. Estos resultados sobre la fosforilacién de c-Myc concuerdan
con Lutterbach et al.[578], que indicaban que a pesar de la posible

interaccion fisica de las MAPK y c-Myc en experimentos in vitro, éstas no
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fosforilan in vivo en Ser62 a este factor de transcripcion. Por lo tanto,
aunque c-Myc participa en el proceso proliferativo inducido por IL-12, y
ERK1/2 es, en parte, responsable de este efecto, no es mediante un

mecanismo comun a JAK2-ERK1/2.
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4 CONCLUSIONES Y MODELO
FINAL

De los resultados obtenidos a lo largo de estos cinco afios de
investigacion que presento y defiendo con el fin de obtener el Grado de

Doctora en Biologia puedo concluir que:

D)

L)

» Con respecto al receptor de alta afinidad de Interleukina 12 podemos
afirmar que mientras IL-12R[1 se halla en zona no raft y permanece
en ella pese a la unidn de la interleukina, I[L-12R2 se encuentra en
microdominios ricos en colesterol/esfingolipidos, denosminados raft,
y se desplaza fuera de ellos en respuesta al ligando.

% La Interleukina 12 provoca la fosforilacion y activacion de las rutas
de MAPKSs: Raf-MEK1-ERK1/2 y de p38, pero no de JNK1/2.

¢ La proliferacion inducida por IL-12 es un efecto dependiente del la
densidad celular y la concetracion del mitdgeno, y estd vinculada a la
actividad de la kinasa JAK?2.

¢ CD26 es un marcador de proliferacion dependiente de IL-12, ya que
su expresion esta, también, ligada a la funcién de JAK2.

¢ La activacion de ERK1/2 depende de IL-12R[B2/JAK2, y necesita de
la integridad de los rafts lipidicos. Esta MAPK participa en la
proliferacion de los linfocitos en respuesta a [L-12.

% c-Myc no es fosforilado directamente en respuesta a la IL-12 ni por

JAK2 ni por ERKI1/2, pero su incremento de expresion esta

relacionado con el efecto proliferativo de esta interleukina.
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Con la idea de presentar todos estos resultados y conclusiones de una
manera integrada y ordenada, que permita visualizar el mecanismo
mediante el cual los rafts lipidicos participan en el control de la actividad
proliferativa mediada por la Interleukina 12 proponemos el siguiente
modelo de regulacién. Este esta basado en las posibles interacciones entre
las diversas proteinas estudiadas a lo largo de este trabajo, y no es
incompatible con la existencia de una regulacion mediada por proteinas

SOCS:
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La activacion de los linfoblastos via TCR (A) provoca un aumento de
los niveles de constitutivos de IL-12R[31, y, sobre todo, de la cantidad de
IL-12RB32 al 3°-4° dia post-activacion via TCR. La aparicion de IL-12R[32
marca el inicio de la respuesta a la Interleukina 12. Como hemos visto, IL-
12RPB2 se hallaria inicialmente en microdominios raft e IL-12RB1 en

regiones no-raft (B). Tras la union de la interleukina ambos se unirian para

formar el receptor de alta afinidad.
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La afinidad levemente

mayor de IL-12RB2 por IL-12
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(C). Esta kinasa seria la

(

responsable de mediar el efecto
proliferativo activando a la
MAPK ERKI1/2. De forma
simultanea, se desplazaria hacia
regiones no-raft (C). Con la
activacion via TCR los niveles
de STAT4 habrian aumentado,
y el complejo
IL12RB2/JAK2/STAT4 se
uniria a IL-12RB1/Tyk2 en
zona no-raft (D). Tyk2 podria,
entonces, fosforilar a STAT4,
que dimerizara y se translocara

al nacleo (donde  sera

fosforilada por p38, también

“Tyk2 activada por IL-12) para iniciar

Activacion

la produccion de IFNy. Es

p38
Bivalion logico pensar que, dentro del

o i

proceso proliferativo, aumenten

' los niveles de c-Myc, y que el
¥ STAT4
g} . dimero Myc/Max active genes

v

. 5 relacionados con la division

celular, ademas de los que sean

diana directa de ERK1/2.
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Por otro lado, IL-12 provocaria, en un proceso mediado por

JAK2, un incremento de los niveles de CD26 y el desplazamiento de la
fosfatasa CD45R0 hacia zona no-raft por CD26, dos efectos que son
claramente observables a los 5 dias de activacion de los cultivos con IL-
12. Dado que CD45R0 ha sido implicada en la defosforilacion de JAK
kinasas, y teniendo en cuenta que al quinto dia los niveles de IL-12R[32
no son detectables, su funcion estaria relacionada con la desactivacion
de Tyk2 que, asociada a IL-12RP1, aln estaria promoviendo la

produccion de IFNy.
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SYNOPSIS

As previously reported, IL-12 not only stimulates the expression of CD26, a raft-
associated present on human T cells, but enhances the CD26-CD45R0 interaction. CD45R0 is
a phosphatase also found in lipid rafts. As a result of a CD26-dependent mechanism CD45R0 is
pushed away from these microdomains, which could be necessary to downmodulate the
signalling activity of certain interleukin receptors, like ; accordingly, both IL-12R and CD45R0
proteins should colocalize. Now, new data from fxperiments, focused on the topology both IL-
12R chains, give support to our hypothesis. We show that IL-12Rf1 is permanently associated
to phospholipid-rich areas of the membrane on human PHA-blasts where, later on, CD45R0
will be also enriched due to IL-12. Moreover, although IL-12R32 was initially in lipid rafts, IL-
12 induces this protein to move toward phospholipid-rich areas. IL-12Rp2 association with
lipid rafts is not accidental; L-12 is a mitogenic cytokine for human primary T cells, although
IL-12 brings about T cell proliferation through a lipid rafts and cascade (Raf/MEK-1/ERK1/2)
dependent event. JAK2, the IL-12Rp2-associated Janus kinase, but not TYK?2, is necessary for
both ERK1/2 activation and IL-12-mediated T cell growth/CD26 expression. Finally, we close
by analysing one likely ERK1/2 target, c-Myc, a transcription factor slightly upregulated upon
IL-12 incubation and important for cell proliferation. However, neither c-Myc phosphorylation
or c-Myc expression seem to depend on JAK2 or ERK1/2, so other transcription factors (e.g.
STAT3, STATS) must be involved as downstream mediators of the mitogenic activity of IL-12
through IL-12RB2-JAK2-ERK1/2.



INTRODUCTION

Lipid rafts are membrane microdomains enriched in cholesterol and sphingolipids which have
gainedattention as important sites for signal transduction in a wide variety of cells. Quite a few
transmembrane receptors are constitutively or inducibly associated to rafts and some of twork
as cytokine receptors [1]. As a mean of concentrating and/or sequestering plasma membrane-
linked macromolecules we are starting to know how these microdomains affect signal
transduction through cytokine receptors, like IL-2R or IL-15R [1-4], or receptors for biological
response modifiers like Prothymosin-a. [5].

works have shown that CD4" T cells are a heterogeneous population made of various
lymphocyte subsets, each one with a profile of secreted cytokines. Amongst them, Ty; cells
produce TNF-a and IFN-y, and are involved in cell-mediated immunological responses, while
T2 lymphocytes secrete IL-4 and IL-5, being more connected to the humoral branch of the
Immune System [6]. Regulatory T cells (Trg), instead, release a different set of cytokines (IL-
10, TGF-B) and are connected to the in vitro or in vivo suppression of both Ty; and Tip
immune responses [7].

Regulatory T cell function is abrogated by IL-12 [8], a key cytokine produced by APCs.
IL-12 is not important for the development of T or B cells in vivo, but is relevant on T cell
activation-proliferation, IFNy production and Ty; cell differentiation [9,10]. This cytokine also
upregulates certain surface molecules like CD26 [11] and control the segregation of different
proteins (CD26, CD45R0) in different membrane compartments from human T cells [12].
functional receptor for this cytokine(IL-12R) is made of two subunits, IL-12R1 and IL-
12RB2. In murine system, IL-12RB1 is responsible for the low and high affinity binding places,
while IL-12R2 shows low affinity for IL-12 [13]In humans, however, both IL-12R[1 and IL-
12RB2 proteins bind IL-12 with low affinity when separated while, as a whole, form the high
affinity receptor [14]. IL-12RB1 is constitutively expressed by T-cells [15], but is also
upregulated upon T cell activation. However, resting T cells lack of IL-12Rp2 and require TCR
stimulation in order to express this protein [16], which allows IL-12 to fully exercise all its

biological functions.



IL-12R does not have intrinsic kinase activity and requires the classical JAK/STAT
pathway. Two Janus tyrosine kinases (JAKs), TYK2 and JAK2, are found associated with IL-
12RB1 and IL-12RB2, respectively. As well, they phosphorylate some residues on IL-12R[32
and, at least in murine system [17], are linked to specific IL-12 functions: TYK2 seems
important for IFNy production, while JAK?2 is relevant for T cell proliferation. However, this
last issue remains to be clarified for human primary T cells because of the differences between
both murine and human systems, as above commented. IL-12RB2-phosphorylation provides
docking sites for the SH2 domains of STATSs proteins (signal transducers and activators of
transcription), mainly STAT4 but also STATI1, STAT3 and STATS [9,10]. Upon IL-12
binding, STAT4 is recruited to the IL-12R[2 cytoplasmic region, tyrosine-phosphorylated by
TYK2 [17] and translocated into the nucleus, where a mitogen activated protein kinase
(MAPK-p38) phosphorylates this transcription factor on serine. It has been reported that both
STAT4 and the above commented double tyrosine/serine-phosphorylation of STAT4 [18-20] as
well as STAT3 [17] are important for the IL-12 effect on IFNy production and Ty-
differentiation. However, STAT4 contribution to cell proliferation is controversial and, in spite
of the fact that T-cells from STAT4 knockout mice show defective proliferative responses to
IL-12 [21,22], nowadays authors speculate that this IL-12 function is mainly under the control
of JAK2 and PI3K/Akt kinase systems as well as STATS and c-Myc transcription factors
[17,23].

MAPK comprises several families of protein kinases (extracellular signal-regulated
kinases/ERKSs, c-Jun N-terminal kinases/JNKs and p38 kinase) regulated by different stimuli.
In 1994, Pignata et al described, in human PHA-lymphoblasts, that IL-12 induces the tyrosine
phosphorylationof a 44 kDa MAPK [24]. Some authors have rejected those results and
excluded the role of ERKs and JNKs in the signal transduction machinery triggered by IL-12
[18,25]. However, all those experiments have been performed under different experimental
conditions [18,24,25], which together with the fact that ERKs are activated rapidly by growth
factors and a wide variety of mitogenic stimuli leaves an open question: are ERKs involved in

the mechanism through which IL-12 promotes T cell proliferation?



We previously found that CD45R0, a low molecular weight isoform of CD45, segregates
from lipid rafts microdomains to phospholipids-enriched areas of the plasma membrane when
human T cells are costimulated with IL-12 [12]. CD45 is a phosphatase for the Janus family of
kinases, and therefore involved in downmodulation of cytokine receptors signalling [26]. Since
this activity requires from CD45R0 to be next to its substrates, like for example the IL-12R-
associated TYK?2 and JAK2 Janus kinases, we speculated that the IL-12-dependent movement
of a CD26-CD45R0 complex out of lipid rafts would allow CD45R0 to turn off this receptor
[12]. However, in spite of several studies boarding the membrane location of some cytokine
receptors [1-4], there are not data available about the membrane location of IL-12R, or the role
of lipid microdomains on cell signalling through this receptor. The goal of th study is to start
filling that gap, as well as to shed some light about how IL-12 is able to deliverproliferative

signals to human T cells.

EXPERIMENTAL

Materials

The following reagents were purchased: recombinant human (rh)IL-12 and rhIL-2 (Peprotech);
PHA, CFSE (carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester), PMA, DMSO (Hybri-Max®),
penicillin/streptomycin  solution, RPMI 1640, methyl-B-cyclodextrin (MBCD), PMSF,
leupeptin, aprotinin, human IgG, goat anti-rabbit-FITC (GAR-FITC), isotype clone MOPC21
and anti-mouse IgG (whole molecule), both either R-phycoerythrin or FITC-conjugated, and
mouse anti-B-actin mAb (Sigma); Janus kinase family inhibitors tyrphostin A1 (AG9) and B42
(AG490), as well as inhibitors for ERK (ERKi) and cMyc ((Z,E)-5-(4-Ethylbenzylidine)-2-
thioxothiazolidin-4-one) (Calbiochem); Ficoll Paque™ Plus, ECL™ and Western Blotting
detection kit (GE Healthcare); BCA (Pierce); Super RX film (Fuyjifilm); PVDF membrane
(Millipore); AP Conjugate substrate kit (Biorad); Immunofluore mounting medium (ICN
Biomedicals); goat anti-mouse H+L (Caltag); Phospho-ERK1/2 Pathway Sampler Kit,
containing antibodies against phospho-Raf (Ser-259), phospho-MEK1/2 (Ser-217/Ser-221),
phospho-ERK1/2 (Thr-202/Tyr-204), phospho-Elk-1 (Ser-383) and phospho-p90RSK (Ser-
380), as well as anti phospho-c-Myc (Thr-58/Ser-62) (Cell signalling Technologies); anti-
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phospho-Tyr mAb (clone PY20), biotinylated polyclonal goat anti-rat Ig, PE-labeled anti-CD71
(clone M-A712), anti-CD59-FITC (clone p282), Phospho-Flow Alexa Fluor® 488 conjugated
anti-phospho-ERK1/2, anti-IFNy neutralizing mAb (clone B27), biotinilated rat anti-human IL-
12RB1 (clone 2B10) and biotinilated rat anti-human IL-12RB2 (clone 2B6) and their
corresponding isotypes (BD Biosciences); Streptavidin-PE and anti-c-Myc (clone 9E10; pure or
FITC-conjugated) (Serotec); CTB-Alexa488, Streptavidin-Alexa 633 and Dil (Vybrant® CM-
Dil/C18) (Molecular Probes); for Western blot experiments, goat anti human IL-12R(2
extracellular domain (R&D Systems) and anti-IL-12RB1 carboxi terminus (C-20; Santa Cruz
Biotechnology); for CBA/Flex Set experiments, capture beads and detection reagents (PE-
labelled) for phospho-p38 (Thr-180/Tyr-182), phospho-ERK1/2 (Thr-202/Tyr-204) and
phospho-JNK1/2 (Thr-183/Tyr-185)(BD Biosciences); Mouse anti-human CD3 (clone OKT3)
mAD and anti-CD26 TP1/16 mAb were used as previously described [12].

Cell isolation and culture

Blood, donated by healthy volunteers and processed by Centro de Transfusiones de Galicia
(Santiago, Spain), was provided as buffy coats. Human peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) were isolated and cultured as previously [12]. Unless otherwise stated, cells were
activated with 10-20 ug/ml PHA. In confocal microscopy experiments, 2-3 days PHA activated
lymphocytes were restimulated for an additional 14-16 hours period with 1 ng/ml IL-2 to

enhance IL-12R expression.

Extracellular protein labelling for flow cytometry and confocal microscopy

To detect IL-12R by flow cytometry cells were washed, fixed with ice-cold 1 % (w/v)
paraformaldehyde (PFA) in PBS pH 7.4 at RT for 5 min and placed in PBS-1 % (w/v) BSA-
0.05 % (w/v) sodium azide. Fc receptors were blocked (30 min, 4 °C) with human IgG, and
cells incubated (1 h, 4 °C) with the primary antibody (anti-IL-12RB1, anti-IL-12R[2 or the
corresponding isotype). After washing (PBS-BSA) for two times, cells were incubated with a
biotinylated goat anti-rat Ig (1 h, 4 °C), washed, labelled using streptavidin R-phycoerythrin (1
h, 4 °C), and carefully washed before reading the samples in a FACScalibur flow cytometer

6



(BD Biosciences). Direct staining was also performed, when necessary, with anti-CD26-FITC,
anti-CD71-PE, anti-CD59-FITC or proper isotypes. Membrane cholesterol depletion was
carried out with 2.5 mM methyl-B-cyclodextrin (MBCD) for 15 min at 37 °C, while non ionic
detergent sensitive areas were removed with 0.25 % (v/v) Triton X-100 (5 min on ice), before
fixation. Analysis was carried out with WinMDI software.

For confocal microscopy experiments, IL-12R expression was previously evaluated by
flow cytometry before going on. Alexa 633-conjugated streptavidin was used to reveal IL-
12RB1 or IL-12RPB2, and all the incubations performed at 37 °C (1 h). In order to see rafts
location (GM1 enriched domains), Alexa 488 cholerae toxin B subunit (CTB-Alexa488) was
used. Cells were also labeled, before fixation, with the PFA-resistant and unsaturated lipid
probe Dil (Vybrant® CM-Dil/C18), specific for non-rafts areas [27]. After the final wash, cells
were placed on a microscope slide and mounted with Immunofluore medium. Observations
were made with a spectral confocal microscope Leica TCS-SP2, and colocalization analysis

performed by means of Leica confocal software (Leica Mycrosystems, Spain).

CFSE-based proliferation assays

20 x 10° PBMCs were resuspended in RPMI 1640 medium at 10 x 10° cell/ml. 5 uM CFSE was
added and incubation performed for 8 min at RT in the dark. To stop the reaction an equal
volume of FBS was included and, after washing with complete medium. Unless otherwise
indicated, cultures were set up at 0.25 x 10° cells/ml and 1.25 pg/ml PHA. Fluorescence fall

was measured by flow cytometry after 5 days. Unlabeled cells served as negative controls.

Intracellular staining

To detect phospho-ERK, phospho-c-Myc or c-Myc by flow cytometry, 20 x 10° PHA-blasts
were resuspended in RPMI (with or without inhibitors) and anti-mouse H+L added when
indicated. After 10 min at 37 °C, an aliquot of 6 x 10° cells (T°) was collected and fixed in 3 ml
of 4 % (w/v) PFA in PBS (10 min, 37 °C). Either OKT3 mAb, PMA (200 ng/ml) or I1L-12 (2
ng/ml) were added for the indicated times at 37 °C to the remaining cells. As before, 6 x 10°

PHA-blasts were collected and fixed, 1 x 10° cells placed in each test tube, washed (PBS pH
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7.4) and permeabilized with 90 % (v/v) methanol (=20 °C) for 30 min on ice. Cells were then
washed twice with PBS-2 % (v/v) FBS-0.05 % (w/v) azide, their FcR blocked with human IgG
and stained with the corresponding antibody (1 h, RT) in the dark. After several washes cells
were resuspended in 1 ml PBS-BSA.

Cytometric Bead Array Flex Set System

PBMCs were expanded for 3 days with PHA and placed in 4 tubes (1 x 10° cells/ml) for 5 min
at 37 °C. Then, either RPMI 1640, DMSO, PMA (200 ng/ml) or IL-12 (2 ng/ml) were added
for a further 5 min period at 37 °C. Cells were then washed (PBS pH 7.4, 4 °C), supplemented
with 1uM orthovanadate, pelleted, lysated with the buffer provided with the kit, and their DNA
disrupted with a syringe. Protein concentration in every sample was quantified (BCA) and
equal amounts analysed following the manufacturer indications. Sample adquisition was made
with a BD FACSCanto™ flow cytometer and analysis performed with FCAP Array'", both

from BD Biosciences.

Triton X-100 resistant microdomains (rafts) isolation by equilibrium density gradient
centrifugation

Unless otherwise commented, all the steps were performed at 4 °C and according to
[langumaran et al [28]. PHA-blasts (50 x 10%) were sequentially washed with PBS pH 7.4 and
TKM buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 25 mM KCI, 5 mM MgCl, and 1 mM EDTA) to
eliminate residual serum proteins. Cell lysis was induced upon incubation (20 min, on ice) with
TKM buffer containing 0.5 % (w/v) Triton X-100 and a protease inhibitor cocktail (1 mM
PMSF, 10 pg/ml leupeptin and 5 pg/ml aprotinin). Cell extracts were adjusted to 40 % (w/v)
sucrose, placed into SW55Ti (Beckman L8-M) tubes and overlaid with two sucrose solutions,
36 % (w/v) and 5 % (w/v) respectively in TKM buffer. After ultracentrifugation (200 000 g, 18
h, 4 °C) 11 fractions (numbered 1-11; 450 pl/each) were harvested from top to bottom and
stored afterwards at -20 °C. Quality of raft membranes preparation was assayed by alkaline

phosphatase activity determination.



SDS-PAGE and Western blotting

Three days (or five days for c-Myc) PHA-blasts were treated as described in Results Section.
To detect IL-12RB1 or IL-12Rp2, PHA-blasts were lysated in RIPA buffer (PBS pH 7.4, 1 %
(v/v) NP-40, 0.5 % (w/v) sodium deoxycholate, 0.1 % (w/v) SDS), supplemented with protease
inhibitors, for 60 min on ice. Samples were then centrifugated at 13 000 g (4 °C) and
postnuclear supernatant collected. Regarding raft and non-raft proteins samples from sucrose
gradients (IL-12RB1 and IL-12R[2 experiments), fractions 3-6 and 10-11 were pooled. In both
cases, the amount of protein was calculated (BCA) and 5x SDS sample buffer added (final
concentration: 200 mM Tris-HCI pH 6.8, 2 % (w/v) SDS, 10 % w/v glycerol, 3 % w/v -
mercaptoethanol, 0.1 % (w/v) bromophenol blue and 0.1 % (w/v) pyronine). To detect c-Myc
and tyrosine phosphorylated proteins aliquots of 1.5 x 10° cells were lysed in an equal volume
of 2x SDS sample buffer. All samples were boiled for 5 min and their DNA broken. Proteins
(10-15 pg/lane) were separated on a SDS-PAGE gel, transferred to a PVDF membrane and
blocked with either 10 % (w/v) semi-fat dry milk in TBS-T (20 mM Tris-HCI pH 7.6, 137 mM
NaCl, 0.1 % (v/v) Tween-20) or, to detect tyrosine phosphorylated proteins, 1 % (w/v) BSA-
TBS-T. Blots were incubated with primary antibodies (anti-c-Myc or anti-pTyr PY20) in
blocking buffer, washed with TBS-T and the corresponding HRP-conjugated secondary

antibody used. Visualization was performed by the ECL™

method. When necessary (e.g. -
actin measurements), membranes were stripped in 0.2 N NaOH (15 min, RT), washed, and
blocked before reprobing. Densitometric values were obtained using ScanMaker 9800XL

calibrated scanner (Microteck) and Quantity One software (BioRad).



RESULTS

IL-12RB1 and IL-12RB2 are differentially associated with distinct areas of the plasma
membrane on human T lymphoblasts.

carry out their biological activities cytokinesthrough plasma membrane receptors, like the IL-
12 receptor (IL-12R). IL-12R is made up of two proteins, IL-12RB1 and IL-12R[B2, which
separately recognie IL-12 with low affinity (K4s of 10 and 10 nM, respectively) [14] on PHA-
activated PBMCs. Only upon ligand-induced dimerization of IL-12RB1 and IL-12Rf32a high
affinity and fully functional heterodimeric receptor (K4 of 55 pM) [14]. The plasma membrane
where these receptors are located is not at equilibrium. Indeed, it maintains an asymmetry in
lipid and protein composition between the inner and the outer leaflets but also through the
lateral segregation of its constituents (microdomains). Specialized cholesterol-rich plasma
membrane microdomains (rafts) in the outer leaflet seem to play a role in signalling through
cytokine receptors [2-4], but there are not data available regarding the IL-12 receptor (IL-12R).
One normal criterion which helps to identify a raft-associated protein is to evaluate its surface
expression after cholesterol or phospholipid extraction with MBCD or Triton X-100,
respectively In order to carry out these studies resting PBMCs were first stimulated to become
IL-12RB2" lymphoblasts [15,16]. Thus, as increasing amounts of PHA were added to the
culture medium the basal IL-12Rp1 expression as upregulated, and being 20 pg/l the optimal
amount of mitogen (Figure 1A). IL-12RP2 only started to be detectable upon cell activation
but, despite of that, at usually very low levels. Therefore, the most important hindrance in our
experiments was IL-12RP2, due to its low expression as well as the high variable and
individual response to the mitogen. Besides, high PHA levels (20 pg/ml) highly decreased cell
viability, so we were forced to work with lower and suboptimal amounts of mitogen: 10 pg/ml
PHA. For some experiments, like the confocal microscopy assays that we will show later on,
that was a problem We knew that IL-12 upregulated the amount of IL-12R2 on T cells [16].
However, in order to increase IL-12R[32 levels without affecting the spatial distribution of this
protein (something that likely IL-12 would do) 2 days PHA-blasts were harvested, washed and
incubated for 14-16 additional hours with either fresh PHA (not shown) or IL-2 (Figure 1B).
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We found that IL-2 (optimal amount: 1 ng/l) was more efficient enhanc IL-12RB1 and IL-
12R32 expression.

Rcan be disrupted when cholesterol is sequestered by methyl-B-cyclodextrin (MBCD),
what can affect the expression of certain rafts-resident proteins [29]. ose-response assays with
MBCD were carried out with 3 days PHA-lymphoblasts. The expression of three surface
molecules was evaluated by flow cytometry: the raft markers CD59 (Figure 2A) and GM1
(detected with cholerae toxin B subunit/CTB) [30,31], and the non-raft protein CD71 [32]. As
expected, we found that 2.5 mM MBCD downmodulated both GM1 (not shown) and CD59
antigens, but kept, at the same time, CD71 levels intact (Figure 2A). The effect of cholesterol
depletion on IL-12RB1 and IL-12RB2expression was also tested. Figure 2B shows how MBCD
limited the amount of IL-12RB2 in human T lymphoblasts, in much the same way as it did with
GMI1 or CD59, while IL-12RB1 levels remained unaffected. Therefore, those results were
underlining a differential recruitment of both IL-12R proteins in lipid rafts, with a f1-closer to
CD71-enriched/MBCD-insensitive areas of the membrane (non-rafts) and a f2-chain associated
to CD59/GM1-enriched/MBCD-sensitive domains (rafts). Sinceligand interaction could modify
the membrane positioning of both proteins, we carried out the experiments with PHA-blasts
incubated for 5 min with IL-12, andfound that receptor ligation makes IL-12R[32 lesssensitive
to cholesterol extraction without affecting the expression of IL-12RB1 (Figure 2B). Similar
results were obtained when postnuclear lysates from blasts, treated or not with MBCD, by
Western blotting. As shown (Figure 2C)IL-12R[2 (122 kDa) was downmodulated , but no
modification was observed for IL-12RB1 (94 kDa). Besides, IL-12RPB2 levels after 1L-12
preincubation were significantly reduced as compared with the initial amount of IL-12R[32, but
also more resistant to the MBCD treatment as IL-12Rp1 was (Figure 2C). Therefore, if we put
all together, these findings support the idea that IL-12Rp2 could be translocated, after ligand
engagement, from lipid rafts to non-raft areas of the membrane, whileocation is likely to be
linked to regions

Lipid rafts are also highly resistant at low temperature to non-ionic detergents, Triton X-

100 [33], and therefore the non-raft resident protein CD71 and the raft-associated ganglioside
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GM1, respectively, Triton X-100-sensitive and Triton X-100-resistant markers [5,12].
Consequently, flow cytometry experiments with Triton X-100-treated lymphoblasts (Figure
3A) showed that a low detergent concentration (0.25 % v/v, 5 min) at low temperature (4 °C)
fully remove CD71 from cells, but not GM1 (Figure 3A). When we checked out the amount of
both IL-12RB1 and IL-12RP2 after this Triton X-100 treatment (Figure 3B), we found that IL-
12RB1 is a CD71-like molecule concerning the Triton X-100 sensitivity. This sensitivity is
even substantially increased when PHA-blasts are previously exposed to IL-12, which can be
explained considering an IL-12-dependent enrichment of IL-12RB1 in non-rafts. However, IL-
12Rf2, in a similar way to GM1, was not down modulated by Triton X-100 (Figures 3A and
B), probably this last result indicating an association of IL-12RB2 with lipid rafts. Because of
the difficulties we ran up against related to the expression of this protein we can not clearly
draw conclusions about the influence of IL-12 on the location of IL-12R2 with these Triton
X-100 experiments. However, considering the MBCD and Triton X-100-experiments as a
whole, our data may indicate that IL-12Rp2 is probably located in lipid rafts but, soon after
ligand-engagement, associates to IL-12Rf1 to form the high affinity heterodimeric receptor in
phospholipids rich areas (non-rafts).

Lipid rafts have been traditionally evaluated through biochemical techniques based on the
insolubility of these microdomains in non-ionic detergents at low temperatures and their
density when submitted to a discontinuous sucrose gradient ultracentrifugation [5,12,28].
Western blotting experiments were carried out to detect IL-12RB1 and IL-12RB2 in raft
(pooled 3-6 fractions) and non-raft (pooled 10-11 fractions) microdomains from PHA-blasts.
As expected from previous experiments, IL-1231 (94 kDa band) was present in high density
fractions (non-rafts), whileIL-12RB2 (122 kDa band) was in low density fractions (rafts)
(Figure 3C).

It has been described that the use of detergents could present some limitations and
associations between surface proteins and microdomains [33,34]. To discard any interference
of detergents within our studies we carried out confocal microscopy experiments. Two surface

markers were used this time, the cholera toxin B subunit (CTB-Alexa488) and the lipid probe
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Dil (Molecular Probes Vybrant® CM-Dil/C18)[27], to respectively identify rafts (GM1") and
non-rafts (CM-Dil") regions. As Figure 4 indicates onfocal laser-scanning microscopy analysis
did not show, as expected, any colocalization between both markers. What is more, a
substantial overlap between the IL-12R1 and Dil fluorescences was always evident, no matter
whether or not cells were exposed to IL-12 (Figure 4). Regarding IL-12R[32, the persistently
low expression of this receptor (despite the use of IL-2 to overstimulate cells), specially when
blasts were preincubated with IL-12, made very difficult again to draw conclusions about this .
However, it could be deduced that, in the absence of IL-12, IL-12RB2 behaved, mainly, as a

raft-resident protein, and as a non-raft located protein in IL-12-stimulated lymphoblasts (Figure

4).

JAK2 mediates the upregulation of CD26 and the proliferative activities of IL-12 on
human T-cells.

Resting T lymphocytes (i.e. IL-12RB1", but IL-12RB2" cells) produce IFNy in response to IL-
12 [9]. However, they do not proliferate when IL-12 is added to the medium, because this
function of IL-12 seems to relay on the expression of IL-12Rp2 (only detectable 2-3 days after
TCR stimulation) [14,35]. It is also know that IL-12R[32 interacts with JAK2, while IL-12R(1
is associated to TYK2 [36]. Since IL-12R[32 is a raft resident protein and rafts microdomains
are important for T cell proliferation [37,38] this prompted us to study the role of the IL-
12R[B2-associated kinase JAK?2 in IL-12-induced cell proliferation. For these experiments we
used two inhibitors, tyrphostins A1 (AG9; TYK2-specific) and B42 (AG490; JAK-2-specific),
as well as carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)—stained cells. Firstly, we set
up the optimal conditions for these experiments; PBMCs were CFSE labeled, activated with
different concentrations of PHA and cultured for 5 days, IL-12, at various initial cell densities.
Our results (Figure 5A)indicated that IL-12 enhances T-cell proliferation, in a donor, PHA-
doses and cell-concentration dependent way (optimum: 1.25 pg/l PHA and 0.25 x 10° cells/l).
Then, different amounts of both A1 (TYK2) and B42 (JAK?2) inhibitors were tested (data not

shown), and a single amount of A1 and B42 molecules selected for later experiments. Our
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findings, adding these inhibitors when PBMCs cultures were set up (day 0; Figure 5B), proved
that JAK2 is used by IL-12 to deliver proliferative signals to T cells through a signalling
pathway probably shared with TCR, since B42, but not Al, significantly reduced the IL-12-
dependent but also the proliferation triggered by the lectin (Figure 5B). This is in agreement, at
least on this matter, with experiments carried out using the murine 2D6 T cell clone or [17,39].

Activated T cells produce IFNy in response to IL-12 stimulation [9], so IFNy might be
mediating the proliferative effects seen for IL-12 [40]. To investigate this possibility, saturating
amounts of neutralizing anti-IFNy was incorporated to the culture medium, but not reduction of
the mitogenic effect of IL-12 was observed (data not shown). the G1 phase of the cell cycle In
much the same way, CD26, a surface and inducible protein in T-cells associated with signal
transduction is significantly upregulated with IL-12, but not IFNy [11]. The IL-12 effect on
CD26 is evident only after the second-third day of polyclonal T-cell activation, which
correlates with the highest IL-12R[2 expression. As Figure 5C shows the JAK2 inhibitor B42,
but not the TYK2 inhibitor Al, abrogated this IL-12-mediated CD26 upregulation. Since
another mitogenic cytokine, IL-2, also boosts the expression of CD26 [11] this indicates that

CD26 behaves more as a cell proliferation than an IFNy-production marker.

IL-12 activates the MAP kinase signal transduction cascade Raf/Mek1/ERK1/2 in human
T lymphocytes through a raft and JAK2-dependent mechanism.
Tyrosine phosphorylation is an important mechanism of signal transduction involved in cell
cycle or cellular differentiation. When human PBMCs were activated with PHA for 3 days and
then stimulated with IL-12 for different times a change in the tyrosine phosphorylation pattern,
measured by Western blotting with anti-phospho-Tyr mAb PY20, was evident (Figure 6A).
Relative mobility analysis showed phosphorylation of proteins of 25, 31, 34, 38, 43, 56, 133
and 276 kDa, as previously indicated [24].The presence of a 38 kDa phosphorylated protein
(Figure 6A), and the detection of p38, but not JINK, MAPK phosphorylation using a BD™
CBA Flex Set assay data (Table I), was in agreement with previous results [18].

However, we were curious, however, about the 43 kDa band, because of its similar

molecular weight to ERK1/2 MAPK. Thus, we also examined by flow cytometry the Thr-
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202/Tyr-204 ERK1/2 phosphorylation on three days PHA-blasts in response to IL-12 (Table I,
BD™ CBA Flex Set data from cell lysates; Figure 6B, intracellular staining). As positive
controls, we determined the amount of phospho ERK1/2 triggered by either phorbol myristate
acetate/PMA (Table I) or TCR signalling (anti-CD3/OKT3 +anti-mouse H+L; Figure 6B)[41].
No basal ERK1/2 activation was observed in unstimulated cells, but ERK1/2 was Thr-202/Tyr-
204-phosphorylated after 1 min of IL-12 stimulation, reaching a peak after 5 min. Of note, the
ERK1/2 phosphorylation kinetic with IL-12 was very similar to the one found in anti-CD3-
treated lymphoblasts, although the percentage and mean values were not so high.

To confirm these results linking with ERK1/2 took advantage of a Phospho-ERK1/2
Pathway Sampler Kit. Three days PHA-blasts were exposed to IL-12 for different times (30
sec-60 min) and proteins detected by Western blotting with specific antibodies. As it can be
seen (Figure 6B), the Raf-MEKI1-ERK1/2 route was activated after IL-12 binding to its
receptor Besides, Western blotting experiments yielded a stronger and more sustained ERK
signalling, still detected 60 min (Figure 6B), than inflow cytometry experiments (Figure 6B),
which indicates either significant differences between both technical approaches regarding
sensitivity or a fast nuclear translocation of phospho-ERK which makes this protein rapidly
undetectable by flow cytometry. In any case, this ERK1/2 activation is under the control of
JAK2, because B42, Al, was able to abolish the IL-12-dependent Thr-202/Tyr-204
phosphorylation of ERK1/2 (Figure 6C)

Since the Janus kinase JAK?2 interacts with IL-12R[32, and we have shown that IL-12R[p32
is a raft-associated protein, we also examined the role of these microdomains in the IL-12-
dependent activation of ERKI1/2. PHA-blasts were treated or not with 1 mM MPBCD,a
concentration which eliminates cholesterol without damaging membrane integrity, and IL-12-
stimulated. Cells were harvested at different times and phosphorylated ERK1/2 levels measured
by flow cytometry. In parallel, lysates from the same cells were analysed by Western blotting
(Figure 9A). Up-regulation of ERK1/2 phosphorylation by IL-12 was noticeably influenced by
MBCD (Figure 7A), which implies that signal transduction through IL-12R/ERK1/2 requires

raft microdomains integrity.
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To determine whether the proliferative response to IL-12 is dependent on the ERK
pathway, a cell-permeable ERK inhibitor, which preferentially binds to ERK2 and prevents its
interaction with protein substrates, was used. Treatment of PHA-blasts with different doses of
this inhibitor not only suppressed cell proliferation but also blocked the enhancing effect of IL-
12 (Figure 7B), supporting the idea that ERK activation is important for both TCR- and IL-12-

mediated T-cell mitogenesis.

c-Myc partially supports the proliferative effect of IL-12 in human T lymphocytes
through an JAK2/ERK1/2-independent mechanism.
One likely candidateto mediate the ERK1/2-dependent cell proliferation induced by IL-12 was
transcription factor c-Myc [17] To test this theory we first examined by Western blotting the c-
Myc protein levels on PBMCs cultured for 5 days with either PHA o PHA+IL-12, but we found
only slightly increased sin PHA+IL-12-treated PBMCs (Figure 8A). Then, we checked up on
the role of JAK2 and ERK1/2 kinases as likely mediators of this IL-12’s effect. PBMCs were
activated for 3 days with PHA, harvested and restimulated for 24 or 48 h with IL-12, in the
presence of either the K inhibitor or B42. The amount of c-Myc protein was detected by flow
cytometry (Figure 8B) and, once again, we observed an upward trend in c-Myc levels from IL-
12 stimulated lymphoblasts, although a period of at least 48 h was required. Strikingly, neither
ERK1/2 or JAK2 were significantly important for this IL-12-dependent rise in c-Myc protein
within cells (Figure §B).

c-Myc showsa short half-life and contains multiple phosphorylation sites: Ser-62 is in
vitro phosphorylated by MAPK and cyclin/CDKs, and Thr-58 is subsequently phosphorylated
by GSK-3. Ser-62 phosphorylation stabilizes the protein while Thr-58 promotes its degradation
[42]; they also influence Myc/Max dimerization, transcription activation and cell-proliferation
[43,44]. To evaluate the influence of IL-12 on c-Myc phosphorylation an antibody, which
recognises (Ser-62-)(Thr-58) ed c-Myc moleculeswas used in flow cytometry experiments.
Three days PHA-blasts were stimulated for different times with IL-12 or PMA) but, unlike the
phorbol ester, IL-12 only induced a weak phosphorylation, which peaked after 5 min 8 to drop
afterwards (Figure 8C).
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Amongst MAPK c-Jun N-terminal kinase/JNK has been described to phosphorylate c-
Myc at Ser-62 and Ser-71 [45]. However,IL-12 is not able to induce any JNK activation (Table
I), so we focused exclusively on ERK1/2. As Figure 8C shows, neither the ERK1/2- or the
JAK2-inhibitor significantly suppressed the c-Myc phosphorylation triggered by IL-12, which
means that, spite this cytokine delivers mitogenic signals through JAK2 or ERKI1/2, these
kinases are not upstream c-Myc. However, inhibition of c-Myc-Max interaction abrogates both
the PHA-dependent proliferation of lymphoblasts as well as the enhancing effect of IL-12
(Figure 8D), which points out that (i) c-Myc is certainly involved in this IL-12 effect and (ii)
some transduction pathways, transmitting mitogenic signals, must be shared by TCR and IL-

12R.
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DISCUSSION

This paper shows, for the first time, data about how both IL-12R31 and IL-12R[2 proteins
differentially segregate between different membrane microdomains. These findings picture an
IL-12RB1 receptor constantly associated to glycerophospholipids-rich areas (non-rafts) of the
cell membrane, but also a partially raft-resident IL-12R[32 protein, this last one more and more
located in cholesterol-impoverished zones as ligand-receptor interaction takes place. It can be
easily inferred that this initial segregation of both 1 and B2 chains may serve as a negative
mechanism to control untimely signalling through IL-12R, something that other authors have
also pointed out for other cytokine receptors [46]. However, another plausible explanation has
to do with the fact that IL-12 makes human T lymphoblasts progress through the G1 phase of
the cell cycle [39] via an IL-12R2-dependent event [14,35,36] and the finding that this protein
can be found in lipid rafts. Cholesterol-enriched microdomains are membrane platforms where
signalling molecules like G proteins or PTKs accumulate [46], so these lipid rafts, and therefore
the presence of IL-12R[32 in them, could be important for the mitogenic effect of IL-12.

On the other hand, despite some differences between the murine and the human system
regarding the IL-12 receptor [13,14], this cytokine enhances the T-cell division rate of primary
human T lymphoblasts by means of a JAK2-dependent but TYK2/IFNy-independent
mechanism, in agreement with previous works with the murine T cell clone 2D6 [17] or Con-A
activated primary murine T-cells [39]. Our experiments also show that IL-12 activates MAPK
p38, but not JNK, which is in line with findings from several groups reporting that IL-12Rp2,
TYK2, MKK6/p38 and STAT4 are important for IFNy production and TH1 differentiation in
IL-12-stimulated T cells [14,18,19,35]. However, there is little consensus about the mitogenic
effect of [L-12 and the signalling pathway downstream IL-12R[2/JAK?2.

Several works [18,24,25] shed contradictory results about the IL-12-dependent activation
of mitogen activated protein kinases others than p38, like for example ERK1/2. Thus, both
Athié et al. and Visconti et al. pointed out that IL-12 does not induce ERK1/2 activation in T
cells [24,25]. However, an initial paper from Pignata et al., [18], and now our more extensive

studies using similar culture conditions (human PBMCs, PHA stimulation), intracellular
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staining, Western blotting and a Cytometric Bead Array Flex Set System, refute those data and
show that, at a lesser extent than with anti-CD3 or PMA, the JAK2-Raf-MEK1-ERK1/2 route
is really triggered by IL-12. The reason for these contradictory results is unclear, but could
come from different kind of cells (primary and cell lines), polyclonal stimuli or culture
conditions in general. In addition, the idea of a fast and long-lasting ERK1/2 activation
mediating the proliferative effect of IL-12 on T-cells is not surprising, since it is known that the
ERK1/2 pathway is turned on by some growth factors and cytokines, like for example EGF,
GM-CSF or IL-2 [47]. Moreover, this argue against the role of this kind of prolonged (1.5-24
h) ERK1/2 activation on starting the cell death-instead of the cell division program [43].

It is known that STAT4-deficient lymphocytes have a reduced ability to proliferate in
response to IL-12 [21], which suggests a role for STAT4 in cell cycle progression [19,20].
However, STAT4 serine phosphorylation is neither regulated by ERK1/2 nor necessary to
promote cell proliferation during IL-12 responses [18,19], so maybe other transcription factors
like certain members of the STAT family (e.g. STAT3 or STATS [17]), are downstream
ERK1/2. In this context, it has been described that ERKI1/2criptional activation of
sometranscription , like the Ets protein Elk-1 or p90-RSK [47]. However, we did not see any
upregulation of Elk-1 or p90-RSK phosphorylation, although IL-12 seems to lead to an
ERK1/2-mediated Ser-727 phosphorylation of STAT3 (our unpublished observations). Besides,
according to our results with the ERK inhibitor (Figure 7B), both TCR and IL-12R may share
some signalling pathways involved in cell proliferation.

As commented above, segregation of IL-12Rp2 within lipid rafts probably facilitates the
activation of JAK2-ERK1/2 [48], through a still unknown mechanism, and certain downstream
transcription factors to control cell proliferation and/or survival. The identity of these
transcription factors remains obscure, but Sugimoto et al. found increased levels of c-Myc in
cell extracts from IL-12-treated murine 2D6 T lymphocytes [17]. Our data in human primary T
cells confirm Sugimoto’s finding, although it is worth to mention that differences between IL-
12-treated vs non-treated T-cells regarding c-Myc levels are rather subtle and maybe not
enough by themselves to explain the proliferative effect of IL-12, so other transcription factors

may participate. As with ERK inhibitor, blockade of c-Myc-Max interaction abrogates the IL-
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12-dependent proliferation of T cells. However, the c-Myc inhibitor affect as well the
mitogenic effect of the lectin, which once again points out to signalling pathways linked to cell-
cycle control shared by TCR and IL-12R and reinforced by IL-12.

It is known that the amount of c-Myc is carefully regulated at different levels
(transcription, RNA/protein stability, translation), being high in cycling cells and low during
differentiation. Proper control of c-Myc requires a transient induction during the early Gl
phase, and c-Myc phosphorylation on Ser-62 or Thr-58 plays a role on this short-lasting
expression, increasing or decreasing the stability of c-Myec, respectively [42]. An ERK1/2-
dependent Ser-62 phosphorylation of c-Myc was an obvious candidate to explain the slightly
increased levels of this transcription factor in IL-12-treated blasts, but neither IL-12 strongly
modulates the Ser-62- of c-Myc nor ERK-1/2 seems to affect the level of this covalent
modification. Therefore, in spite of MAPK physically interact with c-Myc, this group of
kinases does not perform the in vivo phosphorylation of ¢c-Myc at Ser-62, in agreement with
Lutherbach et al. [49] and, as a whole, all these observations suggest that the effect of ERK1/2
on cell proliferation must be mediated by another transcription factor.

Finally, according to our model IL-12 up regulates CD26 expression as part of a shuttling
mechanism to exclude the low molecular weight isoform of CD45, CD45R0, from rafts and to
control by this mechanism its tyrosine-phosphatase activity [12]. Janus kinases, like the IL-
12RB1-associated TYK2 or the IL-12R[p2-linked JAK2, are dephosphorylated by CD45 [26],
which downmodulates signalling through the IL-12 receptor. Since after IL-12 ligation both IL-
12RB1 and IL-12RP2 are basically found in non-rafts microdomains, this gives more support to
a model in which that the slower IL-12-dependent movement of a CD26-CD45R0 complex out
of lipid rafts would allow CD45R0 to turn off the non-raft resident IL-12R at later stages.
However, there is still another possibility that we also favour; it has been shown that raft-
excluded CD45 signals outside of lipid rafts to promote ERK1/2 activation through a pathway
involving Lck, Grb2, Sos, and K-Ras [50], so it is not unlikely that this membrane relocation of
CD26-CD45R0 caused by IL-12 could contribute to the above commented IL-12-dependent
ERK1/2 activation. Indeed, it has been demonstrated in this paper that microdomain integrity
appear relevant for this process and that a 56 kDa tyrosine-phosphorylated protein, maybe the
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Src kinase p56lck, is induced by IL-12. However, the Src kinase inhibitor Damnacanthal is not
able to suppress the upregulation on T-cell proliferation observed with IL-12 (data not shown),
so this question remains unclear and new experiments are necessary to shed light on the
signalling cascade triggered by IL-12.

In conclusion, we propose that IL-12R[2 is a raft resident protein which moves out of
these microdomains upon IL-12 interaction to form the high affinity receptor with IL-12Rj1.
Besides, IL-12 enhances T cell proliferation through an IL-12RB2-JAK2-ERK1/2-dependent
mechanism, which is connected to rafts microdomains and, at least partially, to an independent
and more delayed c-Myc-linked pathway. Nevertheless, which are the ERK1/2 most immediate

targets associated to cell proliferation upon IL-12R triggering remains to be elucidated.
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TABLES AND FIGURES

Table I. p38 and ERK1/2, but no JNK, MAP kinases are activated by IL-12. Phospho-
p38, JNK and ERK1/2 levels were measured on the same denatured cell lysate from human
PHA-lymphoblasts, stimulated (T=5") or not (T=0") for 5 min with IL-12 (2 ng/ml). Calculated
values, shown in pg/ml, were obtained using MAP kinase CBA standard curves. Data were
acquired on a BD FACSCanto™ flow cytometer and analysis performed with FCAP Array ™.

The same samples were analyzed by Western blot using identical antibodies in Figure 6D.

p38 135.23 pg/ml 575.96 pg/ml 4.3 2.7
JNK 11.53 pg/ml 12.71 pg/ml 1.1 1.7
ERK 19.24 pg/ml 251.85 pg/ml 13.1 727"

* Data in those columns are expressed in per one percentage units (%). T Above lineal range.

Figure 1 Human PBMCs increase the amount of IL-12RB2 in response to PHA in a
dose-dependent manner. (A) Effect of different concentrations of PHA on the expression of
IL-12RB1 and IL-12RB2 on PBMCs after three days of culture. IL-12R31 and IL-12R[2
protein levels were measured by flow cytometry using a FACScalibur® flow cytometer; (n=3).
(B) Human PBMCs were stimulated for two-three days with PHA (10 pug/ml) to generate PHA-
lymphoblasts. The culture medium was supplemented with different concentrations of human
recombinant IL-2 for an additional period of 14-16 hours to get higher IL-12R levels, specially
IL-12RB2; (n=3).

Figure 2 IL-12RB1 and IL-12RB2 show a differential sensitivity to cholesterol
extraction with MBCD. (A) PHA-lymphoblasts (10 pg/ml PHA; 3 days) were treated with
different concentrations of MBCD in order to reduce the amount of cholesterol within the

plasma membrane. Cells were evaluated for CD59 (raft resident protein) and CD71 (non-raft
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protein) expression by flow cytometry. All the data were relativized considering the highest
value (w/o MBCD) as 100 %. In B and C, PHA-lymphoblasts were incubated (or not) with 2
ng/l IL-12 for 5 min and plasma membrane cholesterol subsequently depleted with MBCD (2,5
mM, 15 min, 37 °C). Sensitivity of both IL-12Rf1 and IL-12Rp2 proteins to MBCD was
measured by flow cytometry (B; samples were labeled in triplicate; SD, standart deviation) or
Western blotting (C; duplicated samples). In C, constitutive B-actin expression was measured
as a protein loading control. Data shown in A, B and C are representative of three independent

experiments..

Figure 3 IL-12RB1 and IL-12RB2 differential sensitiv to non-ionic detergent Triton
X-100. In flow cytometry experiments (A and B), PHA-lymphoblasts (10 pg/mL PHA; 3 days),
incubated in the absence or the presence of IL-12 (2 ng/ml, 5 min, 37 °C), were exposed to PBS
pH 7.4 containing (or not) 0.1 % (v/v) Triton X-100 for 5 min on ice. (A) Both ganglioside
GMI1 (a raft and Triton X-100-resistant marker) and CD71 (a non-raft and Triton X-100
sensitive marker) were subsequently analysed. (B) Effect of Triton X-100 on IL-12Rp1 and IL-
12RB2 protein levels. Mean values come from triplicated samples; SD, standard deviation. (C)
Cell extracts from PHA-lymphoblasts (10 pg/mL PHA; 3 days) were subjected to
discontinuous sucrose density gradient ultracentrifugation, and eleven fractions, numbered
from top to bottom, collected. Rafts (3-6) and non-raft (10-11) fractions were pooled, separated
by SDS-PAGE and both IL-12RB1 and IL-12RB2 proteins detected, in duplicated samples,

with specific antibodies. Constitutive -actin expression was used as protein loading control.

Figure 4 IL-12RB2, but not IL-12RB1, colocalizes with sphingolipids/cholesterol-
enriched regions (rafts) of the plasma membrane. Human lymphoblasts (10 pg/mL PHA for
3 days +1 ng/ml IL-2 for 14-16 hours) were incubated (A and B) or not (A) with 2 ng/ml IL-12
for 5 min, washed, fixed and stained. (A) GM1" areas of the membrane (rafts) were revealed
using Alexa488-cholerae toxin B-subunit (green; CTB), while Dil is a unsaturated lipid probe

selective for phospholipid rich areas of the membrane (red; non-rafts). The absence of yellow
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color (merged), as well as the cytofluorogram, prove the expected lack of colocalization
between both markers. (B) Location of IL-12Rp1 or IL-12RB2 proteins in comparison with
GM1 (CTB) and Dil markers. Only overlayed images, with their respective cytofluorograms,
are shown. White dots, pointing up the presence of colocalizing molecules on the cell surface,
correspond with those circled in the cytofluorogram on the right. The scale bar represents 10

um.

Figure 5 JAK?2 mediates, in human T lymphoblats, the effect of IL-12 on cell
proliferation and CD26-expression. (A) CFSE-stained PBMCs were incubated, at the
indicated cell densities, in the presence of different amounts of mitogen (1.25, 2.5 and 5 pg/l
PHA). Culture medium was supplemented, or not, with 2 ng/l IL-12 and cell proliferation
analysed by flow cytometry after 5 days; Rf (y-axis) is the calculated responder frequency (i.e.,
the percentage of responder T cells that divided at least once). (B) PBMCs were stained with
CFSE, seeded at 0.25 x 10° cells/ml, activated with 1.25 pug/ml PHA + 2 ng/ml IL-12) and
cultured for 5 days with DMSO (negative control) or 25 uM of the corresponding inhibitor
(either A1 or B42). Flow cytometry results in A and B are representative of independent

experiments (n=3). (C) In parallel, CD26 expression was measured by flow cytometry using

the anti-CD26 TP1/16-FITC mAb (n=2).

Figure 6 IL-12 activates MAPK ERKZ1/2 through a JAK2-dependent mechanism.
PBMCs were cultured for 3 days with 1.5 pg/ml PHA, washed and stimulated for the indicated
times with 2 ng/ml IL-12. Samples were lysated with SDS sample buffer and proteins resolved
by electrophoresis, transferred to PVDF and probed with anti-phospho-Tyr (clone PY20; A) or
Phospho-ERK1/2 Pathway Sampler Kit (Cell signalling Technologies; B), containing
antibodies against phospho-Raf (Ser-259), phospho-MEK1/2 (Ser-217/Ser-221), phospho-
ERK1/2 (Thr-202/Tyr-204); Bands were visualized using a chemiluminescence detection
system (ECLP™). (C) Flow cytometry experiment showing the time-course phosphorylation of
ERK1/2 upon stimulation with either anti-CD3+GAM or 2 ng/ml IL-12. (D and E) PHA-blasts

were treated for 5 minutes with PMA (positive control; D), anti-CD3+GAM (TCR; positive
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control; E) or 2 ng/ml IL-12 (D and E). Phospho-ERK1/2 levels were measured by Western
blot (D; same lysates as in CBA Flex Set experiment in Table I) or flow cytometry (E).In E,
Culture medium was supplemented with 25 uM of either A1 (TYK2) or B42 (JAK2) Janus

kinase inhibitors. ERK1/2 phosphorylation enhancement was expressed as fold over T=0.

Figure 7 ERK1/2 pathway activation is a raft dependent event important for the
mitogenic effect of IL-12. (A) PHA-blasts (1.5 pg/ml PHA, 3 days), treated or not with 1 mM
MBCD, were incubated for 5 min with 2 ng/ml IL-12. ERK1/2 phosphorylation was evaluated
by flow cytometry and Western blotting. (B) CFSE labeled PBMCs were polyclonally
stimulated with 1.25 pg/ml PHA in the presence or absence of 2 ng/ml IL-12 and different
amounts of ERK inhibitor (ERKi). Triplicated samples were analysed by flow cytometry and
the responder frequency (Rf) calculated as in Figure 5. Results (mean+SD) are representative of

three experiments.

Figure 8 c-Myc upregulation takes place through a JAK2- and ERK1/2-independent
signal transduction pathway, but contributes to the mitogenic effect of 1L-12 on human T-
cells. (A) Western blots showing higher c-Myc levels in IL-12-treated (0.25 x 10° cells/ml,
1.25 pg/ml PHA £2 ng/ml IL-12, five days). B-actin levels were measured in order to obtain
relative data for c-Myc expression. (B) The amount of c-Myc was measured by flow cytometry
in three days PHA lymphoblasts cultured for additional 24 or 48 hours with either conditioned
medium (basal) or IL-12 (2 ng/ml). IL-12 cultures were supplemented,, with - (ERKi) or JAK2-
(B42) inhibitors. (C) c-Myc phosphorylation uo-regulation by PMA or IL-12. Three days PHA-
lymphoblasts were incubated for the indicated times with PMA or IL-12 (in the absence or the
presence of ERKi or B42). c-Myc phosphorylation kinetic was monitored by flow cytometry
with a specific anti-phospho-Thr-58/Ser-62 antibody. (D) c-Myc/Max interaction inhibition
down-modulates cell proliferation of PBMCs activated for 5 days with either PHA or PHA+IL-
12. CFSE-fluorescence was analysed by flow cytometry and the responder frequency (Rf)

calculated as previously. Error bars represent the SD of triplicated samples (n=3).
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Prothymosin alpha-receptor associates with lipid rafts in
PHA-stimulated lymphocytes
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Abstract

Lipid rafts are specialized plasma membrane microdomains in which glycosphingolipids and cholesterol are major structural
components. Their relative insolubility to nonionic detergents is the most widely used method to purify these structures.
Several signalling proteins are associated with these microdomains in T lymphocytes, including receptors for growth factors
and cytokines. ProT« is a highly conserved and widely distributed protein whose physiological functions remain elusive. In
previous works we identified, by means of affinity cross-linking, affinity chromatography and fluorescence microscopy, a set
of binding proteins for ProT« in human lymphoblasts. Now, this work goes deeply in that ProT« receptor description
revealing, by different experimental approaches, its presence in lipid rafts. Moreover, our results fit a model in which a
tyrosine phosphorylation signalling cascade confined to rafts is initiated upon ProT« receptor recognition, which represents
an important and promising finding in the research for elucidating the molecular mechanisms underlying the
immunomodulatory functions of ProTa.

Keywords: Prothymosin o, rafts microdomains, confocal microscopy, phosphotyrosine pathway

Abbreviations: MBCD, methyl beta cyclodextrin; ProTa, Prothymosin o; GPI, glycosylphosphatidylinositol;
TX-100, Triton X-100; CTB, cholerae toxin B subunit; HRP, horseradish peroxidase; PE, phycoerythrin;
FITC, fluorescein isothiocyanate; DAB, 3,3’-diaminobenzidine; GM1, ganglioside M1; mAb, monoclonal
antibody; PHA, phytohemagglutinin; AP, alkaline phosphatase.

Introduction their dynamics and stability as well as their actual
dimensions are still under discussion [7-10].

The raft model has received much attention after
the discovery of their role in the functionality of
the lymphocyte, the central cell of the Immune
System. This is because a crucial event in its biology,
the signalling through the TCR/BCR receptors, is
closely related with these membrane structures.
According to a recent model both TCR and BCR
are weakly associated with or even excluded from

The current view of the three-dimensional plasma
membrane organization includes specific interac-
tions between membrane lipids and proteins, produ-
cing a physical and functional compartmentation in
dynamic microdomains also called rafts [1,2]. Rafts
are enriched in extracellular GPI-anchored as well as
cytoplasmic acylated proteins. However, transmem-
brane receptors or cytoskeletal proteins have been
also detected by different means [3]. These micro-

domains deeply affect membrane functionality since rafts during the resting state, and only upon trigger-
the clustering of all these proteins (and associated ing of these receptors (for example, after antibody-
molecules) in a very small area renders supramole- crosslinking) they move inside these microdomains
cular complexes with new functions related with [11-15], where Src kinases accumulate. The num-
vesicular trafficking, signal transduction, viral gema- ber of signalling processes related with proliferation
tion and cell motility [4—6]. However, despite the and differentiation where it was found a link to rafts
major advances made, the presence of rafts i vivo, is increasing daily. Many cytokine and growth factor
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receptors are located in this region, including IL.-2a
[16], EGFR [17], PDGF [18], FGF [19] and insulin
[20]. The current goal is not only to find out the
signalling mechanisms triggered by these structures,
but also the functional consequences that a mem-
brane compartmentation could have on these trans-
duction pathways.

Prothymosin o (ProTo) is a highly acidic and
small protein of only 109 amino acids with an
unusual primary structure. Based on its wide dis-
tribution or high conservation degree amongst
mammals one would expect ProTa to play an
essential role in the organism [21]. However, despite
the number of effects described for this protein (e.g.,
intracellular modulator of nuclear processes [22],
inhibitor of apoptosome formation [23] or extra-
cellular functions; reviewed in Pifieiro et al. [21])
none of them have been really accepted as its actual
physiological role.

The immunoregulatory properties of ProTa have
been described both 2 vivo and in vitro. Perhaps, the
most outstanding iz vivo assays are the ones showing
an anticancer activity for ProTa in an experimental
tumour model, prolonging the survival of DBA/2
mice inoculated intraperitoneally with syngenic
L1210 leukemic cells [24,25]. In vitro, ProTa has
been shown to increase allo- and auto-mixed lym-
phocyte responses in multiple sclerosis and systemic
lupus erythematosus patients [26,27]. Likewise,
ProTa regulates IL.-2 and PGE, secretion in bulk
mononuclear cell-mediated lympholytic activities in
cancer patients [28]. These effects are also observed
in normal donors, where there is an enhancement of
the PHA-induced proliferation of PBMC and an
increased NK activity [29—33]. Finally, Eckert et al.
opened the way for clinical applications of ProTa in
melanoma and colorectal tumour patients [34,35].

Taking into account all the above mentioned
biological responses to ProTa and after detecting a
number of binding sites on the plasma membrane of
lymphoid cells [36—38] our group started a study to
broach the ProTa receptor characterization. As a
result, affinity crosslinking and affinity chromato-
graphy experiments uncovered the existence of three
binding proteins for ProTo of 31, 29 and 19 kDa on
the cell surface of human lymphoblasts [39].

On the other hand, a basic criterion that a putative
receptor for a specific ligand should met is that it
must be present not only in all tissues and cell types
showing pharmacological activity, but also located in
a membrane region where adequately carry out its
activity. In this report we demonstrate that different
ProTa binding proteins (ProTa receptor) are de-
tected on rafts from human lymphocytes and also
that, upon ProTa receptor recognition by its ligand,
there is a change in the tyrosine phosphorylation

pattern of proteins exclusively located in rafts. Thus,
our data point toward a ProTo receptor being
responsible for the activities described for its ligand
on the Immune System and reinforce the informa-
tion gathered during the last years suggesting that
the main part of the signalling processes related with
cell proliferation and differentiation arise in these
lipid rafts microdomains.

Material and methods
Cell isolation and culture

Buffy coats were kindly provided by the Centro de
Transfusiones de Galicia, Santiago de Compostela,
Spain. Human PBMCs (Peripheral Blood Mono-
nuclear Cells) were isolated by Ficoll Paque PLUS
(Amersham Biosciences) density gradient centrifu-
gation as described [39]. Cells were cultured at 1 X
10° PBMCs/ml in RPMI 1640 (Sigma, Spain)
supplemented with 10% inactivated FBS (Invitro-
gen, Spain), 100 pug/ml streptomycin and 100 IU/ml
penicillin (Sigma), in a humidified atmosphere
with 5% CO, at 37°C and activated with 2.5 pg/ml
PHA-P (Sigma) [39]. After three days of culture,
lymphoblasts (more than 90% CD3 ™" T cells) were
collected. Cell viability, assessed by trypan blue
exclusion and flow cytometry analysis, was always
higher than 90%.

Biotinylation

ProTa isolated from calf thymus and tested for
purity by amino acid analysis and high voltage
electrophoresis was kindly provided by Thymoorgan
GmbH (Vieneenburg, Germany). ProTa (1 mg) was
dissolved in 1 ml 0.1 M bicarbonate buffer pH 8.3
and subsequently conjugated with biotin-succinimi-
dyl ester as previously described by Pifieiro et al.
[39].

Isolation of TX-100 resistant membranes/rafts by
equilibrium density gradient centrifugation

All the following steps were carried out at 4°C unless
indicated and basically as described in Ilangumaran
et al. [40—42]. PHA-lymphoblasts (50 x 10°) were
washed twice in PBS pH 7.4 and once in TKM
buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 25 mM KCl,
5 mM MgCl,, and 1 mM EDTA). Detergent lysates
were prepared in TKM containing 0.5% Triton X-
100 (TX-100) and the protease inhibitors Pefabloc
SC (Roche Diagnotics, Barcelona; 2 mM), leupeptin
(Sigma; 10 pg/ml) and aprotinin (Sigma; 5 pg/ml)
for 20 min on ice. For equilibrium gradient centri-
fugation, cell extracts were adjusted to 40% sucrose
and loaded into SW55Ti (Beckman L.8-M) tubes.



Next, 2.7 ml of 36% sucrose and finally 1.575 ml
of 5% sucrose, both solutions prepared in TKM
buffer, were successively added. After centrifugation
at 200,000 xg for 18 h, 450 ul fractions were
collected from top to bottom, numbered (1-11)
and stored at —20°C. Proteins of discontinuous
gradient density fractions were evaluated by dot-blot
immunoassay.

Affinity chromatography

The affinity matrix was prepared by coupling
ProTa to a 1 ml NHS-activated HiTrap column
(Amersham-Biosciences Europe GmbH, Barcelona,
Spain). To this end, 1 ml of 0.2 M NaHCO3, 0.5M
NaCl pH 8.3 (coupling buffer) containing 6 mg of
ProTa was injected into the column and the incuba-
tion was carried out for 4 h at 4°C. According to the
manufacturer’s instructions after the incubation
the amount of protein bound to the column was
determined by a BCA test. Several wash steps with
buffers A (0.5 M ethanolamine, 0.5 M NaCl pH
8.3) and B (0.1 M acetate, 0.5 M NaCl pH 4) were
performed in order to block any remaining active
groups and remove the ligand excess. Column was
equilibrated with TNE buffer (20 mM Tris pH 7.4,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA) and coupled to an
AKTA Purifier 10 (Amersham-Biosciences Europe
GmbH, Barcelona, Spain) under the control of
UNICORN 3.00 software. TX-100 resistant mem-
branes (rafts) from PHA-activated lymphocytes were
purified by equilibrium density gradient ultracentri-
fugation as described before, pooled and dialysed
against TNE buffer. Samples (10-12 ml) was
injected stepwise (2 ml each) into the column with
a 0.5 ml/min flux. Non specific proteins were washed
away with 30 ml of TNE buffer and elution was
carried out with 0.1 M glycine pH 2.5 (0.5 ml/min
flux). 1 ml fractions were collected, neutralised
with 1 M Tris pH 9, concentrated (centricon-10,
Millipore Corp., Bedford, MA, USA) and analysed
by SDS-PAGE and silver staining.

Affinity cross-linking

Aliquots of 2 x10° lymphoblasts were incubated
with 40 pg biotin-ProTa at room temperature for
30 min. Chemical cross-linking was carried out in
a 20 pl volume containing 1 mM BS® (Pierce
Biotechnology, Inc, Rockford, USA) for 30 min at
4°C. Reaction was stopped by the addition of 1 ml
TES buffer (10 mM Tris, pH 7.4, 1 mM EDTA,
250 mM sucrose) and cells extensively washed in
ice-cold PBS pH 7.4.
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Immunostaining and immunofluorescence

Cells were cross-linked with biotin-ProTa and
stained with streptavidin-PE and/or anti CD59-
FITC (clon p282; BD-Biosciences, Madrid) and
anti CD71-FITC (clon M-A712; BD-Biosciences).
The percentage of cells positive for the Ag was
evaluated by setting proper negative controls. For
studies of detergent resistant proteins associated
with rafts we have adapted the work of Janes et al.
[43] to flow cytometry. Briefly, cells were treated
with 1% TX-100 for 5 min on ice, 10 mM methyl-p-
cyclodextrin (MBCD) (Sigma) for 15 min at 37°C,
or MBCD followed by TX-100 extraction, before
fixation (3% paraformaldehyde-60 mM sucrose in
PBS pH 7.4 for 30 min at RT). Subsequently, cells
were washed with PBS-20 mM glycine, blocked with
PBS 5% BSA and stained as described above.
Samples were processed on a Becton Dickinson
FACScalibur flow cytometer and WinMDI software
(a kind gift of J. Trotter, Scripps Institute, La Jolla,
CA) was used to analyse the data.

Protein-depletion from rafts with CTB-HRP/DAB/
H 202

Depletion of microdomain-linked proteins was car-
ried out, with modifications, according to Cheng et
al. [44,45]. After a 3-day culture period with 2.5 pg/
ml PHA human lymphoblasts were washed twice in
ice-cold modified HBSS* (13 mM CaCl,, 50 mM
KCI, 5 mM MgCl,, 4 mM MgSQO,, 1.38 M NaCl,
56 mM glucose and 200 mM Hepes, pH 7.4).
Aliquots of 2 x 10° cells were incubated with cholera
toxin B subunit (CTB; 0.01, 0.05, 0.1 or 0.1 pg/ml;
Sigma) for 30 min at 37°C and washed with ice-cold
HBSS*. Samples were then resuspended at 4°C in
1 ml HBSS™ containing diaminobencidine (DAB,
Sigma; 0.5 mg/ml or 0.1 mg/ml), in the absence
or presence of H,O, (0.01, 0.05, or 0.1%), for
45 min. After two washes with cold HBSS™,
cell lysis was performed for 30 min on ice with
TKM/0.5%TX-100/protease inhibitors and nuclei,
debris and DBA cross-linked proteins eliminated
after centrifugation at 13,000 rpm for 15 min
(4°C). Once all the conditions for this protocol
were set up aliquots of 2 x 10° lymphoblasts, with or
without biotin-ProTa (15 pM) bound to the cell
surface receptors with BS?, were treated with CTB
(0.05 pg/ml) and incubated in the absence or
presence of DAB (0.5 mg/ml) and H,O, (0.01%)
as indicated.

Dot blor analysis

For these experiments two kinds of serially diluted
samples were handled: (a) postnuclear lysates, nor-
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malized for total protein or for an even number of
cells, from biotin-ProTa (15 puM) labelled lympho-
blasts, where rafts microdomains were depleted with
the CTB-HRP based method described above;
(b) equal volumes of samples from discontinuous
density gradient fractions. Proteins were applied to
the wells of a dot-blot apparatus (Bio-Rad Labora-
tories, Inc, CA, USA) to be transferred to nitrocel-
lulose filters (Hybond®“", Amersham) for analysis
with appropriate antibodies: anti CD59 (clon p282;
BD-Biosciences), anti CD71 (clon M-A712; BD-
Biosciences) or anti biotin-HRP (Sigma). Goat anti
mouse (GAM)-HRP (Sigma) was used as a second-
ary Ab to reveal anti CD59 or anti CD71 binding to
the membranes. Detection was carried out by using
a nonisotopic chemiluminescent system (ECL™,
Amersham Biosciences) in all cases. When measur-
ing alkaline phosphatase (AP) levels bromochloroin-
dolyl phosphate/nitro blue tetrazolium was used as a
substrate (BCIP/NBT; BioRad Laboratories). Spots
were quantified by scanning the filters and densito-
metry (ImageMaster ID, Amersham Biosciences
Europe GmbH).

Confocal microscopy

For confocal microscopy, aliquots of 2 x 10° PHA
activated lymphoblasts were cross-linked with 1 mM
BS? in the presence or absence of 15 pM biotin-
ProTo Cells were incubated with streptavidin-PE to
detect ProTa receptor expression and stained with
anti CD59 or anti CD71 mAbs at 4°C. In order to
induce either rafts (with anti-CD59) or non-raft
(with anti-CD71) protein clustering and detect both
CD59 and CD71 antigens, a further incubation step
at RT (i.e., allowing free lateral movements) with a
FITC-labelled anti-IgG Ab was performed. After
washing with PBS pH 7.4 and SlowFade equilibrium
buffer, cells were finally resuspended in a antifading
Slowfade solution (Molecular Probes, Inc., OR,
USA). Observations were made with a Leica TCS
4D confocal scanning laser microscope adapted to
an inverted Leitz DMIRBE microscope (Leica
Lasertechnik GmbH, Heidelberg, Germany). Colo-
calization analysis was performed by means
of the MultiColour software (version 2.0; Leica
Lasertechnik GmbH).

Western blotting

To detect tyrosine phosphorylation of proteins in
total cell lysates, human lymphoblasts (5 x 10°) were
placed in 100 pl of RPMI-1640 and incubated at
37°C for 10 min. Then, two 5 pl aliquots (controls)
were collected and the rest was divided in two
identical (2 x10° cells) samples that were treated

with 45 ul of RPMI-1640 containing or not ProTa
(5 ug/ml final concentration). 10 ul samples were
removed at different times and cellular lysis was
carried out immediately by the addition of an equal
volume of 2x SDS-PAGE Laemmli sample buffer.
In another set of experiments, lymphoblasts (50 x
10%) obtained as above and treated or not for 1 min
at 37°C with 5 pg/ml of ProTa were subjected
to equilibrium density gradient centrifugation as
previously indicated. Insoluble (3-6) and soluble
(10-11) fractions were pooled, protein concentra-
tion of every sample determined and either the same
volume or the same amount of protein loaded in a
7.5% SDS-PAGE. After transferring to PVDF
(Hybond®) or nitrocellulose (HybondECL) mem-
branes (Amersham Biosciences Europe GmbH)
blots were blocked with 1% BSA in TBS-T (20
mM Tris-HCI pH 7.6, 137 mM NaCl, 0.1% Tween-
20) 1 h at RT, hybridized with anti phosphotyrosine
(clon PY20, BD-Biosciences) in blocking buffer
30 min at RT, washed extensively with TBS-T
and incubated with GAM-HRP under the same
conditions. Bands were detected using ECL* and
revealed with X-OMAT XAR 5 (Eastman-Kodak,
Sigma).

Results

ProTu receptor isolated from detergent-resistant
membrane fractions

We recently demonstrated by fluorescence micro-
scopy and biotin-ProTa cross-linking to human
lymphoblasts that there is a set of ProTa binding
proteins heterogeneously distributed on the cell
surface to form a cap at one of the poles [39].
Taking into account that the same capping phenom-
enon has been described for many important recep-
tors we came to the conclusion that a study on the
membrane distribution of this receptor would be
interesting. Therefore, PHA-activated lymphocytes
were cultured and lipid rafts isolated based on their
nonionic detergent insolubility at low temperature
and their density when submitted to a discontinuous
sucrose gradient ultracentrifugation step. Eleven
fractions, collected and numbered from the top to
the bottom of the tube, were analysed for protein
concentration and AP activity (Figure 1A) in order
to be confident about the conditions used in our raft
purification protocol [46,47].

Next, we carried out the same kind of experiments
but using human lymphoblasts cross-linked with
biotin-ProTa accordingly with the protocol we had
previously described [39]. Analysis of those cells by
flow cytometry showed activated lymphoblasts ex-
hibiting the correct cell morphology and being, in
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Figure 1. ProTo receptor is located in rafts microdomains. After BS>-mediated crosslinking of biotin-ProTa to surface receptors on human
lymphoblasts (50 x 10°) cell lysis was carried out in TKM buffer containing 0.5% TX-100. The cell lysate was then adjusted to 40%
sucrose and subjected to equilibrium density gradient centrifugation in a SW55Ti rotor. After a overnight centrifugation at 200,000 x g, 11
fractions (0.45 ml/each) were collected from top to bottom. Serial dilutions of the fractions were dotted on and analysed for total protein
(BCA assay; a), alkaline phosphatase activity (BCIP/NBT-based assay; a and b), and the presence of ProTa receptor (b), CD59 (¢) and
CD71 (c). Films were scanned, subjected to densitometry, and data shown as raw arbitrary units (b) or expressed as a percentage of the
total amount for the respective antigen (a, c). (d) Analysis by SDS-PAGE of pooled fractions obtained after running a raft membrane

extract from human lymphoblasts through a ProTa affinity column.

a vast majority (>90%), positive for the ProTa
receptor (data not shown). To study the presence of
the receptor in membrane fractions isolated by
discontinuous sucrose density gradient ultracentri-
fugation, dot-blot analyses were performed. We used
in this set of experiments peroxidase-conjugated
monoclonal antibody against biotin. As observed in
Figure 1B, most of the labelling from anti biotin-
antibody was detectable on fractions 4—6, the ones
with the highest levels of AP activity. We also

analysed (Figure 1C) the presence of both CD59
(as raft marker) and CD71 (a protein normally
excluded from rafts) in order to attain the highest
stringent conditions when purifying the different
membrane fractions. These controls also pointed
out to the 4-6 fractions as the ones containing
exclusively raft resident proteins. On the other
hand, experiments designed to characterize and
purify the Prothymosin o receptor (manuscript in
preparation) allowed us to detect in rafts, by affinity
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chromatography, several protein species of about
35-30, 29—-27 and 22-19 kDa (Figure 1D), provid-
ing strong evidences about a ProTa interaction with
proteins located within lipid rafts.

ProTu receptor is present on lipid rafts from living cells

It has been described that the method based on the
insolubility in nonionic detergents for the analysis of
raft domains suffers from some technical limitations
[48]. Taking that into account, we employed other
techniques that could reflect, in a more reliable way,
the actual situation of the ProTua receptor in living
cells.

Cholera toxin B subunit (CTB) exhibits a great
affinity for ganglioside GM1, a glycosphyngolipid
present almost exclusively in raft regions [10]. Cell
surface labelling with CTB linked to peroxi-
dase (CTB-HRP) allows a specific cross-linking of
surrounding proteins in the presence of hydrogen
peroxide (H,0,) and 3,3’-diaminobenzidine (DAB).
Any protein at close proximity to CTB-HRP will be
polymerized into insoluble aggregates when DAB
and H,O, are both present, but not in the absence of
H,0,. Hence, only proteins displayed within the
area where GM1 is present iz vivo will precipitate
after cell lysis and centrifugation. This technique has
been designed to work with closed cellular micro-
environments, such as organelles or vesicles [49].
The adaptation to our experimental system was
carried out using two well-established raft- and
soluble- markers (CD59 and CD71, respectively)
and different concentrations of CTB-HRP, DAB
and H,O, to induce chemical cross-linking. As
observed in Figure 2, the different concentrations
of reagents generate a differential drag of the
components analysed, being some conditions so
aggressive that eliminate even the transferrin recep-
tor (CD71). On the contrary, other conditions were
observed to be totally ineffective in eliminating
CD59. Hence, the amounts of reagents considered
to be optimal were 0.05 pg/ml CTB-HRP, 0.01%
H,0, and 0.5 mg/ml DAB (Figure 2, arrow).

The next step was to evaluate the capacity of
the chemical cross-linking of proteins residing at
the same microenvironment as GM1 to eliminate the
ProTa receptor. Figure 3 clearly shows how after the
chemical cross-linking and elimination of raft pro-
teins induced by CTB-HRP, H,O, and DAB both
ProTa receptor (Figure 3A) and CD59 (Figure 3B)
were no longer detectable in the sample. Besides, it
is also observed how the signal of the samples treated
with DAB in the absence of H,O, is the same as the
one of cells incubated exclusively with CTB-HRP.
Taking into account all these results we can state that
the ProTa receptor is associated to raft micro-
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Figure 2. Improvement of a CTB-HRP-based method for the
specific depletion of raft proteins. Lymphoblasts were separated in
different samples, incubated with various amounts of cholera
toxin (CTB; 0.01, 0.05, 0.1 or 1 pg/ml) for 30 min at 37°C and
then washed several times with HBSS *. Next, cells were placed in
1 ml HBSS ™" and the 3,3’-diaminobenzidine (DAB) crosslinker,
either at 0.5 or 0.1 mg/ml, added in the presence of different
concentrations of H,O, (0.01, 0.05 or 0.1%) for 45 min at 4°C.
After this incubation step, lymphoblasts were washed twice with
cold HBSS ™ and cell lysis performed with TKM/0.5% TX-100
for 30 min on ice. A postnuclear supernatant was obtained after
centrifugation at 13,000 rpm for 15 min (4°C) to eliminate,
amongst others, nuclei and rafts proteins. Soluble proteins (non
raft proteins) were dotted on a nitrocellulose membrane (Hybon-
dECL) Amersham-Biosciences Europe, GmbH) and the presence
of CD59 (raft marker) and CD71 (non raft marker) analysed as in
Figure 1 by Immunoblotting combined with ECLP™ (Amersham-
Biosciences Europe, GmbH). Initial expression of both CD59 and
CD71 was evaluated in non-treated cells.

domains i vivo and not as a consequence of
experimental manipulations or artefacts.

ProTu receptor location corresponds to membrane areas
highly resistant to MCD and TX-100

The effect of cholesterol removal on rafts integrity
was assessed by treating biotin-ProTa cross-linked
lymphoblasts with either TX-100, a non ionic
detergent which eliminates non-raft proteins, or
MBCD (methyl B-cyclodextrin), which efficiently
extracted cholesterol from cells. Figure 4 shows the
results from a typical experiment obtained after
biotin-ProTa cross-linking, detergent treatment
and immunofluorescent detection with streptavi-
din-PE. It can be observed that none of the condi-
tions eliminate the ProTa receptor labelling. To test
the efficiency of the treatment a well-known TX-100
sensitive and MBCD-resistent cell surface marker,
CD71, was also used (Figure 4), which allowed us to



Western blot:

A anti biotin-HRP
Rafts
ProTa: depletion - + = DAB
Receptor
labelling + - - ]—]j()2
BS? )
BS3
+ProTo—biotin

ProTu receptors are raft located proteins 169

Western blot:

B anti CD59+GAM-HRP
Rafts
ProTo ~gdepletion * + - |DAB
Receptor
labelling + - - [H,0,
|
BS?

+ProTo—biotin

Figure 3. Raft protein crosslinking and depletion from lymphoblasts leads also to a ProTo receptor removal. Aliquots of 2 x 10° PHA-
activated cells were cross-linked with 20 pl mM 1 BS?, in the absence or presence of 15 pM biotin-ProTa. To eliminate raft proteins all
samples were treated with CTB-HRP (0.05 pg/ml) and incubated (+) or not (—) with DAB (0.5 pg/ml) in the absence (—) or presence
(+) of H,O, (0.01%) as indicated. After lysis and centrifugation, samples were dotted on a nitrocellulose membrane and the presence of
ProToa receptor (a) and CD59 (b) detected with anti biotin-HRP and anti CD59 + GAM-HRP, respectively.

be sure about the experimental conditions. Once
again we can conclude that our results are consistent
with an i vivo ProTao receptor location within rafts.

If we observe the histogram profiles (Figure 5A)
where TX-100 has been used to extract part of the
lipid fraction of the membrane it easily follows that
ProTa receptor signal is not reduced but increased.
The effect of these treatments on cell size and
microstructure of the plasma membrane was also
analysed. Thus, cells treated with TX-100 showed a
decrease in size due to the loss of a great part of their
lipid content in plasma membrane (Figure 5B). But,
at the same time, its structure likely presents a
relaxation that could allow somehow the entrance
of streptavidin-PE inside cells. Further controls,
subjected to the same cross-linking treatment but
in the absence of biotin-ProTa, allowed us to rule
out a non-specific binding of streptavidin-PE to
intracellular components as responsible for that
enhanced receptor fluorescence (Figure 5A). There-
fore, the most plausible explanation was that strep-
tavidin-PE is detecting an internalized ProTo
receptor complex. In fact, the same kind of observa-
tion can be made with the GM1 ganglioside, a raft
marker with important intracellular stores, detected
by CTB-Alexa 488 immunofluorescent staining, and
whose expression is enhanced upon TX-100 treat-
ment (Figure 5C). Thus, these results gave more
support to our hypothesis of internalization for the
ProTa receptor [36—38], a phenomenon normally
associated with signalling through growth factors
receptors [50].

ProTu receptor is colocalized with aggregated rafts
microdomains generated by surface cross-linking of
CD59

To obtain confocal images showing the above men-
tioned ProTa receptor inclusion in raft regions from

biotin-ProTa cross-linked lymphoblasts, we com-
pared the ProTa receptor surface location with
CD59 or CD71 distribution. In order to carry out
these experiments either CD59 or CD71 antigens
from biotin-ProTa cross-linked lymphoblasts were
labelled with anti CD59-FITC or anti CD71-FITC
and patching induced with a FITC-labelled anti
IgG. To allow free lateral movements the last
incubation was performed at room temperature.

As observed in Figure 6, both CD71 and CD59
markers present a distribution with a dotted appear-
ance, which indicates that the antibody cross-linking
was effective in generating aggregates. To determine
the correspondence between the physical locations
of these molecules on biotin-ProTa cross-linked
lymphoblasts, double-immunofluorescence analyses
were carried out with either anti CD59-FITC/
Streptavidin-PE or anti CD71/Streptavidin-PE com-
binations. In the double labelled anti CD71-FITC/
Streptavidin-PE samples the signal detected by
confocal microscopy corresponded with separate
areas of the membrane (Figure 6). However, anti
CD59-FITC/Streptavidin-PE labelled PHA-stimu-
lated lymphocytes showed that both CD59 and
ProTa receptor molecules were colocalized in rafts
(Figure 6). Furthermore, since these images have
been taken using a 63 x objective, with a resolution
limit for the z-axis of 0.23 pum, it is likely that both
proteins, ProTao receptor and CD59, are confined in
an area with a diameter <230 nm.

Increased tyrosine phosphorylation in response to ProTo
takes place in raft microdomains from T lymphoblasts

Next we investigated the possible transduction
mechanisms promoted by the interaction between
ProTa and its receptor on PHA-lymphoblasts. As
a first approach, whole lysates from cells treated
with 5 ug/ml ProTa for various times were analysed,
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Figure 4. Flow cytometry analysis of the ProTo receptor association with raft regions on human lymphoblasts. Cells (2 x 10°) were cross-
linked with BS? in the absence (to check for background fluorescence; see also Figure 5a, right) or the presence of 15 M of biotin-ProTo,
and then treated with 1% TX-100, 10 mM MPBCD or both as indicated in Material and Methods. After paraformaldehyde fixation, ProTo
receptor and CD71 expression was revealed by staining with streptavidin-PE and anti CD71-FITC, respectively. In order to know the
percentage of CD71" cells and to place the histogram marker as shown, a FITC-labelled IgG,,k isotype antibody was used as a negative
control. Data acquisition was done on a Becton Dickinson FACScalibur flow cytometer, while WinMDI software was used to analyse the

data. This experiment is representative of several with similar results.

showing that ProTa strongly induced a transi-
tory tyrosine phosphorylation of multiple proteins
after 30 s incubation, with a maximum at 15 min
(Figure 7A).

An additional support for the ProTa receptor
presence in rafts microdomains was obtained when
we evaluated the distribution of these tyrosine
phosphorylated proteins among different membrane
fractions. Cells were incubated or not for 1 min with
5 pg/ml ProTa and fractions from discontinuous
sucrose density gradients, corresponding to either
TX-100 insoluble (fractions 3—6; lipid rafts) or
soluble membranes (fractions 10—11), pooled. Pro-

tein quantification of all the samples was carried out
because of the substantial differences between raft
and non-raft fractions and the very fast protein
distribution we have observed upon one minute
incubation with ProTa (Figure 7B), which could
alter our perception about the magnitude of the
tyrosine phosphorylation taking place. Based on
that, we decided to carry out several experiments
loading SDS-PAGE gels with either the same
amount of membrane protein (Figure 7C) or iden-
tical fractions volumes (Figure 7D). In both cases, it
was apparent an induced tyrosine phosphorylation in
several rafts resident proteins from ProTotreated
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Figure 5. High resistance to non ionic detergent extraction is consistent with an iz vivo location of ProTa receptor within rafts. Cells from
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shown in figure (c) represent human PHA-lymphoblasts from a different donor treated with or without 1% TX-100 and stained with CTB-

Alexa 488 to reveal GM1 ganglioside expression.

versus untreated cells, being even more evident
when equal amounts of proteins were resolved by
SDS-PAGE (Figure 7C). On the contrary, tyro-
sine phosphorylated species were hardly detected in
TX-100-soluble membrane fractions, and only when
the same sample volume was loaded (Figure 7D).
We should mention that all these phosphorylated
proteins (asterisks in Western blot of Figures 7C
and D) were consistently present in raft fractions
from ProTua-treated cells and were similar in size to
some of the phosphorylated proteins detected in the
whole cell lysates (Figure 7A). Therefore, our results
definitively involve a tyrosine phosphorylation cas-
cade taking place in a raft microdomain environment
as a response to the interaction of ProTa with its
receptor, which agree with our previous results
showing a proliferative effect of ProTa [29].

Discussion

Due to all the i virro and in vivo immunoregu-
latory properties previously shown by ProTa is
of fundamental importance to elucidate the mole-
cular mechanisms underlying these functions and,
therefore, to understand the nature of the ProTa
interaction with the cell surface. Recently, we
demonstrated by affinity cross-linking and affinity
chromatography the existence of binding sites for
ProTo in human lymphoblasts, detecting also by
fluorescence microscopy a heterogeneous distribu-
tion of this ProTa receptor in a cap-like structure at
one of the cell poles [39]. To test whether this
particular receptor polarization had also some type
of relationship with a specific location in differen-
tiated plasma membrane compartments we started
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ProTo Receptor

anti CD59
+anti IgG

ProTa Receptor

anti CD71
+anti IgG

CD59

CD71

Figure 6. ProTa receptor and CD59 show a similar distribution pattern on plasma membrane from human lymphoblasts. Aliquots of 2 x
10 cells were cross-linked with 1 mM BS? in the presence (figure) or absence (not shown) of 15 pM biotin-ProTo. Lymphoblasts were
incubated with streptavidin-PE to reveal ProTo receptor expression (red) and also, in order to induce either raft or non-raft proteins
clustering, stained with anti CD59 or anti CD71 mAbs respectively at 4°C and incubated at RT (to allow free lateral movements of
proteins) with a FITC-labelled anti-IgG Ab to cross-link any antibody on the cell surface. Both CD59 and CD71 expression are shown in
green, while colocalization level (merged) of any of these markers with ProTo receptor is presented in yellow.

purifying, by discontinuous sucrose density gradi-
ents, both raft (TX-100 insoluble) and non-raft
(TX-100 soluble) membrane fractions. In agree-
ment with other authors [47] rafts proteins (7%)
were detected in detergent insoluble fractions (3—-6),
while most of the protein (85%) appeared in the
soluble area (10—11). ProTa receptor was found in
strong association with raft microdomains, as well
as several well-known raft proteins (alkaline phos-
phatase, CD59). Thus, both ProTa receptor and
alkaline phosphatase (AP) showed a normal distri-
bution between fractions 3—6 [46], while CD59, a
GPI-anchored protein whose presence in rafts is
prominent, revealed also a percentage of CD59
(31%) still present in non-raft fractions. This last
finding could result from its weak association with
these microdomains, the extraction procedure or the
maturity degree of the protein (presence or not of
the GPI-anchorage) [40]. On the contrary CD71, a
transmembrane protein accessible for nonionic de-
tergents, proved to be a good marker for non-raft
membrane areas and showed a different membrane
distribution when compared with ProTa receptor.
However, in spite of nonionic detergents insolu-
bility and discontinuous density gradient ultracen-
trifugation have been shown to be a good starting
point to detect raft proteins and several studies prove
its validity [51-53], it has been also published that
this technique presents some limitations [48]. Thus,
it is currently under debate if data obtained with this
purification method really reflects the actual i vivo
situation or it is merely an artefact. As well, there are
some reasonable doubts whether this technique is

adequate for detecting raft proteins whose associa-
tion to rafts is weak [40,43]. To sort all these
problems out, we decided to use a different experi-
mental approach. Cholera toxin B subunit (CTB)
colocalization is equivalent to the association of the
protein under study with rafts in intact cells [43].
Therefore, we wondered if, under very controlled
conditions, the capacity of the peroxidase (HRP)
linked to CTB to catalyze a massive protein cross-
linking in the presence of DAB and H,0, would
delete ProTa receptor from cells. Once again,
our results probed, in agreement with our data
obtained from sucrose gradients, that both CD59
and ProTa receptor were located at the same raft
microenvironment.

Cyclodextrins are non invasive tools of extracting
cholesterol in cell membranes. Because cholesterol is
essential for raft integrity [52] many proteins asso-
ciated with these microdomains are extracted with
MPBCD or acquire sensitivity to solubilization with
nonionic detergents after treatment with MBCD
[40]. Thus, by using nonionic detergents and
cyclodextrins prior to flow cytometry analysis, we
wanted to test the exact position of ProT« receptor
within the plasma membrane. The ProTa receptor
labelling persistence upon TX-100 and/or MBCD
treatment was consistent with its presence in rafts
microdomains of human lymphoblasts.

Studies carried out by chemical cross-linking of
markers [54] and FRET [55,56] have demonstrated
that raft domains are dynamic structures whose
mean diameter is around 70 nm in living cells. For
such a reason they are outside the limits of resolution
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Figure 7. ProTa induces a tyrosine phosphorylation event confined to rafts in lymphoblasts. (a) Cells were incubated or not with 5 pg/ml of
ProTa for different times and their lysates run on a 7.5% SDS-PAGE electrophoresis gel, transferred to a PVDF membrane and the
presence of phosphotyrosines revealed with an anti-phosphotyrosine mAb (clone PY20, BD-Biosciences) in combination with GAM-HRP
and ECLP™ (Amersham Biosciences Europe, GmbH). (b) Proteins from cells incubated or not with 5 pg/ml of ProTa for 1 min at 37°C
were extracted as indicated in Figure 1. Raft fractions (3—6) and soluble fractions (10—11) were pooled and protein concentration
determined (BCA, Pierce Biotechnology, Inc). Identical amounts of protein (2 pg; ¢) and volume (10 pl; d) from both pooled insoluble and
soluble fractions were run on a 7.5% SDS-PAGE gel and detection of phosphotyrosines performed as before. In a and ¢ protein loading
controls were established after membrane stripping and incubation with an anti f-actin mAb.

of conventional optical microscopy techniques.
However, lipids and proteins exposed extracellularly
can be laterally cross-linked by means of antibodies
or multivalent bacterial toxins (e.g., CTB), which
causes its aggregation on the cell surface [57].
Therefore, cross-linking of known raft components
has allowed us to sort out the above mentioned
problem and determine the suspected association of
some proteins with rafts [43,58]. By using this
approach ProTa receptor was also found to be close
to CD59 in cholesterol/esfingolipids enriched mem-
brane microdomains. However, it has been also
described that many receptors migrate to a raft

region only after binding to its specific ligand, and
vice versa. Due to the fact that in our experiments
the detection of the receptor by means of either
confocal microscopy or flow cytometry can only be
achieved after binding ProTo, its location should
correspond to rafts when the receptor has been
engaged. Therefore, purification and identification
of all the acceptor molecules for ProTa with different
techniques and strategies will allow us to clarify their
location before or after the binding of a specific
ligand. In this sense, affinity chromatography
experiments carried out to characterize and purify
the ProTa receptor led to the detection in rafts
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preparations of several protein species of about 35—
30, 29-27 and 22-19 kDa (the present data and
manuscript in preparation). However, since it is
known that not all the rafts proteins come from the
lymphocyte plasma membrane [48 and our data]
and ProTa seems to have both intracellular and
extracellular functions [21], it is likely that not
all these binding proteins are linked to the actual
surface receptor. Studies are currently being carried
out to gain insights on this regard.

As mentioned above, confocal microscopy pro-
vided us with data supporting the fact that both
ProTa receptor and CD59 were close to each other
when the former is aggregated by its ligand and
probably located in an area (clustered rafts) with a
diameter no bigger than 230 nm (the maximum
distance to see colocalization between two proteins).
Therefore, we have a receptor not only situated in
cells which the immunoregulatory properties of
ProTa have been described for, but also a receptor
placed in a plasma membrane area (rafts) where
many receptors known to have similar biological
activities reside and where the signalling processes
for differentiation and proliferation seem to be more
active. In agreement with that we provided experi-
mental evidence supporting the fact that a phospho-
tyrosine pathway is initiated upon ProTa receptor
recognition and that such a signalling cascade is
confined to rafts. It has been previously reported by
other authors as well as ourselves that ProTao may act
as a co-stimulator in the proliferation process [28—
30]. Our data are relevant because they show a
ProTa receptor and a ligand induced tyrosine
phosphorylation located in rafts from human lym-
phoblasts. This allows us to feel more confident
about the idea that this receptor possesses the
necessary requirements to form part of the mechan-
ism of action of ProTa as a biological response
modifier in the Immune System. Therefore, an
aspect that should be studied, as soon as the
sequence become available, is the possible secondary
modification responsible for its association to raft
regions. The search for that modification on the
receptor and the identification of all the participants
in the signalling cascade triggered by ProTa will lead
us to a better understanding at a molecular level of
this peculiar protein.

Acknowledgements

We are grateful to Thymoorgan Gmbh Pharmazie
and Co KG (Vienenburg, Germany) for kindly
supply us with ProTo. We also wish to thank Dr
Begofia Bujia and Dr Pilar Arias for their invaluable
help, the Centro de Transfusiones de Galicia for the
buffy coats provided and Dr. J. Trotter (Scripps

Institute, La Jolla, CA) for the WindMDI software.
This work was supported by grant PGDIT99-
BIO201 (Xunta de Galicia). Alicia Pifieiro, Juan
Lojo, and Ana Canda-Sanchez are all recipients of a
Xunta de Galicia predoctoral fellowship.

References

[1] Brown DA, London E. Structure of detergent-resistant
membrane microdomains: does phase separation occur in
biological membranes? Biochem Biophys Res Commun
1997;240:1-7.

[2] Anderson RG. The caveolae membrane system. Annu Rev
Biochem 1998;67:199-225.

[3] Simons K, Ikonen E. Functional rafts in cell membranes.
Nature 1997;387:569-572.

[4] Eramo A, Sargiacomo M, Ricci-Vitiani L, Todaro M, Stassi
G, Messina CGM, Parolini I, Loti F, Sette G, Peschle C, De
Maria R. CD95 death-inducing signaling complex formation
and internalization occur in lipid rafts of type I and type 11
cells. Eur J] Immunol 2004;34:1930—1940.

[5] Muppidi JR, Tschopp ], Siegel RM. Life and death
decisions: Secondary complexes and lipid rafts in TNF
receptor family signal transduction. Immunity 2004;21:
461-465.

[6] Panchal RG, Ruthel G, Kenny TA, Kallstrom GH, Lane D,
Li L, Bavari S, Aman M]J. In vivo oligomerization and raft
localization of Ebola virus protein VP40 during vesicular
budding. Proc Natl Acad Sci USA 2003;100:15936—15941.

[7] Harder T, Simmons K. Caveolae, DIGs and the dinamic of
sphingolipid-cholesterol microdomains. Curr Opin Cell Biol
1997;9:534-542.

[8] Brown DA, London E. Structure and function of sphingo-
lipid- and cholesterol-rich membrane rafts. J Biol Chem
2000;275:17221-17224.

[9] Pralle A, Keller P, Florin EL, Simmons K, Horber JK.
Sphingolipid-cholesterol rafts diffuse as small entities in the
plasma membrane of mammalian cells. J Cell Biol 2000;148:
997-1008.

[10] Laude AJ, Prior IA. Plasma membrane microdomains:
Organization, function and trafficking. Mol Memb Biol
2004;21:193-205.

[11] Janes PW, Ley SC, Magee Al, Kabouridis PS. The role of
lipid rafts in T cell antigen receptor (T'CR) signalling. Semin
Immunol 2000;12:23-24.

[12] Drevot P, Langlet C, Guo X]J, Bernard AM, Colard O,
Chauvin JP, Lasserre R, He HT. TCR signal initiation
machinery is pre-assembled and activated in a subset of
membrane rafts. EMBO J 2002;15:1899-1908.

[13] Viola A. The amplification of TCR signaling by dynamic
membrane microdomains. Trends Immunol 2001;22:322—
327.

[14] Gupta N, DeFranco AL. Visualizing lipid rafts dynamics and
early signalling events during antigen receptor-mediated B-
lymphocyte activation. Mol Biol Cell 2003;14:432444.

[15] Cheng PC, Brown BK, Song W, Pierce SK. Translocation of
the B cell antigen receptor into lipid rafts reveals a novel step
in signaling. ] Immunol 2001;166:3693-3701.

[16] Marmor MD, Julius M. Role for lipid rafts in regulating IL-
2R signalling. Blood 2001;98:1489—-497.

[17] Roepstorff K, Thomsem P, Sandvig K, van Deurs B.
Secuestration of EGF receptors in non-caveolar lipid rafts
inhibits ligand binding. J Biol Chem 2000;277:18960—
18960.



(18]

(19]

[20]

(21]

[22]

Liu P, Ying Y, Anderson RGW. Platelet-derived growth
factor activates mitogen-activated protein kinase in isolated
caveolae. Proc Natl Acad Sci USA 1997;94:13666—13670.
Davy A, Feuerstein C, Robbins SM. Signalling within a
caveolae-like microdomain in human neuroblastoma cells in
response to fibroblast growth factor. J] Neurochem 2000;74:
676—-683.

Gustavsson ], Parpal S, Karlsson M, Ramsing C, Thorn H,
Borg M, Lindroth M, Holmgren PK, Magnusson KE,
Stralfors P. Localization of the insulin receptor in caveolae
of adipocyte plasma membrane. FASEB J 1999;13:1961—
1971.

Piieiro A, Cordero O], Nogueira M. Fifteen years of
prothymosin alpha: contradictory past and new horizons.
Peptides 2000;9:1433—-1446.

Trumbore MW, Berger SL. Prothymosin a is a nonspecific
facilitator of nuclear processes: Studies of Run-on transcrip-
tion. Protein Expr Purif 2000;20:414—-420.

[23] Jiang X, Kim HE, Shu H, Zhao Y, Zhang H, Kofron ],

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

(29]

(30]

(31]

(32]

[33]

Donnelly J, Burns D, Ng SC, Rosenberg S, Wang X.
Distinctive roles of PHAP proteins and prothymosin-alpha
in a death regulatory pathway. Science 2003;299:223-226.
Papanastasiou M, Baxevanis CN, Papamichail M. Promo-
tion of murine antitumor activity by prothymosin alpha
treatment: I Introduction of tumoricidal peritoneal cells
producing high levels of tumour necrosis factor. Cancer
Immunol Immunother 1992;35:145-150.

Baxevanis CN, Gritzapis AD, Spanakos G, Tsitsilonis OE,
Papamichail M. Induction of tumor-specific T lymphocyte
responses in vivo by prothymosin alpha. Cancer Immunol
Immunother 1995;40:410-418.

Baxevanis CN, Frilingos S, Reclos GJ, Arsenis P, Katsiyian-
nis A, Anastasopoulos E, Seferiadis K, Tsolas D, Papami-
chail M. Enhancement of human T lymphocyte function by
prothymosin alpha: increased production of interleukin-2
and expression of interleukin-2 receptors on normal human
peripheral blood T lymphocytes. Immunopharmacol Im-
munotoxicol 1990;12:595-617.

Baxevanis CN, Reclos GJ, Papamichail M, Tsokos GC.
Prothymosin alpha restores the depressed autologous and
allogeneic mixed lymphocyte responses in patients with
systemic lupus erythematosus. Immunopharmacol Immu-
notoxicol 1987;9:429-440.

Baxevanis CN, Spanakos G, Voutsas IF, Gritzapis AD,
Tsitsilonis OE, Mamalaki A, Papamichail M. Increased
generation of autologous tumor-reactive lymphocytes by
anti-CD3 monoclonal antibody and prothymosin alpha.
Cancer Immunol Immunother 1999;48:71—-84.

Cordero O], Sarandeses CS, Lopez JL, Cancio E, Regueiro
BJ, Nogueira M. Prothymosin alpha enhances interleukin-2
receptor expression in normal human T-lymphocytes. Int J
Immunopharmacol 1991;13:1059-1065.

Cordero O], Sarandeses CS, Lopez JL, Nogueira M.
Prothymosin alpha enhances human natural Kkiller cell
cytotoxicity: Role in mediating signals for NK activity.
Lymphokine Cytokine Res 1992;11:277-285.

Cordero QJ, Sarandeses CS, Lopez-Rodriguez JL, Nogueira
M. The presence and cytotoxicity of CD16% CD2- subset
from PBL and NK cells in long-term IL-2 cultures enhanced
by Prothymosin alpha. Immunopharmacology 1995;29:
215-223.

Lopez-Rodriguez JL, Cordero O], Sarandeses CS, Vifiuela ],
Nogueira M. Interleukin-2 killer cells: In vitro evaluation of
combination with prothymosin alpha. Lymphokine Cytokine
Res 1994;13:175-182.

Lopez JL, Czarnecki J, Cordero O], Nogueira M. Enhan-
cement of cytoskeletal polarisation of NK cells upon

(34]

[35]

[36]

[37]

(38]

(39]

(40]

[41]

[42]

ProTu receptors are raft located proteins 175

conjugation with target cells by prothymosin alpha. Int J
Thymol 1995;3:296—-303.

Eckert K, Grunberg E, Garbin F, Maurer HR. Preclinical
studies with prothymosin alpha 1 on mononuclear cells from
tumour patients. Int J] Immunopharmacol 1997;19:493—
500.

Eckert K, Grunberg E, Immenschuh P, Garbin F, Kreuser
ED, Maurer HR. Interleukin-2 activated Killer cell activity in
colorectal tumor patients: Evaluation of in vitro effects by
prothymosin alpha 1. J Cancer Res Clin Oncol 1997;123:
420-428.

Cordero O], Sarandeses CS, Nogueira M. Prothymosin
alpha receptors on peripheral blood mononuclear cells.
FEBS Letters 1994;341:23-27.

Cordero O], Sarandeses CS, Nogueira M. Prothymosin a
receptors on lymphocytes. J Interferon Cytokine Res 1995;
15:731-737.

Cordero O], Sarandeses CS, Nogueira M. Binding of 125I-
prothymosin alpha to lymphoblasts through the non-thymo-
sin alpha-1 sequence. Life Science 1996;58:1757—-1770.
Pineiro A, Bugia B, Arias MP, Cordero O], Nogueira M.
Identification of receptors for Prothymosin a on human
lymphocytes. Biol Chem 2001;382:1473—-1482.
Ilangumaran S, Hoessli DC. Effects of cholesterol depletion
by ciclodextrin on the sphingolipid microdomains of the
plasma membrane. Biochem J 1998;335:433—-440.
Ilangumaran S, Briol A, Hoessli DC. Distinct interactions
among GPI-anchored, transmembrane and membrane asso-
ciated intracellular proteins, and sphingolipids in lympho-
cyte and endothelial cell plasma membranes. Biochim
Biophys Acta 1997;1328:27-36.

Ilangumaran S, Arni S, van Echten-Deckert G, Borish B,
Hoessli DC. Microdomain-dependent regulation of Ick and
Fyn protein-tyrosine kinases in T-lymphocyte plasma mem-
branes. Mol Biol Cell 1999;10:891-905.

[43] Janes PW, Ley SC, Magee Al. Aggregation of lipid rafts

[44]

(45]

[46]

[47]

(48]

[49]

(50]

(51]

accompanies signalling via the T cell antigen receptor. J Cell
Biol 1999;147:447-461.

Cheng PC, Dykstra ML, Mitchell RN, Pierce SK. A role for
lipid rafts in B cell antigen receptor signaling and antigen
targeting. J] Exp Medicine 1999;190:1549-1560.

Salgado FJ, Lojo J, Alonso-Lebrero JL, Lluis C, Franco R,
Cordero O], Nogueira M. A role for interleukin-12 in the
regulation of T cell plasma membrane compartmentation. J
Biol Chem 2003;278:24849-24857.

Hanada KM, Nishijima Y, Akamasatu Y, Pagano RE. Both
sphingolipids and cholesterol participate in the detergent
insolubility of alkaline phosphatase, a glycosylphosphatilino-
sitol-anchored protein, in mammalian membranes. ] Biol
Chem 1995;270:6254—-6260.

Ostermeyer AG, Beckrich BT, Ivarson KA, Grove KE,
Brown DA. Glycosphingolipids are not essential for forma-
tion of detergent-resistant membrane rafts in melanoma cells
MBCD does not affect cell surface transport of a GPI-
anchored protein. J Biol Chem 1999;274:34459-34466.
Magee Al, Parmryd I. Detergent-resistant membranes and
the protein composition of lipid rafts. Genome Biol 2003;
4:234-237.

Cuortoy PJ, Quintart J, Baudhuin P. Shift of equilibrium
density induced by 3,3’-diaminobenzidine cytochemistry: a
new procedure for the analysis and purification of perox-
idase-containing organelles. J Cell Biol 1984;98:870—-878.
Taniguchi T, Minami Y. The IL-2/IL.-2 receptor system: A
current overview. Cell 1993;73:5-8.

Cerneus DP, Ueffing E, Posthuma G, Strous GJ, van der
Ende A. Detergent insolubility of alkaline phosphatase



176 FE ¥ Salgado et al.

(52]

(53]

[54]

during biosynthetic transport and endocytosis Role of
cholesterol. J Biol Chem 1993;268:3150-3155.

Schroeder R, London E, Brown D. Interactions between
satured acyl chains confer detergent resistance to lipids and
glycophosphatidylinositol-anchored proteins: GPI-anchored
proteins in liposomes and cells show similar behaviour. Proc
Natl Acad Sci USA 1994;91:12310-12334.

Ahmed SN, Brown DA, London E. On the origin of
sphingolipid cholesterol-rich detergent-insoluble cell mem-
branes: Physiological concentrations of cholesterol and
sphingolipid induce formation of a detergent insoluble,
liquid ordered phase in model membranes. Biochemistry
1997;36:10944—-10953.

Friedrichson T, Kurzchalia T. Microdomains of GPI-
anchored proteins in living cells revealed by cross-linking.
Nature 1998;394:802-805.

[55]

(56]

[57]

(58]

This paper was first published online on prEview on 21 April 2005.

Varma R, Mayor S. GPI-anchored proteins are organized in
submicron domains at the cell surface. Nature 1998;394:
798-801.

Hooper NM. Detergent-insoluble glycosphingolipid/choles-
terol-rich membrane domains, lipid rafts and caveolae. Mol
Memb Biol 1999;16:145-156.

Spiegel S, Kassis M, Wilchek M, Fishman PH. Direct
visualization of redistribution and capping of fluorescent
gangliosides on lymphocytes. J Cell Biol 1984;99:1575—
1581.

Harder T, Scheifelle P, Verkade P, Simmons K. Lipid
domain structure revealed by patching of membrane com-
ponents. J Cell Biol 1998;141:929-942.



CD2s E_xPrcssion Reduction Affects

: CD+5 Ro Dctccted on Lgmphocytc Surfacc

Lojo J., Canda-Sanchez A., Cordero O., Nogueira M.q

NTRODUCTION

Major progress has recently been achieved in understanding the process involved in signal
transduction after antigen presentation, but most of the roles of proteins involved in the
regulation of this immunological synapse remain unclear. CD45 PTPase activity is crucial in
TCR signal transduction initial activation step, and this is reflected in CD45-null mice and
CD45 deficient cell lines, unable to develop TCR mediated T cell activation. CD45 seems to
be also important in the limitation or downregulation of this TCR activation cascade, and this
balance might result in changes in some kind of threshold for TCR signal triggering and
regulation of the activation signal length or strength. The different splicing isoforms of CD45
only affect CD45 extracellular domain, keeping intracellular PTPase activity unaffected. These
splicing isoforms probably play a role in CD45 ability of binding other membrane proteins or
targeting different membrane domains, and this could explain the different response of diverse
T lymphocyte populations, expressing different amounts of CD45 isoforms.

CD26, an enzyme with DDPIV activity whose interaction with CD45 has been widely
described, was pointed out as a possible target molecule for rheumatoid arthritis therapy. We
have recently illustrated different behavior in CD26 and CD45 expression and their molecular
association in presence or absence of IL-12 in the culture media, specially relevant with regard
to CD45RO0 isoform. In order to connect some of these changes in CD45R0 behavior with its
interaction with CD26, we have optimized a protocol to inhibit de novo synthesis of CD26
preincubating  Ficoll-purified human Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) with
Anti-CD26 mRNA Morfolino Antisense Oligonucleotides and then performing 5-

day primary cultures, in presence of PHA, with or without IL-12.

Optimization of CD26 antisense oligo internalization in PBMCs.

Incubation  conditions  were tested
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The original conditions provided by the manufacturer showed a low succeed in delivering oligonucleoties in
PBMCs, but increments in EPEI and oligo concentration generated a great increase in the percent of cells
internalizing the complex and also in the amount of oligo control-FITC into the cells. Anyway, lymphocytes
seem to heterogeneously and difficultly internalize these complexes, probably because of the low ability of this
cell type to carry out endocytosis. Actually, cells with a higher forward and side scatter, corresponding with the
most activated lymphocytes, showed a higher internalization capability (data not shown). The percent of
positive cells increased almost linearly as EPEI and oligo concentration is increased, but the highest MFI is
achieved with just a small increse in EPEI concentration (B) probably because there is a small population more
sensitive to the treatment internalizing oligos more easily, but when a higher percent of cells become positive,
the eficiency incorporating the complex becomes lower.

CD26 and CD45R0 expression
in 5-day cultures under de novo CD26 synthesis inhibition.

B
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Representative histograms showing
CD26 (A) and CD45R0 (B)
expression in non-treated
lymphoblasts cultured with PHA
(blue line) or with PHA and IL-12
(green line) and lymphoblasts
previously treated with CD26
antisense oligo with PHA (red line)
or with PHA and IL-12 (violet line). C "
CD26 (C) and CD45R0 (D) positive
percent (green and blue bars),
median (red and orange lines) and
mean fluorescence intensity (blue
and yellow lines) statistics from 4
different experiments are
represented.
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CD26 expression is substantiantially downregulated both with and without IL-12 and CD26 MFI in IL-12
cultures is enhanced, as we had previously described. This increase is also detected in cells preincubated with
CD26 antisense oligos. On the other hand, CD45RO0 behaviour in cells incubated with IL-12 is altered. CD45R0
is downregulated in cells if cultured with that interleukin. This is just reflected in a short decrease in MFI but
constant in every experiment done, and CD26 expression inhibition abolishes that effect, showing no
significative differences between that MFI between both conditions in cells pretreated with antisense oligos.
Also, CD26 antisense oligos produced in every experiment an increase in CD45R0 MFI compared to non treated
cells. These results do not necessarily mean a real decrease in that expression, which should not be affected by
CD26 antisense oligonucleotides, but a better binding capability with anti-CD45R0 (UCHL-1) antibodies used
for this detection. We have noticed this fact because CD45R0 quantification by western blot and his enzymatic
activity seems not to be affected by IL-12 (or even increases), but cytometry results did not match these
findings. Also, immunoprecipitation experiments have shown an increase in CD26-CD45R0 interaction in cells
cultured with that interleukin. This could be explained through a competence between CD26 and anti-CD45R0
UCHL-1 antibody, and the increase of CD45R0 staining observed in cells with a lower CD26 expression
observed here seems to support this theory.

nhibition of CD26 Expression with Antisense Morpholino Oligos.

Antisense Morpholino oligos and EPEI were provided by Gene Tools, LLC. Antisense oligonucleotides bind complementary
mRNA sequences and specifically prevent its translation. High effectivity for translation blocking of target mMRNAs is generally
achieved by selecting a target sequence in the post-spliced mMRNA in the region comprised between the 5’cap and about 25 bases
3’ beyond the AUG translational start site. CD26 Antisense 5’-GAACCTTCCACGGTGTCTTCATCGT-3" were designed
according to these characteristics.

EPEI is used as a weakly basic delivery reagent which electrostatically binds the anionic Morpholino/DNA duplex generating a
cationic complex which tends to approach to the anionic cell surfaces leading to endocytosis. Acidification within the endosome
increases EPEI ionization inducing permeabilization of the endosomal membrane, releasing the Morpholino oligo into the
cytosol.

The ratio EPEI/Morpholino/PBMCs was optimized for the internalization of the oligo to obtain the highest decrease of CD26
expression and the highest (>95% in every displayed case) cell viability, and was set in 1,6 nM Morpholino/DNA, 0,64 nM
EPEI and 4-108 cells/ml in serum-free RPMI 1640. In a first step, EPEI and Morpholino/DNA duplex were mixed and incubated
for 20 min. RT. Cells were then incubated at 37°C in a wet atmosphere with 5% CO, for 3 hours and then washed with RPMI
1640 and cultured with RPMI 1640 + 10% FCS and 1.5 mg/ml PHA with or without 1 ng/ml IL-12 for 5 days at 37°C with 5%
CO,. Control cultures performed with Fluoresceinated Standard Control and with just RPMI 1640 were done simultaneously to
test Morpholino oligo internalization and normal cell characteristics of each donor.

A B Base; C  Polymer Chain

Base,

Polymer Chain

Morpholine Morpholino Oligo Ethoxylated HO
ring Backbone Polyethilenimine

Morpholino oligos are assembled from four different (A) Morpholino modified subunits containing each one of the genetic bases
(A, C, G, T) to obtain an oligo with a (B) non ionic nuclease-resistant backbone. A non ionic morpholino oligo is paired to a
complementary DNA “carrier”, which electrostatically binds to (C) Ethoxylated polyethylenimine (EPEI).

Morpholino oligonucleotide permanence and CD26-CD45R0
expression dynamics under de novo CD26 synthesis inhibition.

1 (A) Morpholino Oligo Control-FITC fluorescence dynamics relative to initial

1 fluorescence rate was set at 100% after 1 day of culture. (B, D) Percent of positive

events with anti-CD26 (TP1/16) antibody 5-day dynamics in cells cultured with PHA

(B) or PHA + 1L-12 (D) after 3 hours of incubation with or without CD26 antisense

T I oligos. (C, E) Percent of positive events with anti-CD45R0 (UCHL-1) antibody 5-day

1 | dynamics in cells cultured with PHA (C) or PHA + IL-12 (E) after 3 hours of
incubation with or without CD26 antisense oligos.

Days in culture The amount of FITC labelled

Cmuon oligonucleotides present in PBMCs

P gzzz . decreases during the 5 days of culture.

s § o — The first two days, fluorescence is

__— [l I mantained in high levels, decreasing

£ wo{———————————— the next two days almost a 70% and

El =1 showing no significative changes on

1000 the last day. This decrease hardly has

1 2 s e s 0T A s Y . an substantial effect over CD26
Daysin e Days in culure inhibition, as we can see in figures 2.B

E an 2.D. They show that synthesis

— ¢ - ———— inhibition is working even on the last

£ oo / days, when the amount of oligo is

— %:EZ J severally'lovx'/, and also that CD26

P 2 < upregulation is not totally blocked but

o =y §m004‘+—mp severally reduced mainly in PHA
o —— e | 1000 lymphocytes. 1L-12 blasts are less
R s s . . | A N . . affected by tranlation blockage,
Daysin culture Days in culure possibly due to the higher expression

of CD26 in those conditions.
This CD26 antisense preincubation seems to slightly affect also CD45R0 detected in blasts surface. Actually,
CD45R0 expression after CD26 inhibition is always higher than whithout inhibition after 5 days of culture, but the
significance of this finding will be discussed in Figure 3 legend.

ONCLUSIONS

In this work we clearly show that inhibition expression with antisense morfolino
oligos can be carried out successfully in primary cultures of PBMCs. This has been
done previously in lymphoid lines, and in the same way, it has been noticed a lower
capability for lymphocytes to carry out that internalization, because severally
stronger conditions were needed compared to the conditions recommended by the
supplier. This is probably caused by their lower endocytic abilities.

We can also affirm that CD26 expression reduction is affecting CD45R0 staining in
lymphoblasts, suggesting that UCHL-1 is competing with CD26 molecules able to
interact with CD45R0, and that the pool of molecules interacting is increased under
IL-12 treatment, and this fact probably depends on CD26 “de novo™ synthesis and
post-translational modifications.

For any questions, please contact
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La proteémica es una estrategia particularmente adecuada para la investigacion en fluidos biolégicos con el fin de identificar alteraciones moleculares relacionadas con enfermedades. Este tipo de
muestras ofrecen un enorme potencial para la investigacion de biomarcadores, lo que permitird, en un futuro cercano, el desarrollo de test de deteccién temprana de muchas enfermedades.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica y de etiologia desconocida, con una mayor prevalencia en mujeres, gran repercusién socioeconémica, incapacitante y de dificil
diagnéstico. Nuestro grupo de investigacion esta desarrollando nuevas metodologias para el estudio de sueros en individuos sanos con el fin de construir mapas protedmicos de referencia que permitan
realizar estudios comparativos de gran fiabilidad, lo que nos dara la posibilidad de detectar biomarcadores de artritis reumatoide.

Con el fin de visualizar proteinas poco abundantes se ha disefiado un protocolo de cromatografia de afinidad que permite eliminar practicamente todos los isotipos de inmunoglobulinas (~20% de la
proteina total) y ademéas nos da la posibilidad de trabajar con mayores volimenes de suero que las técnicas habituales. Las muestras, asi tratadas, fueron analizadas mediante isoelectroenfoque (12
dimensién) y SDS-PAGE (22 dimensién) optimizando carga proteica, concentracion de sales, utilizacion de tiourea, voltaje y tincién. El anélisis informético se realizé con el programa PDQuest sobre muestras
de suero procedentes de 5 individuos sanos (por triplicado). El método ha mostarado una elevada eficacia en la eliminacién de las inmunoglobulinas asf como bajos valores de variabilidad intra- e

intermuestral.
.. . . , .. sye . . 2o
Eliminacién de Igs mediante cromatografia de afinidad Andlisis bioinformatico
Una ‘vez optimizamos el protocolo de electroforesis bidimensional, analizamos 5 sueros
La deteccion de biomarcadores, generalmente proteinas que se encuentran a baja concentracion, requiere un diferentes por triplicado, con el fin de comprobar, mediante el programa PDQuest (Biorad), la
fraccionamiento de la muestra para enriquecerla de proteinas poco abundantes. reproducibilidad y fiabilidad del método.

Nosotros hemos eliminado las Igs de nuestras muestras mediante una columna de afinidad, denominada T-Gel
(Pierce).  El analisis comparativo de suero completo y fracciéon no retenida (FNR) mediante electrofororesis
bidimensional muestra el buen funcionamiento de la columna, ya que se puede comprobar la eliminacion total de las
Igs, sin pérdida apreciable de otras proteinas. Para realizar los anélisis creamos un
Matchset con 9 geles con el fin de
hallar la variabilidad intra e

A ko 3 B) = = intermuestral, que son los indices que
¥ g ' | - nos van a permitir valorar la calidad
974 5 974} del método.
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el protocolo automéatico y
\ / manual.
Cromatograma de elucion de las iy
fracciones no retenidas (FNR) y r3

las fracciones retenidas (FR) .
Los datos mostrados son una
media de los resultados obtenidos
en cuatro experimetno diferentes. T r2 FNR

7 3 > ! Andlisis de la variabilidad intra e intermuestral mediante scatter plot.
Cada fraccion fue recogida en ®
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Para estandarizar el protocolo de electroforesis bidimensional con el fin de analizar sueros
procedentes de individuos sanos, tuvimos que optimizar carga proteica, concentracion de sales,
utilizacién de tiourea para la solubilizacién de proteinas, voltaje y tincion.
= Spot Detection Parameter Wizard
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Protimosina alfa (ProTa) es una proteina inusual por sus caracteristicas bioquimicas y estructurales (pl 3.5, carece de aas aromaticos y azufrados, no tiene estructura secundaria en condiciones fisioldgicas, etc.) que esta
implicada en numerosas funciones, tanto a nivel intracelular (relacionada con la proliferacién celular, activador de la transcripcion, antiapoptético, marcador tumoral...) como extracelular (es un importante inmunomodulador).

Nuestro grupo de investigacion establecid un método de purificacion de moléculas de unién a ProTa en membrana plasmatica de linfoblastos humanos con el objetivo de conocer el mecanismo molecular implicado en la
transduccion de sefial de ProTa. En este protocolo fueron solubilizadas las membranas de los linfocitos extraidos de sangre humana cultivados 4 dias para aislar microdominios raft . A continuacién se aplicaron técnicas de
cromatografia de afinidad (HPLC) e inmunoprecipitacion del complejo ProTa-receptor. Todas las muestras fueron estudiadas por electroforesis uni y bidimensional y los resultados se estudiaron mediante espectrometria de masas.
Las busquedas en bases de datos revelaron la existencia de proteinas de unioén a ProTa en membrana plasmatica de linfoblastos humanos, tal y como se describe a continuacion.

Los linfoblastos purificados a partir de concentrados leucocitarios fueron cultlvados durante 4 dias en pres
buscando el equilibrio entre el grado de proliferacion y el grado de viabi

«Zonas ricas en colesterol y esfingolipidos
*Presentan mayor empaquetamiento que el resto de la membrana
+Son insolubles en detergentes no idnicos a 4°C

+Su alta ratio lipidos-proteinas permite su aislamiento en gradientes
de densidad de sacarosa

Cromatograma tipo. Se aprecia un aumento de
la absorbancia a 280 nm en las fracciones 1-2,
coincidiendo con la bajada del pH provocada
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NTRODUCCION

A pesar del alto nimero de efectos descritos para la proteina Protimosina alfa (ProT
alfa), tanto intracelular como extracelularmente, su funcion bioldgica exacta no esta definida en
la lidad. Trabajos reci la sitdan como facilitador de procesos nucleares y como
inhibidor de la formacién del apoptosoma. Sin embargo, desde 1990 nuestro grupo ha
publicado diferentes trabajos de ProT alfa como dulador de resp a Una
busqueda del posible receptor (ProT alfa R) implicado en estos procesos nos ha permitido
descubrir smos de union especlﬁcos e mduclhles para esta proteina en linfocitos T humanos.
Reci t di micr p focal y FRET, hemos localizado ProT alfa R en
microdominios rafts, a una distancia entre 60 nm y 230 nm del marcador de region GPI CD59.
Investigado el posibl i de transduccién promovido por la interaccién de ProT alfa
con el receptor hemos encontrado, en lisados totales de linfocitos activados con PHA, una
induccion transitoria de fosforilacion en tirosinas, con un maximo a los 15 minutos. Los
Western de membranas fraccionad diante gradi de sacarosa han puesto en evidencia
ademas, diferencias cualitativas y cuantitativas en la fosforilacién en tirosina de proteinas en
fracciones rafts de células tratadas versus células no tratadas con ProT alfa.

Para obtener una idea de la localizacion del receptor de ProTa en la superficie celular hemos
i cido la agregacion de los marcadores de zona raft (CD59) y regiones ricas en glicerofosfolipidos
(<=71) con anticuerpos especificos, y analizado el grado de localizacion del receptor de Protimosina
alfa con ambos marcadores. La determinacion de la ubicacion fisica del receptor con respecto a CD59
y CD71 se realizO mediante un doble marcaje con antiCD59-FITC/ProTa-PE y antiCD71-
FITC/ProTa-PE, tal y como se observa en la figura. Se aprecia como CD71 y CD59 presentan una
distribucion heterogénea, lo que indica que los agregados se han formado correctamente. Por otro
lado, las fluorescencias correspondientes a CD71 y ProTa se ubican en distintas areas de la
membrana, mientras que en el marcaje CD59/ProTa el pseudocolor amarillo, resultado de la
superposicion de ambas fluorescencias, es indicativo de una localizacion del receptor de ProTa
preferentemente en los rafts lipidicos. Dadas las caracteristicas del microscopio utilizado podemos
afirmar que la distancia entre CD59 y ProTa es menor de 230 nm.

Paralelamente se realizaron estudios de FRET mediante citometria de flujo que no arrojaron
un resultado positivo. Sabemos que el FRET tiene un limite maximo de resolucién en torno a 60 nm.
Ya que por encima de este limite la molécula aceptora de la energia de resonancia no emite sefial
alguna podemos concluir de ambos resultados que la distancia que separa al receptor de ProTa de
CD59 en rafts es de 60-230 nm.

Biotin-ProTa CD59

. Figura 1. Linfoblastos humanos muestran una
anti CD59 distribucion similar del receptor de ProTa y CD59.
Alicuotas de 2 x 10° células fueron croslinkeadas

Biotin-ProT: con BS® y ProTa biotinilada y tefiidas con anti-
fotin-Frote €071 CD59-FITC (verde)/estreptavidina-PE (rojo) o con

antiCD71-FITC (verde)/estreptavidina-PE  (rojo).
R Los analisis de colocalizacién (pseudoamarillo se
anti CD71 realizaron con un LeicaTCS software.

La subunidad B de la toxina colérica (CTB) muestra una gran afinidad por el ganglidsido
GMI1, un glicoesfingolipido presente casi exclusivamente en las regiones raft. El marcaje celular con
CTB ligada a peroxidasa (CTB-HRP) permite realizar un cross-linking de las proteinas circundantes,
en presencia de H,0, y 3,3’-diaminobencidina (DAB). De esta forma, las proteinas situadas en el
area en la que GMI1 esta presente in vivo seran precipitadas en la centrifugacion de los lisados
celulares. Cuando aplicamos este método para localizar el receptor de ProTa en el mismo
microambiente que GM1 vimos como, claramente, tras precipitar con CTB-HRP, H,0, y DAB, tanto
el marcador de zona raft (CD59) como ProTaR ya no eran detectables en la muestra. Los controles
realizados con CTB-HRP y DAB en ausencia de H,0,, muestran el mismo comportamiento que el
control, lo que demuestra que no estamos ante un artefacto. De esta forma podemos afirmar que el
receptor de ProTa se halla asociado a microdominios raft in vivo.

L \ B 4 Anti CD59

DAB + o+ - DAB + o+ -
H0,| * - - H,0, +

BSY 2@ BS' - .
s 5 BS?
o SO | 00

control control

Flgura 2. El receptor de ProTa coprecipita
con los dominios de membrana marcados con CTB.
Alicuotas de 2 x 10° de linfoblastos fueron
crosslinkeados con BS® 10 mM, en la presencia o
ausencia de 15 mM ProTa biotinilada y después
tratados con CTB-HRP (0.05 mg/ml) e incubados o
no con DAB (0.5 mg/ml) y/ 0 H,0, (0.01%). Tras la
lisis y la centrifugacion, las muestras fueron
analizadas por Dot-Blot buscando la presencia de
ProTa biotinilada (A) y CD59 (B) usando anti
biotina-HRP y GAM-HRP respectivamente.

® Anti Biotin-HRP
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Asi pues, se ha localizado una proteina cuyo ligando es Protimosina alfa y que se encuentra en
microdominios de membrana implicados por muchos investigadores en procesos de sefializacion
celular. Por lo tanto, un siguiente paso fue investigar el mecanismo de transduccion de sefial de este
posible receptor en linfoblastos humanos, Uno de los sucesos que generalmente acompara a la union
de un ligando a su receptor consiste en la induccion de una cascada de fosforilacion de proteinas en el
interior celular. Basandonos en este hecho, linfoblastos activados con ProTa a diferentes tiempos
fueron lisados y las proteinas fosforiladas en tirosina detectadas por Western Blot mediante un
anticuerpo especifico. Como se aprecia en la figura la respuesta al estimulo de ProTa es inmediata
(30 segundos), y tiene un pico maximo a los 15 minutos. Por lo tanto, la aparicion de una respuesta
intracelular temprana y sostenida tras la union de ProTa a esta proteina de superficie es indicativo de
que nos encontramos frente al receptor de Protimosina o.

Tiempo: 0s 30s 1 2 5 15 30 60

Figura 3. Protimosina a induce la
fosforilacion en tirosina de numerosas
proteinas celulares. Las células fueron
incubadas o no con 5 mg/ml of ProTa a los
tiempos indicados y sus lisados analizados en
un 7.5% SDS-PAGE, transferidos a una
membrana de PVDF y revelada la presencia
de fosfotirosinas con el  anticuerpd
monoclonal PY20 (BD) y GAM-HRP (Sigma).
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Para reforzar nuestra hipotesis sobre una localizacion del receptor de ProTa en rafts lipidicos,
analizamos la fosforilacion en tirosina de proteinas presentes en rafts inducidas por ProTa en
linfoblastos.

Podemos observar como el aumento de la fosforilacion en tirosina aparece en las fracciones
correspondientes a los rafts, tras la incubacion de 1 minuto con ProTa. Esto nos indica, claramente,
una localizacion del receptor, asi como del inicio de su cascada de transduccion de sefial, en rafts, lo
que refuerza nuestros anteriores resultados. Ademas, este proceso estd acompafiado de un fenémeno
de redistribucion de proteinas en la superficie de la membrana muy rapido, tal y como se puede
observar en los resultados de cuantificacion de proteina. Esto es importante porque altera nuestra
percepcion de la magnitud de la fosforilacién cuando cargamos un mismo volumen de muestra versus
la misma cantidad de proteina.

A.

@

o rafts Flgura 4. La cascada de transduccion de seffal
B soluble fraction Protimosina a se inicia en los rafts. Las proteinas de
células incubadas o no con 5 mg/ml de ProTa durante 1
min, fueron extraidas mediante lisis en tampén de lisis
con TKM-0.1% TX100 y ultracentrifugadas durante 18
h a 200,000g. Las fraciones raft (3-6) y las fracciones
insolubles fueron almacenadas juntas y determinada su
concentraciion proteica. Una vez establecida, se
analizaron por SDS-PAGE bien muestras de igual
cantidad de proteina (B) bien igual volumen (C) tanto
de fracciones solubles como insolubles y se detectaron
las fosfotirosinas como en la figura anterior.
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El concepto de raff lipidico comprende la existencia de unos dominios de membrana enriquecidos en colesterol, esfingolipidos y ciertas proteinas
especificas, cuya funcién es servir de plataformas de sefializacidn dindmicas en procesos tan importantes como la transduccion de la via TCR. Nuestro
grupo ha publicado recientemente la implicacién de la IL-12 en la regulacién de la compartimentacién de la membrana plasmdtica de células T. Ahora,
tratamos de esclarecer el mecanismo molecular involucrado en este proceso. Hemos llevado a cabo estudios en linfoblastos humanos y analizado el
comportamiento de IL-12Rp1 e IL-12RB2, las dos cadenas que, juntas, generan el receptor de alta afinidad responsable de las funciones de IL-12. Andlisis
por citometria de flujo de la ubicacién de ambas cadenas en células estimuladas o ho con IL-12 y tratadas con TX100 y/o MBCD, situaron a B1 siempre en
dominios no raft. Sin embargo, B2 presenté un cambio de localizacién de raft a no raft en presencia de IL-12. Los experimentos de microscopia confocal
realizados con CTB-Alexa 488 (une a GM1, marcador de zona raft) y DiI (lipido marcador de zona no-raft) mostraron idéntica dindmica de B2 en presencia
de IL-12. Dada la importancia y trascendencia que tienen estas asociaciones proteicas en la transduccién de sefiales, se confirmaron los resultados
analizando por Western-blot y electroforesis bidimensional fracciones raft y no raft aisladas en gradientes de sacarosa.

ors

PHA PHA (57 IL-12)
IL-12RB2 merged IL-12RB2 merged

Los rafts o balsas lipidicas son microdominios de membrana enriquecidos en colesterol, C 3
esfingolipidos y ciertas proteinas especificas, plataformas dindmicas que han sido implicados en
funciones tan dispares como el control de la sefializacién a través de proteinas transmembrana IL-12Rp2 merged IL-12Rp2 merged
(TCR, BCR, FcR, efc), receptores de citoquinas (IL-2R, IL-6R o IFNR, etc), comunicacién célula-
célula a través de exosomas, infectividad de priones y VIH, efc. Pero a pesar de la gran cantidad
de estudios existentes sobre ellos permanecen muchas cuestiones abiertas; una de ellas es el
papel de estos microdominios en el control de la sefializacién a través de receptores de .
citoquinas. En este péster presentamos nuestros (ltimos datos obtenidos que ilustran el papel de Vit .
los microdominios en la funcién del receptor de IL-12. IL-12Rp1 merged
IL-12RB1 merged

IL-12RB1 merged
-

merged

Figura 3.

1) La extraccién del colesterol presente en rafts empleando metil beta ciclodextrina (MBCD) se 3) Dado que el empleo de detergentes podria desvirtuar, de algdn modo, lo:

utiliza habitualmente para probar la asociacion de una proteina de membrana con obtenidos por citometria, se emples la técnica de microscopia con
microdominios de membrana ricos en esfingolipidos/colesterol. MBCD reduce la expresidn confirmar dichos resultados. En este caso se emplearon los marcado
(citometria de flujo), en linfocitos T humanos preactivados 3 dias con PHA, de CD59 (un (6M1) y (Molecular Probes Vybrant® CM-DiI/C18) para e
marcador de zona raft), pero no asi de CD71/TR (un marcador de regiones no-raft)(Figura de regiones raft y no-raft respectivamente de la membrana plas
1). Hemos comprobado que IL-12RB1 se comporta andlogamente a CD71, mientras que IL- linfoblastos humanos. En ausencia de exposicién a IL-12 es fdcilmente o
12RP2 lo hace a €D59, lo que indica una clara asociacién de IL-12RB2 con rafts (Figura 1). Sin (Figura 3, izquierda) una colocalizacién de IL-12RB1 con DIl, mient!
embargo, una breve exposicién (5°) de los linfoblastos T a IL-12 provoca una reduccién del cadena B2 de IL-12R presenta una distribucién en superficie diferen
efecto de MBCD sobre IL-12RB2 (Figura 1), lo que indica la reubicacién de B2 en zonas menos corresponde mds con la de . Tras una incubacion de cinco mini
enriquecidas en colesterol: zona no raft. 12 (Figura 3, derecha) el grado de colocalizacién entre IL-12RE2 y
reduce, probablemente como consecuencia de su desplazamiento hacia
Experimentos con MBCD. ricas en fosfolipidos saturados de la membrana plasmdtica (no-raft).
Porcentaje IL-12RB1 persiste en una ubicacién fuera de zona raft independiente
Controles ———* células presencia o no de IL-12 en el medio de cultivo, algo que también es mos
CB33¢/cn71 Western blot de la figura 4.
Figura 4. \Western IL-12R}1
zona no-raft

* Porcentaje 60 Porcentaje . N PIT Blastos Blastos
1 células ® células . Microdominios rafts: andlisis 2D T sminnin
1L-12Rp1‘ » lL-lZR,Z* . o

o s 3

SinIL-12  ConIL-125" ol
SinIL-12  ConIL-125°

zona raft

¥ Figura 1.

2)Pro‘reinas transmembrana como CD71, presentes en regiones no rafts -enriquecidas en
fosfolipidos y mds pobres en esfingolipidos y colesterol- son mds sensibles a la extraccién con
detergentes no iénicos (como TX-100, NP-40, etc) que aquellas residentes en rafts (como
CD59). Nuestros experimentos de pretratamiento de linfoblastos humanos con TX-100
indican que IL-12Rp1 se localiza en un drea de membrana fdcilmente accesible para este
detergente, por lo que su expresién es drdsticamente reducida, junto con la de CD71. Este
efecto es potenciado cuando los linfoblastos son preincubados 5 con IL-12 (Figura 2). IL-
12RB2, en cambio, muestra gran resistencia a la accién de TX-100 (menor tras la unién a IL-
12), de forma similar al comportamiento del gangliésido GM1 (un glicoesfingolipido
predominante en rafts y detectado mediante la subunidad B de la toxina colérica/CTB-Alexa-
488)(Figura 2). Estos datos apuntan a una localizacién de las cadenas 1 y p2 de IL-12R en
zonas no raft y raft, respectivamente, y a una mayor asociacion de 2 con regiones ricas en

fosfolipidos tras unir su ligando. in IL- Figura 5. - i
: E Experimentos con TX-100. Sin IL-12 fgura Con IL-12 (5 min)

4) Finalmente, resultados preliminares obtenidos tras analizar mediante técnicas pi
o ey CEEEITE T OD (2D/tincién de plata/MS) muestras de rafts lipidicos de linfoblastos humanos, tratade
o el durante 5 minutos con IL-12, indican la existencia de modificaciones postraduccionales, camb

zona no-raft

msnTXi00
conTx100

células E células i . Aed ; A - > e
I-12R1+ = IL-12R2* de composicion proteica y movimientos de proteinas (circulos) inducidos por esta citoqui
o heterodimérica que estdn siendo investigados actualmente.
sinL12 ConlL12§ : sn12 Con12s'
Porcentaje 4 Porcentaje “
células CD71+ 2 células GM1+

zona raft S s

Figura 2.
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NTRODUCCION

£ Tinid,

Los rafts son microdominios de la membrana ricos en gli golip y col ol, lo que

les confiere una menos fluidez e insolubilidad en detergentes oni La pr ia de 1écul
licadas en la celular los convierte en clave en el control de la transduccién de seiiales
via TCR BCR o FceRIL Se ha visto que alg d de receptores de citoquinas (IL2R e IL15R)

estin presentes en dominios raft lo que pudiera indicar su importancia en el control de la
S diada por

IL12 es una citoquina producida por APCs, con efectos sobre la proliferacion, produccién de
IFNy y diferenciacion del linfocito T activado. Su receptor esta formado por IL12Rp1 e IL12Rp2.
Ambas unen con baja afinidad IL12 por separado, pero generan en conjunciéon un receptor de alta

finidad resp ble de has de las funci de IL12. Se d como los rafts pueden influir
en la seializacion mediada por IL12R, asi cémo la ubicacion de las cad de este receptor en la
membrana. Nuestros estudios en linfocitos T humanos preactivados muestran una IL12Rp2
asociada a rafts, dado su similar p i a moléculas como el liosido GM1 o CD59 con
respecto al tratamiento de las células con detergentes no iénicos (TX100) o moléculas que extraen
colesterol (MBCD). Una preincubacién de las células con IL2 fue suficiente para provocar un efecto
radicalmente opuesto en IL12Rp2, idéntico al observado con TfR (CD71), proteina tipica de
regiones no raft. Nuestros datos indican, que si bien en un inicio IL12Rp2 se encuentra en rafts, tras
la interaccion con su ligando se produce un movimiento de la proteina fuera de éstos, un proceso
también descrito para CD25. Las implicaci de este feno seran discutidas.

NTECEDENTES

Las citoquinas son proteinas que producen ciertos tipos celulares en respuesta a miltiples estimulos
y que se unen a receptores transmembrana que carecen de actividad quinasa. De este modo, para que se
produzca la transduccion de sefiales hacia el interior celular, deben reclutarse tirosin quinasas citosélicas,
en su mayoria de la familia Janus (JAKs). Estas JAK quinasas se asocian a las colas citoplasmaticas del
receptor y, tras un proceso de autofosforilacion cruzada, producen la activacion, dimerizacion y
translocacion nuclear de los factores de transcripcion STAT (“signal-transducing transcriptional
activators”). Un ejemplo lo tenemos con IL-12, en cuya ruta de sefializacién estan implicadas las quinasas
Janus Tyk2 y JAK2 asi como la proteina de union a DNA STAT4. No obstante, vias de transduccion de
seflales adicionales contribuyen a la ruta JAK/STAT. Asi, IL-12 estimula la proteina quinasa activada por
mitoégeno (MAPK) p38, una serin quinasa que fosforila adicionalmente a STAT4, un paso importante para
desencadenar la produccion de IFNy inducida por IL-12 pero no suficiente para generar proliferacion
celular.

Nuestro grupo de investigacion estd estudiando la cascada de transduccion de IL12 en linfoblastos
humanos. El uso de mAc PY20 permitié detectar una serie de proteinas fosforiladas en tirosina en
respuesta a IL-12. Asi, junto con las bandas de 120-130 kDa, probablemente las JAK quinasas Tyk2 y
JAK2, de 82-85 kDa, que encajaban con STAT4, y de 38 kDa, posiblemente la MAPK p38, se pusieron
otras de manifiesto en torno a 44 kDa que sugerian la activacion de otras MAP quinasas (datos no
mostrados). El uso de anticuerpos especificos de las formas fosforiladas de estas proteinas nos ha
permitido demostrar la activacion de la ruta de MAPKs Raf-MEK1-ERK1/2 mediante citometria de flujo
(Figura 1, A) y Western blot (Figura 1C).

Los rafts parecen jugar un papel importante en la sefializacion via receptores de citoquinas. Su
estructura, y por tanto funcion, puede ser modificadas mediante el secuestro del colesterol utilizando
metil-B-ciclodextrina (MBCD). Se realizaron ensayos de dosis-respuesta en donde se evaluaba la eficacia
de la MBCD en relacion a la expresion en superficie de los marcadores de zona raft CD59 (Figura 1) y
GMI (no mostrados) asi como de zona no-raft CD71 (Figura 2), encontrandose una concentracion optima
de 1-2.5 mM. El siguiente paso fue preincubar los linfoblastos con MBCD, observando un marcado
descenso de la fosforilacion de ERK1/2 (Figura 1C). Ello sugiere que bien el receptor de alta afinidad o
bien alguna de sus subunidades podrian estar localizadas en rafts.

A.. B. C. D.

Porcentaje de células positivas

0 10 20 30

Concentracion de MBCD
(mm)

Figura 1. 4) Andlisis del efecto de distintas de metil-B-ciclodextrina (MBCD) sobre la expresion
del marcador de zona raft CD59 y del marcador de zona no-raft CD71 mediante citometria de flujo en linfoblastos
‘humanos activados con ina (PHA). Se los i anti-CD71-PE y anti-

CD59-FITC (BD) y el anilisis se realizé en un citémetro de flujo FACScalibur.B) Linfoblastos activados con PHA
fueran estimulados con 2 ng/ml de IL-12 en RPMI 1640 a 37°C a los tiempos indicados. Las células fueron fijadas con

ido (PFA) y con saponina, tras lo cual se realizé un marcaje inmunofluorescente con
un anticuerpo primario anti-Phospho-ERK1/2 (CellSi; i ies) y el io GAR-FITC (Sigma
Aldrich Quimica).C) Igual que en B pero los linfoblastos fueron tratados con ImM MBCD en RPMI a 37°C durante 15
min. para extraer el colesterol de la membrana antes de la esti ion con IL-12 durante los diferentes tiempos. D)
Linfoblastos procedentes de las muestras analizadas por citometria en B y C (tiempos cero y 5 minutos) fueron Ixsadus
en tampon de muestra 1X SDS-PAGE y cargadas en un gel de iz Tras la i
PVDF se realizé un Western blot utilizando un anticuerpo primario anti-Phospho-ERK1/2 y un secundario GAR- HRP
(CellSignaling Technologies).

A, Canda-Sanchez esta “financiada® por Ia Xunta de Galicia

Para averiguarlo linfoblastos activados y tratados con concentraciones optimas de
MBCD fueron marcados con un anticuerpo monoclonal especifico frente a cadena B2 del
receptor de IL12 (IL12Rp2). El resultado es mostrado en la figura 2, en donde se aprecia
como MbCD esta arrastrando parte del receptor. Sin embargo, cuando preincubamos las
células con IL12 durante 5 minutos este efecto de la dextrina se ve reducido (figura 2). Este
resultado nos sugiere que la cadena B2 del receptor de la IL12 se halla localizado en los
microdominios ricos en GPI/colesterol, pero que tras la union a su ligando se desplazaria
hacia zonas periféricas de los mismos, donde ya no es accesible para la MBCD.

Figura 2. Linfoblastos activados con PHA fueron estimulados o no
con 2 ng/ml de IL12 en RPMI suplementado con un 10% FCS (Medio
Completo) a 37°C durante 5 minutos. Las células fueron inmediata y
abundantemente lavadas con RPMI, tras lo cual se procedio (MBCD) o
no (CTRL) a la eliminacion del cole [ de la (2.5 mM en
RPMI, 20 min, 37°C). Las células se marcaron
inmunofluorescentemente con anti-ILI2Rp2, GARat-Biotin (BD) y
Streptavidin-PE (Serotec) y fueron fijadas con 1% PFA. Se utilizé un
citémetro FACScalibur (Becton) para la lectura. Cada dato es resultado
de la media de triplicados, mientras que las barras representan la
desviacion estindar. Se muestra un experimento representativo (n=3).
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porcentae de célules L1202+
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Por otro lado los rafts son microdominios de membrana resistentes, a baja temperatura,
a la accion de detergentes no idnicos como el TX100. Basandonos en esta propiedad se
comprobo si la expresion de la cadena b2 de IL12R se reducia como consecuencia del
tratamiento con TX100. Como controles se evaluaron una serie de marcadores de zona no
raft (CD71) y raft (GM1) (Figura 3). Como se esperaba el detergente no iénico eliminaba
gran parte del CD71, mientras que la expresion de GM1 no se veia reducida sino que incluso
aumentaba. En cuanto a los resultados con IL-12Rb2 la reduccion observada, menos acusada
que la de CD71, apunta hacia una localizacion en la periferia de rafts debido a la sensibilidad
parcial de esta region de los rafts al tratamiento con TX-100. Por otro lado, este efecto es
menos acusado cuando los linfoblastos son preincubados con IL12 durante 5 min, lo que
indica una mayor accesibilidad de IL12RB2 al detergente. Este wiltimo resultado es indicativo
de un cierto desplazamiento de IL12RB2 hacia regiones de la membrana con mayor
abundancia de glicerofosfolipidos (en donde se encontraria CD71), sin abandonar del todo la
zona raft.

A B Figura 3. ). Linfoblastos activados con PHA
. . fueron lavados con PBS pH 7.4 y sometidos a un

120 16 para eliminar la fraccum no m]i de la
g 100 & 14 b con de
H € 12 TX100 en PBS durante 5 minutos en hielo. Tras
g o o L12R2 S0 un lavado exhaustivo y un paso de fijacion (1% de
i - ——GML T;' 8 PFA en PBS) se procedié al marcaje utilizando los
H ~-con T 6 mismos anticuerpos que en experimentos. La
g v § 4 presencia del ganglidsido GMI fue revelada con
g 20 E_ 2 CTB-Alexa488 (Molecular Probes). En B)
g . 0 linfoblastos activados con PHA fueron estimulados

o A on 06 P ) o no con IL-12 (2 ng/ml) a 37°C durante 5
concentracion de TX100 & BN > minutos. Tras un lavado con RPMII640 las
@Sd- f células fueron tratadas con 0,25% TX-100 5 min
en hielo, fijadas y la expresion de IL-I2RB2
medida como en la figura 2. Cada dato
experimental se corresponde a la media de
triplicados, mientras que las barras representan la
variabilidad valorada como desviacion tipica.
Tanto en A como en B los experimentos son
representativos de varios realizados (n=3).

<

onclusiones

En el presente estudio mostramos datos que apoyan: a) una participacion de la via
Raf-MEK1/2-ERK1/2 en la cascada de transduccion de sefiales generada por IL-12; b) una
ubicacion de la cadena P2 del receptor de IL12 en la periferia de microdominios de
membrana ricos en esfingolipidos y colesterol, también denominados rafts, que explicaria la
alteracion de la fosforilacion de ERK1/2 por el tratamiento con MBCD, un agente que
secuestra colesterol de la membrana. Ademas se apunta, como en el caso del receptor de IL-
2, a una rapida reorganizacion en el raft en respuesta a IL-12. Esta reorganizacién se ve
reflejada en un desplazamiento de IL12RB2 desde la periferia hacia el exterior de los
microdominios (ver esquema inferior), un fendmeno posiblemente relacionado con la
generacion del receptor de alta afinidad, la cascada de transduccion de sefiales o la
internalizacion del complejo receptor-ligando. Estudios en progreso nos permitiran
profundizar mas en este proceso asi como conocer la ubicacion de IL-12Rbl y el
heterodimero IL-12Rb1/IL-12Rb2.

Para cualquier consulta: Dra. Montsertat Nogueira: balnmati us






ERKI/Z en la transduccién de seral de la

”__~i 2 en linfoblastos humanos
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NTRODUCCION

La IL-12 es una citoquina pro-inflamatoria que induce la produccion de IFNy, promueve la
diferenciacion de las células T CD4+ en células Thl, y es un vinculo entre la resistencia innata y la
inmunidad adaptativa. Nuestro grupo estudia el papel de IL-12 en la activacion de linfoblastos
humanos y su implicacion en la compartimentalizacion de la membrana plasmatica, en particular, la
regulacion de la expresion e interaccion de dos marcadores de activacion: CD26 y CD45R0. En un
intento de profundizar en el papel regulador de la IL-12, hemos estudiado su mecanismo de
transduccion de senal. Se sabe que su union al receptor provoca la fosforilacion de éste y de dos
kinasas asociadas, JAK2 y TYK2, lo, que, a su vez, produce la fosforilacion en tirosina de STAT4,
cuya activacion es necesaria para la produccion de IFNy pero no para el efecto proliferativo también
observado. De las tres MAPKs (p38, INK/SAPK y ERK1/2), se ha descrito que la p38 fosforila a
STAT4 una vez que ha entrado al niicleo, y, hasta donde sabemos, no se ha encontrado activacion de
JNK/SAPK ni ERK1/2 mediada por la IL-12. En este trabajo hemos investigado el efecto de la IL-12
en la activacion de linfocitos humanos utilizando cultivos de PBMCs activadas con PHA. Mediante
Citometria y Western blot, hemos puesto de manifiesto en estas células la activacion de ERK1/2 en
respuesta a la presencia de IL-12, lo que implica a la ERK1/2 en la via de transduccion de sefal de la
IL-12 en linfoblastos humanos.

Activacion de los linfocitos con PHA

Nuestro grupo de investigacion establecid hace tiempo las condiciones optimas de activacion con PHA e IL-12
para aumentar el nivel de expresion de CD26, una proteina de la superficie celular con actividad dipeptidil-
peptidasa, en la cual se enmarcan estos experimentos. Estudios previos demostraban que el porcentaje de
células T activadas en estos cultivos es del orden de 90%. Todas las células empleadas han sido analizadas
para controlar el grado de activacion antes y después del cultivo, dado que el receptor de alta afinidad de IL-12
sélo se expresa en la células con un elevado grado de activacion. Se puede observar como la activacion
provoca un aumento del Forward-Side Scatter en la region R2.
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Forward Scatter Forward Scatter

Utilizando sangre procedente de donantes voluntarios sanos, se purificaron las PBMCs en un gradiente de Ficoll. 1 millén
de células fueron fijadas con 1%PFA en PBS, antes(A) y después (B) del cultivo de 3 dias con PHA a 1.5ug/ml. Sélo se
emplearon para estos experimentos aquellos cultivos con viabilidad superior al 95% y cuyo andlisis del FSC-SSC
presentaba un elevado nivel de activacion de los PBMCs.

Activacién de la via de transduccién de sefal
Raf-MEK-ERK en linfoblastos

En los Western blot revelados con anticuerpos fosfoespecificos de las proteinas de la ruta de la MAPK
ERK1/2 vemos como, en presencia de IL-12, hay un aumento en el grado de fosforilacién de las proteinas
clave de esta ruta: Raf, MEK1 y ERK1/2. Esto indica claramente como se estd activando esta cascada de
MAPK en respuesta a la IL-12. La respuesta se mantiene a lo largo de los diferentes tiempos analizados.

No se ha encontrado un aumento en el grado de fosforilacion de p90-RSK ni de ELK1, aunque en el caso de
esta ultima podria decirse que incluso sufre cierto descenso en el mismo. Ambas proteinas son dianas
especificas de ERK1/2, pero no las unicas. Que no se hallen activadas no sorprende porque es probable que
estas dos proteinas en concreto, no se activen en respuesta a la IL-12 y si lo hagan otros factores de
transcripcion no abarcados en este estudio
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Deteccion de ERK1/2 mediante citometria de fluj-

La ERKI/2 fosforilada  puede
detectarse mediante citometria de flujo
si las células son permeabilizadas para
permitir el paso del anticuerpo al
citosol. Podemos ver como claramente
hay un aumento de la IMF a lo largo
de los diferentes tiempos analizados
debido a la ERK1/2 cuando las células
son estimuladas con IL-12. Estos
resultados  confirman lo  datos
obtenidos mediante Western blot.

El tratamiento con MBCD, previo a la
estimulacion con IL-12, altera la
organizacion del raft lipidico. Como
puede verse en la figura aunque hay un
aumento en la IMF del grado de
fosforilacion de la ERKI/2, este
aumento es muy inferior al observado
en los linfoblastos no tratados con
MBCD. Dado que el proceso de
transduccion de sefal de la IL-12 es
poco conocido, este experimento sitiia
al receptor y/o su mecanismo de
transduccion de sedal en el entorno de
los microdominios raft.

Como  control interno de las
citometrias se realiz6 un Western blot
que fue revelado con el mismo
anticuerpo contra la forma fosforilada
de ERK1/2 en presencia y ausencia de
IL-12. Vemos claramente como las
células tratadas con MBCD disminuye
el nivel de fosforilacion de la ERK1/2.
Este descenso fue ratificado a través
del anlisis de la densidad optica.
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A) Linfoblastos activados con PHA fueron estimulados con 2ng/ml de IL-12 en RPMI a
37°C. las reacciones se pararon a los diferentes tiempos indicados en un tampén de fijacion
con PFAy un detergente (saponina) para su permeabilizacion. El marcaje de las células se
realizd con un anticuerpo anti-Phospho-ERK1/2 (CellSignaling Technologies) y como
secundario GAR-FITC (Sigma Aldrich Quimica).

B) Linfoblastos activados con PHA fueron tratados con ImM MACD en RPMI a 37°C
durante 15min. para extraer el colesterol de la membrana. Una vez lavadas las células
fueron estimuladas y marcadas al igual que en A).

C1)Western blot de linfoblastos procedentes del mismo cultivo que las citometrias. El
tratamiento con MACD se realiza "previamente a la estimulacion con IL-12 y en las mismas
condiciones que B). La obtenci6n y tratamiento de muestras se corresponde al de la fig.2.
C2) Densitometrado de los Western blot revelados con el anticuerpo fosfoespecifico. La
electroforesis y transferencia se realiz en un mismo gel y membrana de PVDF para
garantizar la i on en el tr i , la cantidad de proteina es la misma en
ambos casos.

IPOTESIS

A partir de los datos mostrados en esta
presentacion, y de la bibliografia existente
hasta la fecha, establecemos la siguiente
hipétesis de transduccion de sefial de la
IL-12. Por un lado estaria la activacion de !
la ruta de las JAK-STAT (STAT4 como - 4 s i
diana principal) y, por toro, la activacion a
través de moléculas desconocidas de la
MAPK p38. Por ultimo deberia existir una
conexién entre el receptor de IL-12 a
través de moléculas adaptadoras (Ej.: She,
Grb2, SOS) con una GTPasa (como puede
ser Ras) o con una protein kinasa,
necesaria para iniciar la cascada ERK1/2
que hemos detectado en este trabajo. La
integridad del raft seria un factor clave en

la actividad de esta ruta.

Como se ha demostrado, ni p38 ni STAT4
estan implicadas en la proliferacion
observada en respuesta a la IL-12.
ERK1/2 esta implicada en la regulacion
del ciclo celular, por lo que creemos
légico pensar que esta es la molécula

responsable de este efecto.
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En clpresente trabajo mostramos como se produce la activacion de la MAPK ERK1/2 asi como de su
cascada especifica de activacion : Raf-MEK1-ERK1/2. No se ha encontrado activaciéon de ninguna de
las dianas estudiadas de esta MAPK, probablemente porque ni p90-RSK ni ELKI se activen en

0s  30s Imin 3min Smin 10min 15min 30min 60min 0s 30s Imin 3min Smin 10min 15min 30min 60min respuesta a la IL-12.
ELK-1 p90-RSK.

También mostramos como es posible medir la fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a la IL-12 a
diferentes tiempos y usando la citometria de flujo. Usando esta misma técnica en células tratadas con
MUCD antes de la estimulacion con IL-12, vemos una disminucion en el grado de activacion de la
ERK1/2 respecto a las células no-tratadas, lo que nos permite situar al receptor de IL-12 y/o su
mecanismo de transduccion de sefial en el entorno de los microdomnios rafts.

Los linfoblastos activados con PHA fueron estimulados con 2ng/ml de IL-12 a 37°C. Las muestras de células fueron tomadas a los
diferentes tiempos indicados en la figura, y lisados en un tampon de muestra para electroforesis (312.5mM Tris-HCI pH6.8, 0.5%
peso/volumen Glicerol, 10% p SDS, 0.125% p Azul de , con pironina como marcador adicional).
Tras el Western blot, el revelado de las membranas de PVDF se realizé con los anticuerpos primarios especificos de cada forma
fosforilada y después con su secundario cor con p ( T

J. Lojo estan financia nta de Galicia.

Canda-Sanchez
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