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lulas T




Abreviaturas

LBPA
Lck
LFA-1
LT

LY
MAPK
MC
MCC

MEK

MICA/
MICB

Min
MTOC
Na
Nck
NE-«B
NFAT
NK
OVAp

P24
Pée
Pg6
PBL
PBS
PC
Pd

PE
PE

PFA

PH

PI
PI(3,4)P,
PI(3,4,5)P,
PI(4,5)P,
PI3K

PKC

PLA

PLCy

PLD

PMA

acido liso-bisfosfatidico

Quinasa especifica de linfocitos

Antigeno asociado a la funcién linfocitaria-1
Lisado total

LY294002

Proteina quinasa activada por mitégenos
Oligémeros

Péptido procedente del citocromo c de la pa-
lomilla de la luz (péptido 88-103).

Quinasa de MAPK/ERK
Cadena A/B relacionada al CPH-I

Minutos

Centro de organizacién de microtibulos
Apertura numérica

Regién no catalitica de tirosina-quinasas
Factor Nuclear kB

Factor Nuclear de células T activadas
“Asesina natural” (Natural Killer)

Péptido correspondiente a los residuos ami-
noacidos 257-264 (SIINFEKL) de la proteina
del huevo de pollo ovoalbimina.
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Linfocitos de sangre periférica
Solucién salina tamponada de fosfato
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Fosfoinositoles
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PV
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RNA
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s
SDS-page

SEE
SH2
SH3
SI
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SOS

T

TBS-
Tween

TCR
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Tfr

Th
TRAP
TSG101

VCAM-1
WASP
WAVE

WB
Wort
WT
Zap70
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Revoluciones por minuto

Medio de Roswell Park Memorial Institute

Proteina relacionada con Ras (Ras related
protein)

segundos

Electroforesis en geles de poliacrilamida en
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Enterotoxina de Staphylococcus, E
Dominio de homologia a Src 2
Dominio de homologia a Src 3
Sinapsis Inmunolégica

Proteina de leucocitos que contiene domi-
nios SH2 de 76 KDa

Son of Sevenless, factor de intercambio de nu-
cleotidos de Ras

Célula T

Salino tamponado con Tris-Tween

Receptor de células T

Transferrina

Receptor de transferrina

Célula T cooperadora

Protocolo de analisis de trogocitosis

Gen de susceptibilidad tumoral 101 (“Tumor
Susceptibility Gene”)

Molécula de adhesién de célula vascular-1
Proteina del sindrome Wiskott-Aldrich
WASP family verprolin-homologous protein
Western Blot

Wortmanina

Forma salvaje de una proteina (“wild type”)

Proteina asociada a la cadena { de 70 KDa
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Summary

The immunological synapse (IS) was first described as a highly specialized junction between
the membranes of T cells and antigen-presenting cells. The IS was proposed to be a site for effective
T cell activation, for sustained T cell receptor (TCR) engagement and signaling, and for polarized
secretion into the synaptic space. However, several studies have proposed that the IS is a site for
TCR endocytosis, resulting in termination of its signalling and degradation.

In resting T cells, the TCR is continuously endocytosed and re-expressed at the cell surface.
However, engagement with peptide-MHC (pMHC) causes increased TCR internalization, decreased
recycling and increased degradation. Clathrin-dependent endocytosis is one of the mechanisms by
which the TCR is internalized, both in untriggered and TCR triggered cells. However, the TCR is also
internalized by clathrin-independent mechanisms that share a common cholesterol dependency
but are not yet molecularly characterized.

Another consequence of IS formation is the intercellular transfer of APC membrane proteins
to the T cell. T cells acquire major histocompatibility complex (MHC) class I and class II from APCs,
as well as co-stimulatory molecules and patches of membrane, by a mechanism most commonly
referred to as trogocytosis. MHC transfer to the T cell is dependent on TCR triggering. The con-
sequences and physiological meaning of such transfer are not completely understood. T cells that
acquire pMHC from APCs can themselves become antigen-presenting cells, but it is still unclear
what advantage such a T cell APC could offer in comparison with “professional” APCs.

TC21 (RRas2), a small GTPase, activates phosphoinositide 3 kinase (PI3K), probably through
the direct binding and recruitment of the hematopoietic specific catalytic subunit p1103. Indeed,
TC21 binds directly to the TCR and BCR (B cell antigen receptor) and it is necessary for the re-
cruitment of p1105 to both antigen receptors in resting cells. TC21 is constitutively associated to
the TCR and BCR and it has been shown to co-translocate with the TCR to the IS.

In this study, we have further investigated the role of TC21 in the formation of the IS. We
found that TC21 is necessary for TCR internalization from the IS by a clathrin-independent mecha-
nism that is nevertheless dependent on the small GTPase RhoG, previously associated with phago-
cytosis. Indeed, we found that T cells phagocytose 1-6 um beads coated with anti-TCR antibodies
through a TC21 and RhoG-dependent pathway, in which PI3K and actin play an important role.
Since TC21-deficient and RhoG-deficient T cells are unable to trogocytose MHC class II and mem-
brane fragments from the APC, we propose that the TCR is internalized from the IS by phagocytosis
(clathrin independent process) allowing acquisition of material (eg. pMHC) from the APC. Through

this process, the T cell is converted into an efficient APC.
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Introduccién

1. Un fugaz vistazo al sistema inmune

La defensa contra agentes infecciosos se
da a través de una primera respuesta inmune
innata y una respuesta posterior adaptativa en
la que los linfocitos juegan un papel esencial y
en la que este trabajo se va a centrar.

Las fases de activacién y efectoras de la
respuesta inmune adaptativa se basan en el
reconocimiento del antigeno por parte del lin-
focito T. Para ello el linfocito T presenta en su
membrana el receptor de los linfocitos T (TCR),
capaz de reconocer fragmentos peptidicos de

antigenos que le son presentados por células

presentadoras de antigeno (CPA) a través de
los complejos principales de histocompatibi-
lidad (CPH), formando un complejo péptido-
CPH. La interaccién estable entre la célula T y
la CPA conlleva la formacién de la Sinapsis In-
munoldgica (SI), estructura a través de la cual
la célula integra sefiales procedentes de la CPA.
La investigacion realizada en esta tesis se cen-
tra en el momento de la interaccién de la célula
T con el complejo péptido-CPH a través de la

formacién de la SI.

2. Desde la sinapsis inmunolégica a los Nanoclusters

La interaccion estrecha entre la célula T
y la CPA, y la formacién de la SI, le otorga a la
célula T la capacidad de integrar toda la infor-
macién necesaria para diferenciar lo ajeno de

lo propio.

2.1. La Sinapsis Inmunolégica y su rele-
vancia funcional

Aprovechando los tdltimos avances en
microscopia y pese a que todas las técnicas es-
tablecidas muestran sus limitaciones (Wulfing
et al., 2002), el conjunto de todas ellas ha per-
mitido dibujar, con bastante precisién, el pro-
ceso de contacto y activacién de la célula T.

Tras el contacto entre la CPAyla célula T,
se crea una estructura conocida como “ojo de
toro” (Fig. I1) en la que se diferencia una zona

central, rica en integrinas, rodeada por una

zona de TCR contactados por complejos pép-

tido-CPH (SI inmadura). A los pocos minutos,
esta estructura se invierte dando lugar a una
SI madura, que presenta dominios especificos
denominados complejos supramoleculares de
activacién (SMAC) (Monks et al., 1998), asi te-
nemos un complejo central (cSMAC) compues-
to mayoritariamente por TCR-CPH, y un anillo
concéntrico que lo rodea conocido como com-
plejo periférico (pSMAC), rico en moléculas de
adhesion (LFA-1 y su ligando ICAM-1). Tam-
bién existe una zona atin mas externa conocida
como la zona distal (dASMAC) rica en CD43 y
CD45. Se sugiere que esta zona corresponde al
drea donde se acumulan proteinas transmem-
brana y del citoesqueleto que son activamente
desplazadas de la zona de contacto.

Para alcanzar la SI madura se requiere
una reorganizacion de los diferentes receptores

presentes en la interfase entre ambos tipos ce-
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Minutos Horas

C

Segundos

dSMAC
pSMAC: LFA-1-ICAM-1

cSMAC: TCR-MHCp, PKC-0,CD2, CD4, CD8, CD28

Fig. 1

Formacioén de la Sinapsis
inmunolégica

Esquema basado en las imédgenes captadas por microscopia durante
la interaccién de una célula T con complejos péptido-CPH agonistas
(Grakoui et al., 1999).

A En segundos, la célula T se una al sustrato a través de una
zona de unién central del par de interaccién LFA-1/ICAM-1,
rodeado de una zona rica de TCR sefializador contactando
con el sustrato en la periferia.

B Tras unos minutos, los TCR contactados son translocados al
centro de la interfase.

C Finalmente, aparece un patrén con un agregado central de

TCR rodeado de un anillo concéntrico de LFA-1. Esta
estructura es estable durante horas. Se indican diferentes
moléculas localizadas en los diferentes dominios.

Adaptado a partir de Dustin, 2002.

lulares, que ha sido cldsicamente explicada por
la propia difusién de los receptores. Sin embar-
go, la formacién de la SI requiere un proceso
activo y el consumo de energia (Wulfing et al.,
2001). Asi, se ha descrito el movimiento de las
diferentes moléculas gracias al anclaje o parti-
cipacion del citoesqueleto de actina y de moto-
res moleculares. Es importante mencionar que
el tamario de los receptores, y la tendencia de
estos a agregarse en los mismos dominios en
funcién de su tamano, controla la localizacién
de los pares TCR-CPH en el centro (distancia
de 15nm)y de LFA-ICAM-1 (distancia 40 nm)
en la periferia.

La funcién de la SI estd ain en estudio.
Inicialmente se propuso que la funcién esen-
cial de la SI debia ser la correcta activacién de
la célula bajo condiciones fisiolégicas. De he-

cho, la activacidn efectiva de la célula T requie-

re del mantenimiento de la estructura durante

varias horas, lo que supone en tltimo término
la transcripcién de genes implicados en secre-
cién de citoquinas, proliferacién y diferencia-
cién: procesos esenciales para el desarrollo de
la respuesta inmune. La SI como lugar de se-
fnalizacién sostenida se correlacionaba con es-
tudios que mostraban una alta concentracién
de moléculas implicadas en la sefializacién a
través del TCR: Complejos TCR-CPH (Irvine et
al., 2002; Krogsgaard et al., 2005), la tirosina
quinasa Lck (Ehrlich et al., 2002; Monks et al.,
1998), y productos de la enzima fosfatidilino-
sitol 3 quinasa (PI3K) (Costello et al., 2002)
entre otros.

Posteriormente, la SI como requerimien-
to para la sefializacién perdié fuerza. Se vio
que la sefalizacién tenia lugar por ejemplo
frente a una CPA fijada e incapaz de permi-
tir la compartimentalizacién de los dominios
que la SI madura requiere (Allen and Unanue,
1984). Ademas, la existencia de sefializacién
en la zona de contacto inicial de la célula T con
la CPA (flujo de calcio) (Negulescu et al., 1996),
unido a que el tiempo requerido para la madu-
racién de la SI era mayor que para la activacién
dela célula (Lee et al., 2002), llevé a pensar que
la activacién de la célula T no estaba controla-
da por la reorganizacién de la SI (Balamuth et
al., 2001; Brossard et al., 2005; Dustin et al.,
2006; Hailman et al., 2002). Esta idea se vio
apoyada por la existencia de sinapsis multifo-
cales, en las que no ocurria la acumulacién de
TCR en el cSMAC.

La evolucién de la microscopia y el uso de

bicapas lipidicas para la activacién de las célu-

las ha permitido describir los microagregados
de TCR o “Microclusters” (MC), en los que los




TCR son contactados en la periferia y trans-
portados hacia el centro del punto de contacto,
generando el cSMAC. La sefializacién a través
del TCR ocurre en los MC periféricos, donde
se ha visto la movilizacién de calcio y la pre-
sencia de moléculas sefalizadoras como Zap70
tras el contacto (Bunnell et al., 2002; Campi et
al., 2005; Grakoui et al., 1999; Krummel et al.,
2000). La formacién de los MC en la periferia
se considera el inicio de la sefalizacién a los
pocos segundos. Un punto clave del descubri-
miento de los MC, fue la descripcion de que los
TCR que llegaban al cSMAC estaban defosfori-
lados, y que la sefializacién temprana a través
del TCR, parece acabar antes de la formacién
de la SI madura o centralizada.

En base a lo dicho, se ha postulado la
idea de la SI como lugar de degradacién de la
sefal y con ello del TCR, al permitir la agrega-
cién de los MC en el cSMAC. De esta manera,
se puede explicar la cinética de distribucién
de la fosfatasa CD45, excluida en los MC pre-
sentes en la periferia, pero relocalizadas en el
c¢SMAC, mostrando su posible implicacién en
la finalizacién de la sefializacién (Vardhana et
al., 2010; Varma et al., 2006). Sin embargo, la
funcién de la SI parece no restringirse simple-
mente a la activacién o a la degradacién de la
senal (“blanco o negro”), ya que diferentes tra-
bajos (Cemerski et al., 2008; Lee et al., 2003)
han evidenciado la complejidad funcional de la
SI, al controlar la sefializacién segun el tipo de
ligando, adquiriendo una funcién degradativa
y de terminacién ante una sefial fuerte, pero
aumentando la serial si la estimulacién con el
ligando es débil.

Ademas de las funciones recién descritas,

se le ha atribuido a la SI un papel en el control

de la polarizacién celular, fenémeno importan-
te para la secrecién localizada de citoquinas o
granulos liticos, mediado en parte por la re-
localizacién del organizador de microtibulos
(MTOC) en la zona préxima a la SI. Ademas la
polarizacién del MTOC permite el transporte
dirigido de moléculas intracelulares a la zona
de la SI (Das et al., 2004). Finalmente, la po-
larizacién celular, se esta relacionando con la
generacién de una divisién celular asimétrica,
en la que las células hijas se diferenciarian en
células efectoras o células de memoria depen-
diendo de la proximidad a la SI (Chang et al.,,
2007).

2.2. Microclusters y sefializacion proxi-
mal

Los MC son considerados como la uni-
dad minima de sefializacién en la célula T, y
pese a que parece que cada MC solo funciona
alrededor de 2 min, su continua formacién en
el dSMAC, de manera actina dependiente (Ts-
kvitaria-Fuller et al., 2003; Wulfing and Davis,
1998; Wulfing et al., 1998), es requerida para
la sefializacién sostenida en la célula T (Varma
et al., 2006) (Fig. 12).

Los MC migran desde la periferia (dS-
MAC) hacia el centro de la interfase a una ve-
locidad de 1-5 m/min. Alli forman grandes
acumulos, que se inmovilizan a los 5-15 min
dando lugar al ¢SMAC. El transporte de los
componentes de la SI de manera radial, es un
mecanismo de regulacién de la sefializacién.
Asi aquellas sinapsis bloqueadas, donde los
MC han sido mecdnicamente constrefiidos en
la periferia, dan lugar a una mayor senaliza-
ciéon (Mossman et al., 2005).

Antes de iniciarse el contacto, el TCR
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estd organizado en oligbmeros que se conocen
como nanoclusters (NC), que pueden constituir
la estructura de sefializacion inicial, previa a la
formacién de los MC (Schamel et al., 2005). Su

presencia en estado basal de la célula, es inde-

pendiente de la presentacién del antigeno. La

existencia de estas estructuras podria aumen-
tar la avidez del TCR (Alarcon et al., 2006). La
unién del ligando debe convertir a estos NC

preexistentes en MC.

A Extension

C Formacién SI Madura

B Contraccién
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Fig. 12

La célula T reconoce el antigeno y cambia su forma pasando por un proceso de expansion, contracciéon y formacion de la SI.

Proceso dinamico del reconocimiento del antigeno y activacion de la
célula T por los MC

A Tras el contacto se forman MC conteniendo diferentes moléculas como TCR y CD28. La expansién continua y a su vez la formacién de
nuevos MC en la zona periférica. Los MC iniciales “TCR-CD28” reclutan diferentes quinasas y adaptadores pertenecientes a la sefializa-
cién proximal de la célula T, dando lugar a la activacién temprana de la célula T.

B Tras alcanzar la expansién maxima la célula empieza a contraerse, los MC empiezan a migrar y a fusionarse unos con otros formando
grandes agregados. Lo adaptadores y las quinasas correspondientes son internalizados y disociados en este momento.

C Diez minutos después los MC estin concentrados en el centro de la interfase creando el cSMAC, la cual estd compartimentalizada en dos
dominios concéntricos, CD3%y CD3P, ricos en TCR y CD28 respectivamente. En la regién CD3P, también se encuentra localizado PKCH,
implicando a esta regién en la sefializacion sostenida de la célula T. Durante todo el tiempo, nuevos MC “TCR-CD28” se forman en la
regioén periférica, migrando hacia el centro de la interfase permitiendo el mantenimiento de la estructura de la SI'y de la sefializacién
(Yokosuka and Saito, 2010).

3. Regulacion de la activacion del linfocito T por el citoes-

queleto de actina

Para iniciar y mantener la activacién de sefalizacién celular, (Billadeau et al., 2007;

las células T se requieren diversos procesos Vicente-Manzanares and Sanchez-Madrid,

celulares dependientes del citoesqueleto en
mayor o menor grado, tales como la adhesién
mediada por integrinas, la formacién de la SI,

el establecimiento de la polaridad celular y la

2004). Concretamente, el mecanismo que con-
trola la reorganizacién del citoesqueleto es
esencial para la correcta funcién de la célula T

ya que permite la redistribucién de los recep-




tores celulares y el ensamblaje de los MC, y por
tanto para la formacién de la SI.

Tras la activacién del TCR la célula T se
expande y forma una estructura lamelar sobre
la CPA que permite la formacién de la SI, y en
particular, la formacién de los MC y su migra-
cién al centro de la interfase (Fig. I3).

Tras el contacto inicial del TCR, la poli-
merizacién de actina se aceleraria en la zona
periférica del perimetro lamelipodial de la SI.
Esto supone la extensién del citoesqueleto en
la zona periférica y estd asociado a la despo-
limerizacién de los filamentos en la zona cen-
tral, lo que causa un flujo centripeto hacia el
centro de la interfase, que usan los MC para

su transporte (Dobereiner et al., 2006; Fisher

4. La Superfamilia Ras

La superfamilia Ras en mamiferos esta
constituida por un total de 150 GTPasas Ras,
conocidas como proteinas G pequefias 0o mono-
méricas. La superfamilia Ras se divide en cin-
co grandes familias: Ras, Rho, Rab, Ran y Arf.
Como presentan una actividad GTP hidrolasa
intrinseca, actian como interruptores mole-
culares en multiples rutas de transduccién de
sefiales que controlan procesos como la divi-
sién celular, apoptosis, adhesién célula-célula,
migracidn, etc. y cuya desregulacién ocasiona
graves patologias (Barbacid, 1987). En relacién
a su actividad, existen factores Intercambiado-
res de nucleétidos de Guanina (GEF) que pro-
mueven el intercambio de GDP por GTP (Qui-
lliam et al., 2002), moléculas potenciadoras de

la actividad GTPasa intrinseca de las proteinas

et al., 1988), ademas este flujo parece ser tam-
bién el responsable de la segregacién de LFA-1
(Vicente-Manzanares and Sanchez-Madrid,
2004). La velocidad del transporte es menor
que el esperado para el flujo de polimerizacién
de actina, por lo que o bien la asociacién del
complejo al citoesqueleto es parcial o bien es-
tos agregados encuentran barreras que limitan
su movimiento (DeMond et al., 2008). En todo
caso, tanto la sefializacién de los MC como el
citoesqueleto de actina acaban en el ¢cSMAC,
que estd totalmente desprovisto de actina. Esta
caracteristica parece importante para fenéme-
nos de exocitosis y endocitosis (Stinchcombe
et al., 2006).

G (GAP) que estimulan la actividad hidrolasa
de las GTPasas (Takai et al., 2001), y en el caso
de Rab y Rho, existe un nivel de regulacién
extra llevado a cabo por los inhibidores de la
disociacién de nucleétidos de guanina (GDI),
que previenen la activacién de las GTPasas blo-
queando su interaccién con las GEF y con las
proteinas efectoras.

Las GTPasas monoméricas presentan una
cola lipidica que determina su unién a mem-
brana, requerida para su correcta actividad. La
localizacién en membrana no es sin embargo
suficiente para determinar el comportamiento
exacto de la proteina. Se necesitan interaccio-
nes de tipo lipido-proteina y proteina-proteina

para mantener a la proteina monomérica en su

correcto compartimento subcelular donde lle-
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Flg' 13 Citoesqueleto de actina
en la formacion de la SI

Sinapsis

Sinapsis
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Quinapsis
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Polo distal ~ La célula T durante su fase de quinapsis (migracién)

muestra una configuracién polarizada, con actina

‘ polimerizada en el frente de avance. Tras el contacto

inicial, la ST inmadura presenta una estructura radial

Frente de

avance Uropodo

Citoesqueleto
de actina

vard a cabo su funcién (Ten klooster and Hor-
dijk, 2007).

4.1. Lafamilia Ras

Esta familia comprende 39 miembros
con una alta similitud en el dominio efector,
siendo su homologia general del 50-55%. Den-
tro de este gran grupo existen a su vez varias
subfamilias: Ras, R-Ras, Rap, Ral, Rheb y Rin
(Bos, 1997; Reuther and Der, 2000; Wenner-
berg et al., 2005).
TC21: Nexo de union entre el receptor y
las rutas de supervivencia

TC21 (RRas2) pertenece a la subfamilia
RRas (RRasl, RRas2 y RRas 3) (Ehrhardt et
al., 1999). En 1993 Terhorst, C y colaborado-
res descubrieron la existencia de una GTPasa
unida a CD3y desde los primeros momentos
del ensamblaje del complejo TCR CD3 (Peter
et al., 1993). En 2009 (Delgado et al., 2009)

sugerimos que esta proteina debia ser TC21

simétrica de polimerizacién de actina, dirigida hacia
el exterior del perimetro de contacto, creando un
anillo. En la zona central se da un fenémeno de
contraccién mediado por miosina. Los MC se forman
en la zona de la interfase y migran por el flujo de
polimerizacién hacia el centro constituyendo el
c¢SMAC (SI madura). Adaptado de Fooksman et al.,
2010.

Oligémeros de TCR activados (MC)
@  Oligémeros de TCR desactivados (MC) (cSMAC)
I Polimerizacién de actina
< Direccién de polimerizacién

—> Direccién del movimiento de MC

Direccién de la contraccién de actina, via
miosina Ila

[] ¢D8, anillo PCK
Regién pSMAC

(subfamilia RRas), la cual se encontré en su
forma inactiva, unida a todas las unidades del
TCR (incluida CD3y) a través de los Motivos de
Activacién basados en Tirosinas del Inmuno-
rreceptor (ITAM), en células T en reposo.

TC21 tiene una alta capacidad intrinseca
de intercambio de guanina comparada con H-
Ras (Movilla et al., 1999). Una observacién de
gran importancia es que TC21 ha sido descrita
como la tnica proteina GTPasa no Ras clasi-
ca mutada en tumores humanos (Barker and
Crompton, 1998; Huang et al., 1995) y sobre-
expresada en diferentes tipos de cdncer (Arora
et al., 2005; Clark et al., 1996; Delgado et al.,
2009; Sharma et al., 2005).

Comparando con las Ras clasicas, TC21
tiene la capacidad de activar especificamente a
la subunidad catalitica p110d de PI3K (Murphy
etal.,, 2002; Rodriguez-Viciana et al., 2004). En
el caso de las células T y B, esta RRas GTPa-

sa activa rutas de supervivencia directamente




uniendo la actividad de sus receptores, TCR y
receptor de las células B (BCR) respectivamen-

te, con la activacién de la ruta PI3K/Akt (Fig.

14).
R
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C TC21 punto clave en la
Flg' Il" supervivencia de células T

TC21, unido constitutivamente en su forma inactiva a los dominios
ITAM del TCR, transmite las sefiales tonicas de supervivencia que la
célula recibe a través de su receptor. Su activacién supone la estimu-
lacién de la ruta PI3K, clasica ruta de supervivencia celular
(Delgado et al., 2009).

De esta manera se ha visto que TC21 es
esencial para la supervivencia de las células B
y T maduras. Asi, los ratones deficientes en
RRas2, a pesar de mostrar aparentemente un
desarrollo del sistema inmune normal, mues-
tran linfopenia, debido a una proliferacién ho-
meostatica y a una supervivencia deficiente de
las células Ty B.

Por todo ello, hemos sugerido que
TC21 media la sefalizacién ténica por el re-
ceptor, necesaria para el mantenimiento de
las poblaciones de las células T y B constante
con el tiempo. Tal sefial impide por una parte
la expansién de la poblacién celular de manera
antigeno independiente, pero mantiene dicha
poblacién en un numero adecuado para ga-
rantizar la respuesta ante una infeccién. TC21
controlaria directamente la sefial ténica me-
diada por los receptores de antigeno, a través
de la unién con PI3K (p1009).

Por dltimo, propusimos que TC21, a tra-
vés de su unién al receptor de manera consti-
tutiva, ejerce su funcién ante sefales débiles
transmitidas a través del TCR/BCR (sefiales
tonicas de supervivencia), pero ante una se-
fal fuerte inducida por la unién del antigeno,
serian otras rutas y otras GTPasas las que me-
diarian la activacién de PI3K, como es el caso
de las Ras clasicas. No se sabe cudl puede ser
el papel de TC21 en esta situacién y si inclu-
so, puede estar interaccionando con otro tipo
de subunidad catalitica ademds de p100d, am-

pliando asi su &mbito de actuacién.

4.2. Familia Rho

La familia Rho GTPasa, y las proteinas
que las regulan, tienen importantes funciones
en multiples procesos celulares, como divisién
celular, supervivencia, migracién y adhesion.
En mamiferos se conocen 23 genes que codi-
fican un total de 26 proteinas de esta familia.
Segin su homologia en la secuencia de ami-
noacidos, este grupo se divide en 6 familias:
Rho, Rac, cdc42, Rnd, RhoBTB y RhoT/Miro
(Wennerberg and Der, 2004).

Se conocen 79 GEF diferentes. La familia
Dbl es el grupo mas numeroso (66 miembros)
y estd caracterizado por el dominio homélogo
Dbl (DH), que corresponde al dominio cataliti-
co de la actividad GEF (Rossman et al., 2005).
Adyacente a este dominio, encontramos un do-
minio de Pleckstrina (PH), que se puede unir a
lipidos de la membrana en localizaciones espe-
cificas (Rameh et al., 1997).

El control de la polimerizacién del ci-
toesqueleto de actina fue la primera funcién
atribuida a las GTPasas de la familia Rho. Las

proteinas mds estudiadas y consideradas pro-
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totipicas de esta gran familia de Rho GTPasas
son RhoA, Racl y cdc42. Cada una de ellas ac-
tia como nexo de unién entre la sefalizacién
a través de receptores de membrana y el en-
samblaje o desensamblaje del citoesqueleto de
actina.

RhoG y su regulacion

RhoG es un miembro de la familia Rho
GTPasas que comparte un 72% y 62% de ho-
mologia con Racl y cdc4? respectivamente.
Diferentes trabajos, han mostrado que RhoG
controla la activacién de Rac y cdc42 (Blangy
etal., 2000; Hiramoto et al., 2006; Katoh et al.,
2006; Katoh and Negishi, 2003; Katoh et al.,
2000; Nakaya et al., 2006; Wojciak-Stothard et
al., 1999), promoviendo al final la activacién de
la polimerizacion de actina. Otros trabajos han
sugerido que la actividad de RhoG es paralela
a la de Rac y cdc4?2, sin estar en una relacién
jerdrquica, bien compartiendo efectores, bien
controlando fenémenos diferentes (Meller et
al., 2008; Prieto-Sanchez and Bustelo, 2003;
Wennerberg et al., 2002).

La localizacién de RhoG en la célula es
diversa: membrana plasmaitica, vesiculas intra-
celulares y aparato de Golgi (Gauthier-Rouvie-
re et al., 1998; Prieto-Sanchez et al., 2006). Se
piensa que RhoGDI-3, que interacciona espe-
cificamente con RhoG, determina en parte su
localizacién intracelular (Brunet et al., 2002;
Zalcman et al., 1996). El mecanismo que de-
termina la liberacién de RhoG del complejo
RhoGDI-3 es atin desconocido (Dransart et al.,
2005).

Se han descrito varios GEF que pueden
estar controlando la actividad de RhoG, siendo
TRIO el mas conocido. Su activacién y conse-

cuente actividad de RhoG ha sido implicada en

la generacién de estructuras celulares caracte-
risticas (Blangy et al., 2000), crecimiento de
neuritas (Estrach et al., 2002), fagocitosis (de-
Bakker et al., 2004; Henson, 2005) y control
dela secreciéon de granulos presentes en células
neuroendocrinas (Ferraro et al., 2007).

TRIO ha sido descrita como una protei-
na con triple funcién, debido a la presencia de
3 dominios funcionales diferentes (Debant et
al., 1996): dos dominios GEF (Bellanger et al.,
2003), uno con especificidad para la activa-
ci6n de RhoG/Racl (GEF D1) y otro para RhoA
(GEF D2), y un dominio proteina serina-treo-
nina quinasa (PSK). La zona GEF D1 presenta
un dominio DH, seguido de un dominio PH. A
este ultimo dominio se le atribuye la unién a
proteinas o lipidos dirigiendo asi su localiza-
cién celular (en el caso de TRIO, dicho dominio
no es necesario para la actividad GEF). No se
conoce bien la funcién del dominio PH, ya que
su afinidad por los fosfatidilinositole es muy
baja (Chhatriwala et al., 2007; Skowronek et
al., 2004), sin embargo dicha afinidad aumen-
ta a través de la interaccién con el extremo C
terminal de RhoG (Skowronek et al., 2004), el
cual queda libre tras separarse, por algin me-
canismo aun no descrito, del GDI correspon-
diente.

Dada la existencia de dos dominios DH
en TRIO, y por lo tanto dos tipos de diana, es
interesante estudiar el posible mecanismo que
controla en cada momento la activacién de
un tipo de GTPasa u otra (RhoG/Rac frente a
RhoA), sobre todo en procesos como la fago-
citosis en macréfagos, donde ambos tipos de
GTPasas tienen efectos contrarios: RhoG/Racl

favorecen el proceso, RhoA lo inhibe (Nakaya

et al., 2006). Un mecanismo factible es la lo-




calizacién subcelular diferencial de TRIO, que
favoreceria la activacién de una GTPasa u otra
(Bellanger et al., 2000).

Una vez activada RhoG, controla la acti-
vidad de Racl y cdc42, a través de la unién a
ELMO (deBakker et al., 2004; Katoh and Ne-
gishi, 2003) que forma un complejo trimérico
con Dock180. (Gumienny et al., 2001; Wu et
al., 2001; Zhou et al., 2001) (Fig. I5).

Son muchos los trabajos que relacionan
a RhoG con los procesos de internalizacion,
pudiendo citar los procesos de fagocitosis de
células apoptéticas, macropinocitosis o la en-
docitosis mediada por caveolas (balsas lipidi-
cas ricas en caveolina), proceso descrito como
independiente de clatrina (Prieto-Sanchez et
al., 2006).

La ausencia de RhoG en células T proce-
dentes de ratones RhoG-/-, no conlleva la apa-
ricién de importantes defectos en la respuesta

inmune de estos animales. Unicamente se ha
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RhoG puede localizarse secuestrado en su forma inactiva en el
citoplasma por un GDI especifico. Tras la estimulacién del receptor
adecuado, algun tipo de modificacién a nivel del GDI debe ocasionar
la liberacién de la GTPasa y la actuacién del GEF correspondiente
(TRIO) para el intercambio de GDP por GTP. Durante este proceso
RhoG debe ser localizada en membrana donde ejecuta su funcién
formando un complejo trimérico con ELMO y Dock180, siendo esta
dltima una GEF de Racl, promoviendo por tanto la activacién y la
induccién de la polimerizacién de actina por parte de esta GTPasa.
Adaptado de Elfenbein et al., 2009.

descrito un aumento en la respuesta prolifera-
tiva de las células T/B, y un incremento en sue-
ro de IgG, e IgG,, ante la estimulacién a través
del TCR (Vigorito et al., 2004).

5. Internalizacion alrededor del TCR: ¢varios procesos, di-

ferentes destinos?

La célula T, en reposo, se caracteriza por
mantener los niveles totales de TCR en mem-
brana constantes. Para ello los TCR estan bajo
un control dindmico que conlleva la continua
internalizacién y degradacién, compensadas
por el continuo reciclaje y la nueva sintesis de
TCR. La estimulacién de la célula T, a través
del TCR, supone la ruptura de tal equilibrio, y
la rdpida disminucién de los niveles del recep-

tor en membrana (modulacién negativa). Este

proceso es debido, seguramente, a la modifica-

cién de alguno de los factores que permitian
antes el equilibrio: aumento en internalizacién
y degradacién y/o disminucién del reciclaje y

nueva sintesis.

5.1. ;Qué o quién controla el equilibrio?
Se propone que, en células en reposo, el
70-85% del TCR esté expresado en membrana
y el 15-30% en compartimentos intracelulares
(Krangel, 1987; Liu et al., 2000; Menne et al.,
2002; Minami et al., 1987), los cuales colocali-
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zan con transferrina y su receptor, lo que su-
giere que tales TCR se destinan a endosomas
de reciclaje. Las tasas de degradacién y nueva
sintesis en estas condiciones son muy bajas,
indicando que la mayoria de los receptores en
membrana provienen de compartimentos en-
dosomales de reciclaje.

Hay dos tipos de secuencias en las subu-
nidades del TCR, responsables de interaccionar
con la maquinara de internalizacién: el domi-
nio basado en tirosinas, presente en todas las
cadenas sefializadoras del TCR (CD3,4,,), que es
realmente parte de la secuencia ITAM (YxxL/I)
y el dominio basado en dileucinas (DxxLL)
(Mellman, 1996) localizado en las subunida-
des CD3yd (las letras representan el c6digo de
aminodcidos y X cualquier aminoécido). Este
ultimo es el que ha sido descrito como el res-
ponsable de mediar el proceso de endocitosis
del TCRy el consecuente reciclaje a membrana.
Estos motivos son reconocidos por componen-
tes proteicos localizados en la parte interna de
la membrana plasmatica, los cuales median la
internalizacién de la proteina. En algunos ca-
sos, el reconocimiento de tales motivos esta
mediado por la fosforilacién de alguno de sus
residuos, y en otros casos es la ubiquitinacién
de las colas citosélicas de los receptores, lo que
determina el destino de los receptores.

Se ha sugerido que el mecanismo de in-
ternalizacién de una célula en reposo coincide
con el de una estimulada. Se ha mostrado la
existencia de dos acimulos de TCR en las célu-
las en reposo, un grupo que estan fosforilados
e interiorizados, y otro grupo que no presen-
tan tal modificacién y se encuentran en mem-
brana (Krangel, 1987). Por tanto, se propone al

mecanismo de internalizacién presente en las

células en reposo, como un control equilibrado
de procesos de fosforilacion, defosforilacién
mediado por quinasas y fosfatasas, que afec-
ta a la Ser'?® de CD3y, préximo al dominio de
dileucinas. Dicha fosforilacién produce, proba-
blemente, un cambio conformacional en el mo-
tivo basado en dileucinas, dispuesto, tras esta
modificacién, para interaccionar con la maqui-
naria de internalizacién (Dietrich et al., 1997;
Rodionov and Bakke, 1998). De esta manera la
secuencia DxxxLL se une a AP-2 en la membra-
na plasmadtica y por lo tanto a la maquinaria de
endocitosis. La fosforilacién basal del residuo
de Ser'?® que tiene lugar en estas condiciones,
parece estar mediada por PKC (Dietrich et al.,
1998; Minami et al., 1987).

Sin embargo, la utilizacién de diferentes
técnicas parece sugerir que la ruta que controla
la internalizacién del TCR en el estado basal de
la célula es diferente a aquella internalizacién
que tiene lugar tras la estimulacién (Dietrich
et al., 2002). De hecho, se muestra como el
proceso de internalizacién constitutiva es de-
pendiente del dominio de dileucinas, pero es
independiente de la Ser'?® y de PKC. En base
a esto, el dominio de dileucinas de CD3y en
la célula en reposo estaria constitutivamente
expuesto, permitiendo una tasa constante de
unién a AP-2 y por lo tanto de internalizacién,
sin necesidad de la actividad basal de PKC. Por
otro lado, este mismo trabajo, sugiere que en el
caso de la internalizacién inducida por el ligan-
do del TCR, seria dependiente de PKC pero in-
dependiente del dominio de dileucinas, apare-

ciendo la posibilidad de la implicacién de otro

tipo de dominio que medie la internalizacién
(Lauritsen et al., 1998; Legendre et al., 1999;
Niedergang et al., 1997b).




La funcién de la internalizacién consti-
tutiva es ain desconocida, pero se le atribuyen:
control de calidad del TCR, aumentar la tasa de
variabilidad de TCR disponibles en membrana
y permitir la existencia de acaimulos intracelu-
lares de TCR disponibles para ser relocalizados

ante un estimulo en el punto de contacto.

5.2. Modulacion negativa de los niveles
totales de TCR en membrana tras la esti-
mulacion

Tras la estimulacién del TCR, sus nive-
les en membrana disminuyen drasticamente,
probablemente debido a un aumento de la in-
ternalizacién (Menne et al., 2002), aumento
de la degradacién y disminucién del reciclaje.
Tras la internalizacién, el TCR es degradado y
tratado como una unidad global (von Essen et
al., 2004).

Ante una estimulacién, solo una peque-
fia parte de los TCR presentes en la SI parecen
estar unidos al péptido especifico, sin embar-
go casi el 90% de los TCR es internalizado, lo
que se explica por la existencia de dos grupos
de TCR: los contactados y los no contactados
o comodulados (Niedergang et al., 1997a; San
Jose et al., 2000), siendo la comodulacién im-
portante en los primeros minutos del proceso
de activacién (Utzny et al., 2006). Se ha descri-
to que los TCR contactados no son reciclados,
sino que son degradados (Valitutti et al., 1997)
bien por via lisosomal o proteosomal (Boni-
facino and Weissman, 1998; Cenciarelli et al.,
1992; Cenciarelli et al., 1996).

La comodulacién es dependiente de la
afinidad del ligando usado para estimular, asi,

ante una afinidad alta, la modulacién negativa

de ambos tipos de receptores tiene lugar, pero

mientras que la expresién de los TCR contac-
tados en membrana permanece baja, los TCR
comodulados son reexpresados en superficie
después de 30 minutos. Sin embargo, cuando
la afinidad es baja, la cinética y comportamien-
to de los dos grupos de TCR es similar, encon-
trandose ambos reexpresados en la membrana
al poco tiempo.

Inicialmente esta diferencia en cuanto a
dindmica y destino se relacioné con la existen-
cia de dos rutas bien diferenciadas que contro-
laban la internalizacién de los dos grupos de
TCR. Esto quedaba patente en resultados ini-
ciales donde en condiciones fisiolégicas, los in-
hibidores de PKC tenian mds efecto ante dosis
bajas de antigeno y mostraban una incapacidad
inhibitoria ante dosis altas. Esto permiti6 des-
cribir la internalizacién de los TCR comodula-
dos, con destino a los endosomas de reciclaje,
dependiente de PKC, al contrario que los mo-
dulados directamente por el antigeno que eran
destinados a degradacién y cuyo mecanismo
de internalizacién era desconocido (San Jose
et al., 2000).

En este proceso conjunto de internaliza-
cién de los dos tipos de receptores, el contacto
del TCR por el antigeno, iniciaria la sefaliza-
cién proximal dando lugar a la activacién de
PKC, la cual fosforila a la Ser'?® del CD3y del
TCR comodulado. Esto causaria la exposicién
del motivo de dileucinas y la posibilidad de
unién de AP2, con la consiguiente internaliza-
cién de este TCR no contactado, por un proceso
dependiente de clatrina (Monjas et al., 2004).

En cuanto al mecanismo subyacente a la
internalizacién del TCR contactado, se ha des-
crito, ademds de independiente de sefalizacién

conocida, dependiente de ATP, de temperatura
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y de dinamina (Monjas et al., 2004). Ademais,
tal internalizaciéon se describié dependiente
de colesterol, proponiendo asi, que el proceso
global de modulacién negativa es el conjunto
de un proceso dependiente de clatrina y otro
dependiente de balsas lipidicas. La proporcién
de uno u otro, dependera del tipo de estimulo.
Este estudio se hizo en condiciones de estimu-
lacién con ligandos de alta afinidad, usando un
TCR constituido por una quimera de CD3C. Se
presenta asi, la existencia de un mecanismo
implicado ante altas dosis de antigeno y alta
afinidad, donde solo determinados tipos de
estimulacién (anticuerpo pegado a placa y la
utilizacién de péptidos presentados por CPA)
muestran la implicacién de una ruta hasta el
momento desconocida.

En base a estos datos, fueron varios los
trabajos que intentaron describir con precisién
la ruta que esta bajo el control de la internali-
zacion de los TCR modulados directamente por
el antigeno o ligando. Actualmente se piensa
que al menos son dos rutas las que estan impli-
cadas en tal fenémeno, una dependiente de la
actividad PTK (Lck), que conlleva la ubiquitina-
cién del TCR mediante la activacién por Zap70
de Cbl, mientras que la otra es dependiente de
PKC, activando el motivo de dileucinas presen-
te en CD3y. Sin embargo la mayoria de estos
estudios se han realizado en condiciones de
estimulacién con anticuerpos solubles, lo que
supone un punto a tener en cuenta (Geisler,
2004).

La implicacién de PKC en ambos grupos
de TCR (modulados y comodulados) parece,
hasta el momento, mostrar también una dife-
rencia en cuanto a qué isoforma se encarga de

la internalizacién de cada TCR, siendo PKCo. la

que media la internalizacién de los TCR como-
dulados y PKCO la de los TCR modulados. Esta
diferenciacién podria estar relacionada con el
hecho de que los TCR comodulados son inter-
nalizados por un proceso dependiente de cla-
trina y los modulados por un proceso depen-
diente de balsas lipidicas, lo que conlleva una
localizacién diferente y por lo tanto el requeri-
miento de una isoforma diferente (von Essen
et al., 2006).

Resumiendo, en condiciones de estimu-
lacién, podemos clasificar dos grupos de TCR:
los comodulados, que son internalizados por
una ruta dependiente de PKCa, activada segu-
ramente por Lck cuya actividad viene determi-
nada por la sefalizacién proximal inducida en
los TCR contactados, y cuyo destino principal
es el reciclaje. Y por otra parte los TCR contac-
tados, donde parece estar implicadas dos rutas
diferentes, una PTK dependiente, donde Lck
controla la ubiquitinacién y degradacién del
TCR, y otra mediada por PKCO. En cuanto a la
ruta general de endocitosis subyacente, los ex-
perimentos realizados por Monjas et al, mues-
tran la existencia clara de dos fenémenos, uno
clatrina dependiente (los TCR comodulados y
el TCR en estado basal) y clatrina independien-
te (TCR contactados) cuya relacién con las ru-
tas de sefializacién planteadas para este grupo
de TCR es ain desconocida.

Endocitosis dependiente e independiente
de clatrina

Aunque la ruta dependiente de clatrina
es la mds estudiada y conocida, cada vez son
mads las moléculas internalizadas por procesos
independientes.

Las nuevas rutas de internalizacién

(constituyen el 50% del total de los procesos
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Fig. 16

Clasificacion general de procesos de entrada en la célula

Particulas de gran tamario son internalizadas por procesos fagociticos independientes de clatrina (B) dando lugar a vesiculas de gran tamario. En el
caso de incorporacién de fluidos, este proceso se denomina macropinocitosis (C) y junto con la fagocitosis constituyen mecanismos independientes
de clatrina y dependientes de actina. Las particulas de pequefio tamafio (<1 um) pueden ser internalizados por un fenémeno clasico de endocitosis
mediado por clatrina (A) o por mecanismos independientes que son clasificados actualmente en funcién de la pequefia GTPasa implicada. En este
altimo grupo también esta incluido el proceso de internalizacién mediado por caveolinas, también independiente de clatrina (D). Adaptado de

(Mayor and Pagano, 2007; Sandvig et al., 2008).

de endocitosis) (Gong et al., 2008), son muy di-
versas en cuanto a maquinaria implicada y en
el destino de los componentes internalizados.
Hasta el momento los motivos encargados de
mediar tal internalizacién son desconocidos
y no se conocen proteinas adaptadoras que se
encarguen de su unién y reconocimiento para
determinar la internalizacién de la proteina
por ese mecanismo.

Un aspecto a destacar es que la clasifi-
cacién en procesos dependientes de clatrina
frente a independientes va unido a poca o gran
dependencia con el colesterol respectivamen-
te, ademds se ha observado que las proteinas
o ligandos a internalizar suelen estar asocia-
dos a zonas de membrana con caracteristicas
lipidicas especificas, como las balsas lipidicas.
(Kirkham and Parton, 2005).

Revisiones actuales del campo, han divi-

dido los procesos de internalizacién indepen-

dientes de clatrina en varios grupos (Fig. I6).

5.3. Internalizacion del TCR: localizacion
y funcién

Durante la formacién de la SI se puede
discernir entre dos tipos de internalizacién
del TCR: el que permite la relocalizacién de los
complejos del TCR en la zona de la SI desde
puntos distales, y el que tiene lugar desde el
c¢SMAC para la internalizacién del TCR. Estos
procesos son fenémenos tempranos y tardios
respectivamente en lo que se refiere al inicio de
la formacién de la SI (Fig. 17).

La internalizacién de los TCR distales,
corresponderia mayoritariamente el proceso
de TCR comodulados y dependiente de clatrina
(von Essen et al., 2006). En cuanto al proceso
de internalizacién mas tardio y que correspon-

de a los TCR contactados (mecanismo inde-

pendiente de clatrina), debe tener lugar desde
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la SI, donde las dos membranas estan en estre-
cho contacto. Respecto a los procesos de inter-
nalizacién que tiene lugar desde la SI hay que
recordar la localizacién de PKCO y Cbl de ma-
nera especifica en el cSMAC, ambas proteinas
implicadas en la sefalizacién conocida para la
internalizacién de los TCR contactados. Ac-
tualmente a la internalizacién de este grupo de
TCR contactados desde la SI se le atribuye una
funcién degradativa (Lee et al., 2003; Lee et al.,
2002). Esta funcién esta condicionada a la lo-
calizacién de LBPA en el centro de la estructura
de la SI (marcador de cuerpos multivesiculares
(CMV), cuya funcién es degradativa) (Varma
et al., 2006), y a la ubiquitinacién de CD3( y

CD30 seguramente por Cbl-1 también localiza-

da en esta punto (Wiedemann et al., 2005). La
existencia de los residuos ubiquitinados y los
CMV en la zona del c<SMAC, han hecho propo-
ner la implicacién de las proteinas del comple-
jo de clasificacién endosomal requerido para
el transporte (ESCRT) en la internalizacién y
consiguiente degradacién del TCR (Vardhana
et al., 2010; Williams and Urbe, 2007), y su
funcién parece solo importante ante péptidos
agonistas fuertes. Sin embargo tal proceso de-
gradativo solo es importante ante péptidos
agonistas que causan una modulacién negativa
en la célula, ya que aquellos que son mas débi-
les la internalizacién no es necesaria (Cemers-
ki et al., 2007).

En este proceso de internalizacién/de-
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Dinamica general delos TCR enla célula T

En reposo, los receptores de la célula T (TCR) se encuentran en un ciclo constante, desde todos los puntos de la célula.

Los receptores ciclan desde la membrana a compartimentos de reciclaje endosomal por un mecanismo dependiente

de clatrina. Tras el estimulo, los TCR presentes en las zonas distales a la interfase donde se crea la S, se internalizan

por la misma ruta independiente de clatrina pero con un reciclaje dirigido hacia la zona de contacto, constituyendo
parte del grupo de TCR conocidos como TCR comodulados. La acumulacién de estos TCR y la difusién lateral de los
TCR préximos a la interfase constituyen la SI. Desde ese punto, los TCR se internalizan por un mecanismo indepen-

diente de clatrina, donde la ubiquitinacién de los receptores debe jugar un papel importante (Fackler et al., 2007).




gradacién mediado por ESCRT, se ha descrito
la implicacién especifica de TSG101 en la in-

ternalizacién degradativa, pero también se ha

descrito su funcién en la formacién del cSMAC
y por lo tanto en el transporte de los MC hacia

el centro de la interfase.

6. Fagocitosis y trogocitosis: adquisicion de material ajeno

6.1. Fagocitosis por células profesionales

Se conoce como fagocitosis al proceso
por el cual las células internalizan particulas
mds grandes de 1 um. Se consideran células fa-
gociticas profesionales a los neutréfilos, célu-
las dendriticas, macréfagos, y en algunos casos
alos precursores de estos ultimos (monocitos),
los cuales presentan una respuesta fagocitica
menor. Debido a la diversidad de células, pa-
tégenos y variantes, todo lo referente a fago-
citosis explicado a continuacién esta referido
al proceso comun de fagocitosis de particulas
opsonizadas, mediada por células profesiona-
les del sistema inmune de mamiferos a través
de los receptores FcR.

Las interacciones continuadas de los re-
ceptores FcR con sus ligandos permite el pro-
ceso fagocitico mediado por la expansién de la
membrana y del citoesqueleto sobre la particu-
la (modelo de fagocitosis en cremallera, “zippe-
ring”), permitiendo la internalizacién comple-
ta de la particula, dando lugar al fagosoma. Es
la forma y tamarfio de la particula a fagocitar
lo que determina la forma del fagosoma. Esta
gran vesicula es transportada al interior celu-
lar y se va fusionando con lisosomas convir-
tiéndose asi en organulos de destruccién del
patégeno ingerido (Fig I8).

Consistente con la idea de que el proceso

fagocitico estd mediado por uniones locales del

receptor, cuando un macréfago se asienta so-
bre una superficie recubierta de IgG se da una
respuesta frustrada de fagocitosis, donde la
membrana se expande creando una unién muy
fuerte con la superficie, a la que intenta fagoci-
tar (Wright and Silverstein, 1984).
Sefalizacion para la ingestion de la par-
ticula

La fagocitosis es iniciada por la agrega-
cién de los receptores FcR (p.ej FcyR para fa-
gocitar particulas recubiertas de IgG) y por la
consiguiente fosforilacién especifica de los mo-
tivos ITAM localizados en las cadenas acceso-
rias y del receptor.

El complejo de FcyR y las proteinas cito-
plasmaticas reclutadas crean un agregado de
proteinas fosforiladas y lipidos modificados
(Yeung and Grinstein, 2007), los cuales pue-
den permanecer en el complejo o difundirse en
la bicapa lipidica. Estas sefiales modifican la ac-
tividad de otras moléculas, las cuales en ultimo
término estimulan la polimerizacién de actina
cerca de la membrana plasmatica (en cuestién
de segundos) y la extensién de la membrana
sobre la particula.

PI3K de clase I controla toda la reorgani-
zacién profunda dela actina en este caso (Lind-
mo and Stenmark, 2006). La clase I de PI3K usa

PI(4, 5)P, como principal sustrato, dando lugar

a PI(3,4,5)P;, que puede aumentar la actividad
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de determinadas proteinas que modifican la
membranay el citoesqueleto de actina, los cua-
les se unen alos lipidos modificados a través de
dominios especificos: dominio PH, dominio PX
y dominio FIVE.

Los niveles de PI(3,4,5)P; presentes en
el recién formado fagosoma disminuyen rapi-
damente (Vieira et al., 2001) y es en este mo-

mento cuando la actividad de PI3K clase III

procesos, se han desarrollado distintos inhibi-

dores de su actividad, por ejemplo LY294002 y
Wortmanina entre otros. Se ha descrito que es-
tos inhibidores bloquean la fagocitosis tras el
ensamblaje de actina en la copa fagocitica (Ara-
ki et al., 1996) la cual queda inconclusa por no
poder resolverse la internalizacién completa
en el citoplasma. Por lo tanto, parece que los

fenémenos iniciales de expansién de membra-

(hVsp34) controla su maduracion.

Dada la importancia de PI3K en estos

na no requieren de la actividad de PI3K, pero

silas actividades posteriores como es la forma-
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Fig.I8

Inmediatamente después de la formaci6n del fagosoma, se da la despoli-
merizacién de la actina presente en la superficie de la vesicula. Esto es el
comienzo del proceso de maduracién y conlleva la unién y activacion de
Rab5 en la superficie del fagosoma. Esta GTPasa también estd presente en
los endosomas tempranos y es por tanto la implicada en la fusién de
ambos compartimentos. Ademds también parece ser la encargada de
reclutar a la PI3K clase III (Vsp34), la cual produce altas cantidades de
PI(3)P que se acumula en la superficie endosomal y fagosomal promo-
viendo también la fusién de estos dos tipos de organulos (Vieira et al.,
2001). La produccién en grandes cantidades de PI(3)P puede reclutar en
estas membranas otras proteinas que contienen dominios FYVE y PX,
como es el caso de EEA1, que parece ser un efector de Rab5, que mediala
fusién de las vesiculas a través de proteinas SNARE. Actualmente se
desconoce el mecanismo por el cual Rab5 es reclutado y activado en los
fagosomas incipientes. Diversos estudios de fagocitosis de cuerpos
apoptéticos han desvelado la posible implicacién de dinamina-1 junto con
Vsp34 en esta funcién. El proceso seria iniciado por el reclutamiento por
parte de dinamina-1 de Vsp34, que a su vez recluta a Rab5 a la membrana
fagosomal. Esta GTPasa, localizada en los fagosomas tempranos, seria
activada por un GEF aun desconocido. Esta activacién supone la produc-
ci6n por parte de Vsp34 de PI(3)P, al ser activada. Finalmente, parece que
es este mismo producto el que puede promover la inactivacién y disocia-
cién de Rab5 y por lo tanto la consecuente inactivacién de Vsp34 y con
ello, seguramente, la disociacién de la dinamina-1. Asi, se propone a la
GTPasa dinamina-1, como un punto clave en el proceso de maduracién de
fagosomas (Huynh and Grinstein, 2008; Kinchen et al., 2008) Adaptado
(Bohdanowicz and Grinstein, 2010; Huynh and Grinstein, 2008)..

Maduracion fagosomal




ci6én del fagosoma (Cox et al., 1999; Marshall
etal., 2001).

Diferentes GTPasas de la superfamilia
Ras estdn implicadas en este fenémeno, por
ejemplo RhoG y su GEF TRIO controlan proce-
sos de fagocitosis de células apoptéticas, pro-
duciendo la activacién de la GEF de Racl.

Es importante tener en cuenta que los
niveles de PI(3,4,5)P; aumentan abruptamen-
te en la parte interna de la copa fagocitica, esto

indica la existencia de una activacién o inhi-
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existir de alguna manera unas barreras que li-
miten la difusién de todos estos productos lipi-
dicos a las zonas que no pertenecen a la copa
fagocitica, lo que aumenta atin mas la concen-
tracién requerida en altos niveles para activar
correctamente los GEF o GAP determinados
(Beemiller et al., 2006). Los FcyR contactados
que no adquieran la sefalizacién necesaria
para superar un limite o porque la particula a
fagocitar en muy pequeria, el proceso que tiene

lugar para la internalizacién es el mediado por

bicién retroalimentada de PI3K o fosfatasas clatrina (Huang et al., 2006) (Fig. I9).

como PTEN respectivamente. Ademds, debe Otro aspecto a resaltar es la limitacién de

(5-Proteinas de unién

aPI(3,4,5) Ps 5. Polimerizacién

de actina

T

3 13K)
Y

PI(3,4,5)P,

I

i

R

Ligando —Q©
Importancia del contexto de membrana en el que la activacion tiene lugar

L]
Fig. I9
La sefializacién que tienen lugar en la parte de membrana enfrentada a la particula a fagocitar (A) es muy diferente a la que tiene lugar fuera de
éste dominio (B).

A La unién de los ligandos al receptor (1) supone la agregacién de diferentes receptores y de la unién de las proteinas sefializadoras a los
dominios citoplasmaticos constituyendo el sefialosoma (2). El reclutamiento de PI3K supone la produccién de PI(3,4,5)P5 (3) constituyendo
una zona de actuacién debido al aumento de concentracién de este lipido modificado en esta parte de la membrana, debido a una difusién
limitada entre otras cosas. Al superar un limite de niveles de lipidos modificados, determinadas proteinas de unién a estos sustratos actuan

(4), lo que ocasiona la sefializacién necesaria para la modificacién del citoesqueleto de actina para permitir la formacién del fagosoma.

Fuera de la copa fagocitica, la unién del ligando (1) también estimula la oligomerizacién del receptor y la unién y constitucién del sefialosoma

B (2). De la misma manera PI3K es reclutado y media la produccién de PI(3,4,5)P5 (3), sin embargo en este caso no hay una barrera de difusién,
por lo tanto no se alcanzan los niveles requeridos para la activacién y localizacién de determinadas GTPasas. Como consecuencia el receptor
es internalizado por un mecanismo dependiente de clatrina (4).

Adaptado de Swanson, 2008.
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las propiedades fisicas de la particula a fagoci-
tar. Particulas tensas y reforzadas son perfec-
tamente fagocitadas, sin embargo particulas
mds blandas que no presentan la resistencia
adecuada, no. Por lo que la fagocitosis parece
estar afectada positivamente por la existencia
de resistencia mecénica y una curvatura en la
superficie (Beningo and Wang, 2002).

La dinamina ha sido implicada en el pro-
cesos fagociticos, concretamente en la exten-
si6n de membrana sobre la particula a fagocitar
(Yu et al., 2008; Yu et al., 2006) controlando el
aporte de material a la membrana plasmatica
(Peters et al., 2004; Praefcke and McMahon,
2004) y regulando la polimerizacién de actina
(Hinshaw, 2000).

Cuerpos multivesiculares y presentacion
del antigeno

Alo largo del proceso de maduracién del
fagosoma, pueden aparecer CMV (vacuolas de
unos 200-500 nm, que presentan una mem-
brana limitante que engloba, a veces, cientos
de vesiculas de 40-90 nm (Katzmann et al.,
2002)). Estos se forman a partir de endoso-
mas/fagosomas tempranos. Los CMV sufren
un proceso de maduracién, pasando por un
estado temprano inicial que luego madura (o
se fusiona) a CMV tardios (endosomas tardios)
los cuales en dltimo lugar se fusionaran con li-
sosomas.

El hecho de que diferentes tipos de pro-
teinas que han sido internalizadas y englo-
badas en un endosoma/fagosoma temprano,
sean compartimentalizadas en este tipo de
estructuras multivesiculares, supone la apari-
cién de dos tipos de moléculas, aquellas loca-
lizadas en la membrana limitante, y aquellas

que se sittan en las vesiculas internas (lumen).

La posibilidad de localizar una proteina en dos
tipos de localizaciones -lamen/membrana li-
mitante- otorga una funcién degradativa o de
reciclaje respectivamente. El reciclaje se realiza
por la produccién de exosomas (Denzer et al.,
2000), debido a la capacidad de los CMV de fu-
sionarse con la membrana plasmatica (Raposo
etal., 1996).

Los mecanismos que determinan el des-
tino de diversas proteinas a las vesiculas de
los CMV son ain desconocidos. Se sugiere la
existencia de 3 factores diferentes que pueden
regular este proceso:

- La monoubiquitinacién de proteinas
presentes en la membrana limitante (Piper
and Luzio, 2001).

- Existencia de microdominios de mem-
brana en la estructura limitante de los CMV
(Piper and Luzio, 2001), por ejemplo por la
acumulacién de PI(3)P generados por PI3K cla-
se III, y sirve de sustrato para el complejo ES-
CRT (Wollert and Hurley, 2010) o la presencia
de LBPA (4cido liso(bis)fosfatidico) (Kobayashi
et al.,, 1998), el cual presenta una estructura
cOnica caracteristica que parece estar median-
do la curvatura de la membrana para permitir
la formacién de los CMV.

- La presencia de un tipo nuevo de clatri-
na localizado en la parte citoplasmatica de los
CMV que puede retener proteinas ubiquitina-
das para impedir su reciclaje y determinar, por
tanto, su internalizacién en las vesiculas de los
CMV (Sachse et al., 2002).

Se ha propuesto ESCRT -0. -1, -II y -III
como la maquinaria responsable de la forma-
cién de las vesiculas de los CMV. Aunque la

accién secuencial de estas proteinas ha sido

implicada en multiples procesos de comparti-




mentalizacién de proteinas, también se estan
dando funciones independientes a proteinas
como Hrs y TSG101 en procesos de internali-
zaciéon y formaciéon de CMV (Razi and Futter,
2006)..

Presentacion de péptidos antigénicos
desde los CMV

Los CPH DE CLASE II (CPH-II)-II recién
sisntetizados son transportados desde el trans-
Golgi hasta los CMV y lisosomas, convirtiendo
a estas regiones en lo que se conoce como com-
partimentos de CPH-II (CCII) (Sallusto et al.,
1995), siendo los CMV las localizaciones mas
activas de carga de péptidos en el CPH-II.

Las células dendriticas inmaduras pre-
sentan casi todo su contenido de CPH-II alma-
cenado en las vesiculas internas de los CMV,
tras la estimulacién, se incrementa la expre-
si6n en membrana de CPH-I y CPH-II, ademas
de multiples moléculas coestimulatorias. El
incremento de la expresiéon de CPH-II se lleva
a cabo principalmente con la expresion de los
complejos acumulados en el CCII. Para ello, las
vesiculas internas que contienen CPH-II, son
transferidas ala membranalimitante, facilitan-
do la carga del péptido antigénico en el CPH-
I1. Ademas, la reorganizacién de la membrana
supone la formacién de estructuras tubulares,
que se dirigen hacia la periferia de la célula,
para alcanzar la membrana plasmadtica. Desde
estas estructuras, se crean una serie de vesicu-
las conteniendo los CPH-II que se reexpresaran
en la membrana plasmatica (Kleijmeer et al.,
2001; Murk et al., 2002). Este mecanismo no
excluye la posibilidad de la fusién de los CMV
directamente con la membrana, permitiendo

la produccién de exosomas, los cuales parecen

jugar un papel importante en el desarrollo de la

respuesta inmunitaria (Admyre et al., 2008).

6.2. Trogocitosis: expansion del proteoma
celular

La Trogocitosis (del griego “trogo” que
significa mordisquear) (Ahmed et al., 2008;
Caumartin et al., 2006; Davis, 2007; Hudrisier
and Bongrand, 2002; LeMaoult et al., 2007)
permite a las células incorporar material que
de manera natural no expresan en sus mem-
branas, y desarrollar asi nuevas funciones.

El intercambio de informacién a través
de la SI va acompanado, en la mayoria de los
casos, por un intercambio de material a través
del proceso trogocitico el cual fue descubierto
por primera vez en 1973 (Bona et al., 1973),
cuando se aprecié que los contactos estrechos
realizados entre los linfocitos y sus CPA per-
mitian el intercambio de proteinas de mem-
brana, como el CPH desde células B a células
T, de manera antigeno especifica. Ademas se
vio que la incorporacién del antigeno especifi-
co presentado por el CPH correspondiente, iba
acompariado de otros CPH no especificos y de
otras moléculas cointernalizadas, como B7-1,
B7-2,ICAM e IgM entre otros.

Este fenémeno ha sido descrito en di-
versos tipos celulares como en células T o/
(Arnold et al., 1997; Huang et al., 1999b; Hu-
drisier et al., 2001), Células T y/6 (Espinosa et
al., 2002), células B (Batista et al., 2001), cé-
lulas NK (Carlin et al., 2001), CPA (Herrera et
al., 2004) y células tumorales (Vanherberghen
et al., 2004). Independientemente del tipo ce-
lular que adquiera el material, parece esencial,
la creacién de una interfase entre ambos tipos
de células implicadas y la unién del ligando al

receptor de antigeno, o al receptor NK (depen-
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diendo del tipo de linfocito).

El proceso trogocitico ha sido principal-
mente estudiado en el caso de la interaccién
entre células T a/f y CPA en ratén y en huma-
nos (Game et al., 2005; Hudson and Sprent,
1976; Hudson et al.,, 1974; Sharrow et al,,
1981; Sharrow et al., 1980; Tatari-Calderone
et al., 2002), y ha sido descrito como un fené-
meno de intercambio rapido. Aunque durante
mucho tiempo, se ha postulado que la transfe-
rencia de material era unidireccional, diferen-
tes trabajos han mostrado la bidireccionalidad
del fenémeno (He et al., 2007; Vanherberghen
et al., 2004). La cantidad de material transfe-
rido depende directamente de la dosis de pép-
tido agonista (Huang et al., 1999b; Hudrisier
et al., 2001) o de la afinidad del receptor por
el antigeno como ocurre en el caso de las célu-
las B (Batista et al., 2001; Fleire et al., 2006),
siendo maés eficientes en el proceso las células
activadas (Brezinschek et al., 1999; Rechavi et
al., 2007).

Poco es sabido del mecanismo subyacen-
te a este intercambio, sin embargo caben des-
tacar algunas caracteristicas clave que han ser-
vido para describir, en la medida de lo posible,
el proceso trogocitico: es estrictamente depen-
diente del contacto célula-célula y estd comple-
tamente inhibido cuando se usan membranas
semipermeables para separar los linfocitos de
sus células diana o cuando la CPA se fija con
agentes quimicos (Hwang et al., 2000; Hwang
and Sprent, 2001; Rechavi et al., 2007)). Ade-
mads las proteinas transferidas son incorpora-
das a la nueva célula en su forma integra, sin
ser modificadas, y sin exponer en ningin mo-
mento su dominio citoplasmatico. Por ultimo,

la cuestién temporal ya comentada con ante-

rioridad, y el hecho de haberse detectado que
esta internalizacién supone la incorporacién
de material lipidico de membrana, visualiza-
do mediante sondas lipofilicas (Daubeuf et al.,
2009), convierte a la trogocitosis en un fené-
meno distinguible y particular.

Posibles mecanismos responsables de la
transferencia de material intercelular

Son conocidos diferentes mecanismos de
transferencia proteica que van desde los proce-
sos de protedlisis de proteinas de superficie a
mecanismos mads sofisticados y especializados
(Fig. 110).

Dados las caracteristicas del proceso tro-
gocitico, se ha propuesto al contacto directo
intercelular, como el responsable del proceso
trogocitico. Factores como la integridad de las
proteinas y rapidez del intercambio, descartan
los fenémenos de disociacién de la proteina
de la membrana y la produccién de exosomas
respectivamente. En cuanto a los nanotubu-
los, no han sido visualizados en todos los casos
donde el intercambio de material tiene lugar.
En relaciéon a qué tipo de contacto célula-célula
es el implicado, son diferentes trabajos los que
abogan por la existencia de tensiones que faci-
litan la aparicién de un material de membrana
disgregado de la célula diana que engloba a las
proteinas transferidas y permite su transfe-
rencia a la célula receptora (efectora) (Williams
et al., 2007).

Por tanto, el proceso trogocitico se de-
fine como una transferencia de fragmentos
de membrana, mediante la cual las moléculas
contenidas en un 4rea determinada (intra y
transmembrana) son transferidas de una célu-

la a otra, incluyendo algunas que no participan

en la interaccién entre ambos tipos celulares
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A DISOCIACION DE LA PROTEINA DE LA MEMBRANA DE MANERA INDIVIDUAL

Cél. tipo 1
Cél. tipo 2

9

Arranque

B GcENERACION DE ExOsOMAS

Vesicularizacién

(Huangetal., 1999a). El drea que quedaria bajo
el control de esta transferencia es la constrefi-
da por la SI, formada por ambos tipos celula-
res, donde se acumulan una serie de moléculas
y se excluyen otras.
Trogocitosis: Un proceso ubicuo pero es-
pecifico

La trogocitosis en células T requiere la
formacién de la SI'y la interaccién del TCR con
el péptido-CPH especifico. Diferentes grupos
apoyan la idea de que la fuerza requerida para
tal proceso debe ser consecuencia de la inter-
nalizacién del TCR, desde la SI (Huang et al,,
1999b; Hwang et al., 2000). De hecho, la rapi-
da adquisicién del CPH por parte de la célula

T correlaciona directamente con la modulacién
negativa del TCR (Huang et al., 1999b).

Teniendo en cuenta la complejidad de la

C FORMACION DE NANOTUBULOS

Fig. 110

Mecanismos de transfe-
rencia proteica entre
diferentes células del

sistema inmune

Digestién proteolitica

Las proteinas pueden ser transferidas
como unidades individuales, mediante
su liberacién a través de una fuerza
ejercida por parte de la célula receptora
o por mecanismo de protedlisis en la
base del receptor (A). Otro mecanismo,
puede suponer la participacién de
estructuras membranosas encapsula-
das (exosomas) (B) o la aparicién de
nanotdibulos que permiten la transfe-
rencia de material proteico (C). La
transferencia también puede darse
durante el contacto directo entre dos
células (D),a través del intercambio de
vesiculas procedentes de la célula
donante, directamente incorporadas
en la célula receptora, o la existencia de
puentes membranosos que comunican
ambos tipos celulares. Adaptado
(Davis, 2007)

Slyla cantidad de proteinas de membrana im-
plicadas, es légico pensar que no solo el TCR es
el que permite la internalizacién del material.
Asi, CD28, parece jugar un papel muy impor-
tante en este proceso, mediando un proceso
trogocitico independiente de antigeno (Hwang
et al., 2000).

Diferentes trabajos han intentado descri-
bir cudl es el mecanismo implicado en la adsor-
cién del material de la CPA. Se ha demostrado
una clara dependencia del proceso trogocitico
promovido por el TCR, de la polimerizacién de
actina y de rutas de sefalizacién temprana del
TCR (Syk, Src y PI3K), con alguna diferencia
en cuanto a CD4 y CD8 (Aucher et al., 2008).
En cuanto a la dependencia del proceso de me-
canismos dependientes de clatrina, parece ser

que la trogocitosis, es independiente de ésta
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proteina (Rechavi et al., 2007).
¢Cudl es el destino de las proteinas trogo-
citadas?

En procesos trogociticos donde se ha des-
crito la transferencia de la proteina H-Ras, del
BCR, de MICA (cadena A relacionada al CPH-I)
y FcyR (proteinas de membrana) (Hudrisier
et al., 2009; McCann et al., 2007; Quah et al.,
2008; Rechavi et al., 2007), se ha intentado
valorar la funcionalidad de estas proteinas en
sus nuevas localizaciones. En el caso de H-Ras

han demostrado la potencialidad de esta molé-

A INICIO, EXPANSION Y TERMINACION DE LA SENAL
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cula para activar rutas como Raf/Mek/Erk en

la célula receptora. En el caso de las proteinas
de membrana, la interpretacién es mas com-
pleja. En todos los casos, ha sido demostrado
la localizacién de la proteinas trogocitadas en
la orientacién correcta en la membrana de la
célula aceptora, permitiendo la unién de su
ligando. Sin embargo, en el caso de la trans-
ferencia de BCR de una célula B a otra (Quah
et al., 2008) o el FcyR de una CPA a una célu-
la T (Hudrisier et al., 2009), estos receptores

no inducen la sefializacién intracelular corres-

Fig.In1

La transferencia de material ente
diferentes tipos celulares puede
ejercer multiples tipos de funciones
en larespuesta inmune

La trogocitosis puede estar implicada en el inicio,
expansion y terminacién (regulacién) de la respuesta

A (A1) Un ejemplo es la adquisicién por parte de
células B del péptido-CPH el cual puede ser
presentado a una célula T virgen iniciando asila
respuesta. (A2) Ademds, una célula T-CPA
puede actuar amplificando la sefial, incorpo-
rando el péptido-CPH y representindolo a otra
célula T de la misma especificidad antigénica
(Game et al., 2005; Xia et al., 2006; Zhou et al.,
2005). (A3) Sin embargo, la trogocitosis
también puede originar la limitacién de la
expansion de la sefial (Carlin et al., 2005; Tsang
et al., 2003), induciendo sobre determinados
tipos celulares preactivados (célula T-CPA),
procesos de anergia, o dando lugar a procesos
fraticidas, donde la células T-CPA se convierten
en diana de células citoliticas (Cox et al., 2007;
Yang et al., 2006). Ademés ya solo la incorpora-
cién del péptido, disminuye la disponibilidad
de la sefial para posteriores interacciones entre
las células T y las CPA, desprovistas, cada vez
mas, de péptido para presentar.

B La adquisici6n de material ajeno también

puede otorgar un fenotipo especifico, por
ejemplo, convirtiendo a la célula T en dianas
especificas de determinados virus (Mack et al.,
2000; Tabiasco et al., 2003) (B). Adaptado
(Davis, 2007).




pondiente al ser activados, bien porque no dis-
ponen de la maquinaria adecuada en la célula
aceptora o porque su correcta orientacién no
significa una integracién adecuada que le per-
mite el reclutamiento de los segundos mensa-
jeros responsables de la sefializacién.

¢Cual es la funcion fisiolégica o fisio-pato-
légica de la trogocitosis?

La adquisicién por medio de la trogoci-
tosis de proteinas inicialmente ausentes en la
célula diana, pueden, directa o indirectamente,
afectar al fenotipo de la célula y por lo tanto a

la funcién atribuida a ésta (Fig. I11).

La dificultad tecnoldgica existente ac-

tualmente para visualizar y analizar el proceso
trogocitico, ha limitado el namero de experi-
mentos que prueben que todas estas funciones
ocurren in vivo. Sin embargo, aquellos que si
que lo han hecho, plantean dos cuestiones: la
complejidad del sistema inmune, atin més en-
trelazado e interconectado de lo que ya de por
si le caracteriza, y la necesidad de describir el
mecanismo molecular que controla el inter-
cambio de material, para poder abrir nuevas
vias terapéuticas, teniendo en cuenta la impli-
cacién que parece tener en la respuesta inmu-
ne (Beum et al., 2008; Machlenkin et al., 2008;
Zhang et al., 2008).

Introduccién
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Objetivos

El objetivo principal e inicial de este trabajo de tesis es la descripcién del papel de TC21
(RRas2), una pequefia GTPasa cuya interaccién con el TCR ha sido descrita (Delgado et al.,
2009) en la internalizacién del TCR desde la membrana de la célula T. En base a este objetivo 57

principal se pueden enumerar los siguientes objetivos concretos:

1. Caracterizar el papel de TC21 en la internalizacion de TCR desde la SI.
e Describir la relacién de la internalizacién controlada por TC21 con las rutas de en-
docitosis dependiente e independiente de clatrina.
¢ Describir la posible implicacién de RhoG en el proceso de internalizacién del TCR
desde la SI.

2. Valorar la capacidad fagocitica de las células T.
e Analizar la implicacién de factores reguladores de fagocitosis clasicas en la fagocito-
sis de las células T.

e Analizar la implicacién de TC21 y RhoG en la capacidad fagocitica de las células T.
3. Describir la relacion molecular entre TC21 y RhoG.

4. Describir el proceso conocido como trogocitosis.

e Valorar la implicacién de TC21 y RhoG en el proceso trogocitico.

5.Valorar la capacidad presentadora de las células T.

e Analizar el efecto de la ausencia de TC21 y RhoG en relacién a la capacidad presen-

tadora de la célula T.
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Materiales y métodos

1. Materiales

1.1. Lineas celulares

La linea celular JK se establecié a partir
de la sangre periférica de una leucemia linfoide
aguda (Schneider et al., 1977). Por otra parte,
las células Raji son células B procedentes de un
linfoma Burkitt humano (Pulvertaft, 1964).
Ambos tipos celulares se cultivan en RPMI 5%
de suero fetal bovino (FBS) suplementado con
2 mM L-Glutamina, 100 U/ml penicilina y 100
U/ml estreptomicina.

La linea celular Hek293T se originé a
partir de la linea celular Hek293 que consis-
tia en células embrionarias de rifién humano
transformadas con adenovirus. Las Hek293T
contienen ademads el antigeno grande de SV40
T, permitiendo la réplica episomal de los plas-
midos que contienen el origen SV40 y la regiéon
temprana del promotor. Esta linea celular se
crece usando DMEM al 10% FBS suplementa-
do con 2mM L-Glutamina, 100 U/ml penicili-
nay 100 U/ml estreptomicina.

La linea DCEK es una linea celular de fi-
broblastos transfectados establemente con I-EX
y CD80. Se mantiene usando DMEM 10% FBS
suplementado con 2 mM L-Glutamina, 100U/
ml penicilina y 100 U/ml estreptomicina.

Cultivos de células T primarias pro-

cedentes de Organos periféricos de ratones
(ganglios linfiticos y bazo) se mantienen en
RPMI al 10% FBS, suplementado con 2 mM
L-Glutamina, 100 U/ml penicilina, 100 U/ml
estreptomicina,10 mM Piruvato sédico, 20 pM
BMercaptoetanol y 5 pg/ml de IL2 si se requie-
re para mantener las células tras estimularlas
(Ver Materiales y Métodos 2.1).

Las células dendriticas provienen de cé-
lulas de la médula ésea cultivindolas en RPMI
10% FBS, suplementado con 2 mM L-Gluta-
mina, 100 U/ml penicilina, 100 U/ml estrep-
tomicina, 10 mM Piruvato sédico, 20 uM de
BMercaptoetanol y 20 ng/ml de factor de es-
timulacién de colonias de macr6fagos-granu-
lociticos (GM-CSF) (Ver Materiales y Métodos
2.1).

1.2. Ratones

Alo largo del trabajo aqui presentado se
han utilizado dos grandes grupos de ratones en
relacién al TCR: los transgénicos y los no trans-
génicos. Los no transgénicos son ratones de
fondo C57BL/6 cuyo genotipo puede ser +/+,
RRas2 -/- y RhoG -/-, estos dos dltimos des-
critos en Delgado et al., 2009 y Vigorito et al.,

2004 respectivamente.

Tabla 1. Material utilizado en cultivos celulares.

RPMI 1640

DMEM

Placas y botellas de cultivos
FBS (suero fetal bovino)
GM-CSF

Servicio de Cultivos del CBMSO
Servicio de Cultivos de CBMSO
BD-Falcon

Sigma

Prepotech
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Los ratones RRas2-/- y RhoG-/- se cruza-
ron con ratones transgénicos para el TCR OTI
(Va2.1 VB5.1), especifico para el péptido SIIN-
FEKL (derivado de OVA) presentado por H2-
KB (Hogquist et al., 1994) y para el TCR AND
(Val1l.1 VB3) especifico para el péptido MCC
presentado por I-EX (Kaye et al., 1989). Los
ratones heterocigotos resultantes se cruzaron
entre ellos para generar ratones transgénicos
+/+y -/- para cada tipo de ratén.

Todos los experimentos se han realizado
usando ratones homocigotos en la forma sil-
vestre o con el gen de interés noqueado de la

misma camada.

Para obtener células dendriticas para
usar como CPA con haplotipo I-EX, se usaron
ratones B10.BR.

Para genotipar los ratones se usaron los
siguientes pares de oligos en funcién del alelo
a detectar:

En algunos casos, los ratones transgéni-
cos OT1 y AND se genotiparon mediante cito-
metria con CD8/Va2 y CD4/VB3 respectiva-
mente, para lo que se utilizé sangre periférica.

Todas las cepas de ratén fueron mante-
nidas en el animalario del Centro de Biologia
Molecular Severo Ochoa (CSIC-UAM, Madrid)

de acuerdo a la legislacién vigente.

Tabla 2. Informacion de los oligos 5’ y 3’ utilizados para genotipar los ratones.

TC21 +/+ GGA TCATGT TGT GGA GTT CTG GC
TC21 -/- GGA TCA TGT TGT GGA GTT CTG GC
RHOG +/+ GGC ACA AAT GGC ACC CAG AGG
RHOG -/- CCT CGT CTT GGA GTT CAT TC

OT1 ACG TGT ATT CCCATCTCT G

AND CAG ACT CCA AGA TAT CTG GTG

1.3. Reactivos y soluciones

GTC CAA GAA GAC ATG GAT GGG GG
AAA CCCTCT TGC AGT TGC ATC CG
GAG TTT CCA GGC AAG GGG TGC
GAG TTT CCA GGC AAG GGG TGC
CTG TTC ATA ATT GGC CCG

GTC GGA GTT TGCATT GTT CAG

Tabla 3. Reactivos, casa comercial de procedencia y aplicacion.

Sales organicas, acidos, bases y disol- MERCK, PANREAC, SIGMA.

ventes.
Biorad.
Separador celular de nylon (filtros 40 BD Pharmingen

Cubetas de electroporacién. 0,4 mm.

pm)

Filtros 0,45 Millipore
Counting beads. Invitrogen.
Membranas nitrocelulosa 0,2 pm Biorad
TEMED Biorad

Varios.

Transfeccién por electroporacién.

Obtencién de células primarias

Filtrado de suspension virica

Contar namero de células en el citome-
tro de flujo

Western Blot

Western Blot
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APS

Pierce ECL Western Blotting Substra-
te

Dynabeads® M-280 Streptavidin

Heparina Sédica

Mouse IL2 Platinum ELISA

Polibreno

jetPEI™

Lipofectamine™ and PLUS™ Reagent
Enterotoxina de Stapylococcus aureus
E (SEE)

OVAp (SIINFEKL)

MCC (ANERADLIAYLKQATK)

Carbodiiamide Kit.

Polybead Carboxylate Microspheres

(1 pwm).
FluoroSpheres® Carboxylated-modi-

fied microspheres, crimson Fluores-
cent. (1 um).

Fluoresbrite® Carboxylate Micros-
pheres. (3 um y 6um)

Placa 35 mm con cubre de 10 mm
(Glass Bottom Culture Dishes)
y-globulina.

Fibronectina

Poli-L-Lisina

Mowiol-Dabco

Cytofix/Cytoperm™  Fixation/Per-
meabilization Solution Kit
Citocalasina D

Wortmanina

LY294002

Sigma

Thermo Scientific

Invitrogen

Chiesi

Bender Medsystems

Sigma
PolyPlus Transfection
Invitrogen

Toxin Technologies.

Sintetizado por la unidad de apoyo
del Centro de Biologia Molecular Se-

vero Ochoa.

Sintetizado por la unidad de apoyo
del centro de Biologia Molecular Se-

vero Ochoa.

Polysciences, Inc.

Polyscience, Inc.

Molecular probes.

Polyscience, Inc.

MatFek Coorporation

Sigma

Sigma

Sigma

Servicio de microscopia Optica y
confocal CBMSO

BD Pharmingen

Calbiochem
Calbiochem
Calbiochem

Western Blot
Western Blot

Purificacién de células T/B de ratén

Obtencién de linfocitos de sangre peri-

férica humana.
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Cuantificacién de IL2 presente en el so-

brenadante celular.

Transduccién de células primarias
Transfeccién células Hek293T
Transfeccion células DCEK

Microscopia confocal con células vivas.

Estimulacién de células T OTI.

Estimulacién de células T AND.

Unién covalente de anticuerpos a las
bolas de latex

Ensayos de fagocitosis

Ensayos de fagocitosis

Ensayos de fagocitosis

Microscopia de células vivas

Inmunofluorescencia
Inmunofluorescencia
Inmunofluorescencia

Inmunofluorescencia

Citometria de flujo

Ensayos de fagocitosis y trogocitosis.

Ensayos de fagocitosis y trogocitosis.

Ensayos de fagocitosis y trogocitosis.
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Tabla 4. Tampones y soluciones.

PBS

TBS

PBS BSA 1%

PBS BSA 1% SAPONINA
TBS-TWEEN

TNB

HBSS

TAMPON LAVADO ACI-
DO

TAMPON ACK

BRIJ96

RIPA

TAMPON LISIS PULL-
DOWN GST-ELMO

TAMPON DE CARGA 1x

TAMPON DEL GEL CON-
CENTRADOR (gel de po-

liacrilamida)
TAMPON DEL GEL SE-

PARADOR (gel de polia-

crilamida)

Poliacrilamida

SOLUCIONES VARIAS
137 mM Na(Cl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,, 2 mM

KH,PO,. pH 7,4.

50 mM TrisHCl, 276 mM NaCl, 54 mM KCl. pH 8.

PBS 1x, Azida 0,02%, BSA 1%.
PBS 1x, Azida 0,02%, BSA 1%., saponina 0,1%.

TBS 1x, 0,1% tween.

100 mM Tris-HC1 7,4, 150 mM NacCl, 2% BSA.
25mM Hepes KOH pH 7.4, ImM MgCl,, 1mM CaCl,,

132mM NacCl, 0,1% BSA.

150 mM glicina pH 2,7, 50 mM NaClL

0,15 M NH,Cl, 10 mM KHCO4, 0,1 mM EDTA, pH 7,2-

7,4.

TAMPONES LISIS
20 mM Tris-HCl pH 7.8, 150 mM NaCl, 10 mM IOAA,

1 mM PMSE, 1 pg/ml aprotinina, 1 pug/ml leupeptina,

0.33% Brij96, e inhibidores de fosfatasas y proteasas.
50 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, in-

hibidores de proteasas, 0,1 % SDS, 1% Tritén-X100,

0,5% Deoxicolato sédico e inhibidores de fosfatasas y

proteasas.

20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl, 5 mM Mg-
Cl,, 0,5% TritonX-100, 1 mM ditiotreitol e inhibidores

de proteasas.

TAMPONES SDS-PAGE
Glicerol 10%, Pmercaptoetanol 5%, SDS 3%, azul de

bromofenol, 1/8 v del tampén del gel concentrador.
0,4 M Tris pH 6,8, 0,4% SDS.

1,5 M Tris pH 8,8, 0,4% SDS.

Acrilamida 30%, Bisacrilamida 0,8%

Varias

Western Blot e inmunofluores-

cencia

Varias

Varias

Western Blot
Inmunofluorescencia

Microscopia con células vivas.

Citometria de flujo: Cuantifica-
cién de la internalizacién de bo-

las latex no marcadas.

Obtencién de células primarias

Lisis celular: estimulacién de
eventos tempranos mediados

por el TCR.

Lisis celular: estimulacién de
eventos tempranos mediados

por el TCR.

Lisis celular: Ensayos de pull
down con GST-ELMO y GST-
RAFRBD.

SDS-PAGE

SDS-PAGE

SDS-PAGE

SDS-PAGE
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1.4. Anticuerpos y sondas fluorescentes

Tabla 5. Anticuerpos y sondas fluorescentes.

ANTICUERPOS PURIFICADOS (PRIMARIOS)

Anti-CD3( 448 Policlonal Conejo WB/IE San José etal. 1998  1:3000

Anti-ratén CD3 145-2C11 IgG Hamster Bolas  J. Bluestone, UCSF 300 pug/ml 65

Clathrin Heavy Chain 23 IgG4 Ratén IF BD Pharmingen

OKT 3 IgG,, Ratén Bolas  Ortho Diagnostic 300 pg/ml
Systems (Raritan,
NJ).

FG1/6 IgGq Ratén monoclo- Bolas  (Salmeron et al., 300 pg/ml

nal 1995)

OKT 8 IgG,, Ratén Bolas  Ortho Diagnostic 300 pg/m
Systems (Raritan,
NJ).

Anti-Phospo-Zap70 65E4 IgG Conejo WB Cell Signalling 1:1000

(Tyr319)/Syk (Tyr352)

Anti-RhoG 1F3 B3 E5 IgG,, Ratén WB, IF Santa Cruz Biotech-  1:250
nology, INC.

Anti-RhoG C-20 Policlonal  Conejo IF Santa Cruz Biotech-  1:250
nology, INC.

Anti-Phospo-p44/42 9101 Policlonal  Conejo WB Cell Signalling 1:1000

MAP Kinase (thr202/

Tyr204) antibody

Anti-p44/42 MAP Kinase 9102 Policlonal Conejo monoclo- WB Cell Signalling 1:1000

antibody nal

4G10 4G10 IgGoy Ratén WB Produccién Propia 1:1000

Ec Block™ purified anti-  2.4G2 IgGyy Rata CF BD Pharmingen 1:100

mouse CD16/ CD32

Anti-RRAS?2 2D3-4B8  IgGy Ratén WB/IF Sigma 10 pg/ml

Anti-Phospho-Akt D9E IgG Ratén WB Cell Signalling 1:2000

(Ser473)(D9E) XPTM

Anti-Akt Antibody 9272 Policlonal Ratén WB Cell Signalling 1:2000

Anti-LBPA (lysobis- 6C4 IgG4 Ratén IF Echelon® 1:100

phosphatidic acid)

ANTICUERPOS DIRECTOS CONJUGADOS

H57-FITC, biotinylated =~ H57-597  IgG Héamster CEF/IF  Immunotools. Bios-  1:100
cience

Anti-CD4-PE-PerCP- RM4-5 IgG,, Rata CF BD Pharmingen 1:100

Biotinylated

Anti-CD8a-FITC, -PE, 53-6.7 IgG,, Rata CF BD Pharmingen 1:100

-PerCP,-Biotinylated

Anti-V3 TCR PE Biotin- KJ25 IgG, Ratén CF BD Pharmingen 1:100

ylated
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Anti-CD69 FITC Biotin-
ylated

Anti-CD11b Biotinylated
Anti-CD11c Biotinylated
Anti-I-EX Biotinylated
Anti-B220 Biotinylated

Anti-hamster FITC
Anti-conejo Alexa 488
Anti-ratén Alexa 488
Anti-conejo Alexa 555
Anti-ratén Alexa 555

Alexa 555
Alexa 488
Anti-conejo Alexa 594

Anti-ratén Alexa 594
Anti-conejo Alexa 647

Anti-conejo  fragmento
F(ab’)2 Peroxidasa (HRP)
Anti-raton (HC/LC) Pe-
roxidasa (HRP)

To-Pro-3

Alexa Fluor® 488 phalloi-
din
Phalloidin-Tetramethyl-
rhodamine B isothiocya-
nate

CFSE

PKH26 Red Fluorescent
Cell Linker Kit.

Transferrina de suero
humano, conjugado con

Alexa Fluor® 633

H1.2F3
M1/70
HL3
17-3-3
RA3-6B2
127-095-
160
A-21206
A-21202
A-31572
A-31570
$-32355
$-11223
A-21207

A-21203

A-31573

T-3605

A-12379

P-1951

PKH26GL

T-23362

IgGq Héamster CF
IgA Rata CF
IgG, Hamster CF
IgG,, Ratén CF
IgG,, Rata CF
ANTICUERPOS SECUNDARIOS
IgG Cabra, anti-hams- CEF/IF
ter
IgG Mono, anti-cone- IF
jo IgGs
IgG Mono anti-ratén IF/CF
IgGs
IgG Mono anti-conejo IF
IgGs
IgG Mono anti-ratén IF
IgGs
Streptavidin IF
Streptvidin IF
IgG Mono anti-conejo IF
IgGs
IgG Mono anti-ratén IF
IgGs
IgG Mono anti-conejo IF
IgGs
IgG Cabra anti-conejo  WB
IgG Oveja anti-ratén ~ WB
SONDAS FLUORESCENTES
Marcaje de acidos IF
nucléicos Cianida
monomeérica
Sonda para F-Ac- IF
tina
Sonda para F-Ac- IF
tina
CF
Sonda fluorescen- CE/IF
te
Conjugado de IF

transferrina

BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Pharmingen
Jackson
search
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Amsersham

Amersham

Invitrogen

Invitrogen

Sigma

Molecular Probes

Sigma

Molecular Probes

Bolas: Unido a las bolas de latex CF: Citémetro de flujo IF: Inmunofluorescencia WB: Western Blot

Immunore-

1:100

1:100
1:100
1:100
1:300
1:100
1:500
1:500
1:500
1:500
1:400
1:400
1:500
1:500
1:200

1:5000

1:5000

1:500

1:100

1:500

5 png/ml
4 ng/ml

5 pg/ml
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1.5. Vectores

Tabla 6. Lista de plasmidos.

TC21 WT-Dsred, -GFP,
-CFP

TC21
-GFP, -CFP

S28N-Dsred,

TC21 G23V.Dsred, -GFP,
-CFP

RhoG WT-GFP, -CFP

RhoG T17N-GFP, -CFP

RhoG Q61L-GFP. -CFP

CD3-C-GFP, -CFP , -Ds-

red, -Cherry

pHR-CD3(GFP

Rab4, 5, 7 and 11 - GEFP

GST-ELMO

GST-Raf1-RBD

VECTORES DE EXPRESION EN CELULAS DE MAMIFERO

pDsred2-C1
pEGFP-C1
pECFP-C1
pDred2-C1
pEGFP-C1
pECFP-C1
pDsred2-C1
pEGFP-C1
pECEP-C1
pEGFP-C1
pECFP-C1
pEGFP-C1
pECEP-C1
pEGFP-C1
pECFP-C1
pDsred2-N1
pEGFP-N1
pECFP-N1
pmCherry-N1
pHRSIN-CSGW

pEGFPC1-N1

pGEX-4T2

pGEX-4T3

Clonaje por PCR de la secuencia silvestre
del cADN humano en el plasmido de inte-
rés.

Introduccién de la mutacién S28N usando
el sistema de mutagénesis dirigida (Stata-
gene).

Introduccién de la mutacién G23V usando
el sistema de mutagénesis dirigida (Stata-
gene).

(Prieto-Sanchez et al., 2006)

(Prieto-Sanchez et al., 2006)

(Prieto-Sanchez et al., 2006)

Insercién del cADN usando los sitios Xhol
and EcoRI de los vectores indicados.

Insercién del cADN en el plasmido pHR-
SIN-CSGW-dINotI usando los sitios Ba-
mHI y Notl.
Marino Zerial, Max Planck Institute of
Molecular Cell Biology and Genetics, Ger-
many

EXP. BACT
Regién N-terminal (aal-362) de ELMOZ2.;
(Prieto-Sanchez et al., 2006)
Caloca, MJ et al. 2003)

Forma silvestre de TC21

Forma dominante negativa
de TC21

Forma constitutivamente
activa de TC21

Forma silvestre de RhoG

Forma dominante negativa

de RhoG

Forma constitutivamente
activa de RhoG

Proteina de fusién CD3(

Proteina de fusién CD3({
GFP en vector lentiviral

Rabs

Formas silvestres de
4,5,7and 11

Forma silvestre de ELMO

Forma silvestre de RafRBD
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2. Métodos

2.1. Obtencion de células primarias

Células T/B de 6rganos periféricos de ra-
ton (ganglios linfaticos y Bazo)

Se aislan los ganglios linféticos y el bazo
de los ratones de interés. En ambos casos se
procesan mecanicamente para disgregarlos y
conseguir una suspensién celular en PBS FBS
2%. Para la disgregacion se pueden usar por-
taobjetos biselados o filtros de 40 um.

La suspension celular se centrifuga a
1500 rpm durante 6 min. En el caso de los gan-
glios, el sedimento se resuspende con PBS FBS
2%, mientras que en el del bazo se requiere un
paso previo de lisis de eritrocitos con el tam-
pon de lisis Ack (5 min a temperatura ambien-
te) tras lo que se interrumpe la lisis con PBS
2% FBS.

Después de varios lavados las células se
cuentan y si no se requiere una purificacién es-
pecial, se resuspenden en RPMI 10% FBS (ver
composicién detallada en Materiales y Méto-
dos 1.1). Esta suspensién celular se usa como
células T para hacer directamente experimen-
tos funcionales (estimulacién, expresiéon de
CD69, proliferacion, etc.).

En otro tipo de experimentos necesita-
mos una poblacién pura de células T o B, por
lo que tras obtener la suspensién anterior, se
procede con una incubacién de las células con
anticuerpos biotinilados que van a marcar la
poblacién de las células que se quiere eliminar,
esto es, las células T o las B, segun el caso (se-
leccién negativa). Para ello, se utilizan los si-

guientes anticuerpos:

e Purificacién de células T:
« Ratones AND: anti CD8, B220, CD11b
y CD11c.
- Ratones C57BL/6: anti B220, CD11by
CD11c.

e Purificacién de células B:
+ Ratones AND: anti TCRaf3 H57,CD11b
y CD11c.
+ Ratones C57BL/6: anti TCR af3 H57,
CD11by CD11c.

En ambos procesos de purificacién, la
tincién se realiza a 0°C en PBS 2% FBS a una
concentraciéon de 50x108 células/ml, durante
20 min (agitando las células periédicamente).
Luego se lava y se toma una alicuota para com-
probar posteriormente el resultado de la puri-
ficacién.

Una vez las células estdn teflidas se afa-
den bolas magnéticas (Dynabeads) recubier-
tas con estreptavidina, a un cociente de 1:1
célula:bola (las bolas son previamente lavadas
con PBS) en el mismo volumen que se ha rea-
lizado la tincién previamente (50x10° células/
ml). Se incuban en rotacién a temperatura am-
biente durante 1 h, tras lo que se eliminan las
bolas y con ellas las células que no son de inte-
rés mediante un iman.

La suspensién celular restante se lava y
se recuentan las células (de este ultimo grupo
de células se toma también una alicuota para
verificar el proceso de purificacién).

Las células se resuspenden en RPMI 10%
suplementado (Materiales y Métodos 1.1) a la

concentracién deseada.




El proceso de purificacién se comprue-
ba tifiendo las dos alicuotas de comprobacién
tomadas con una combinacién de anticuerpos
diferentes, segin el caso:

e Durificacién de células T: Estreptavidina
(para detectar los anticuerpos biotinilados),
anti TCR, CD4 y/o CD8.

e Purificacion de células B: Estreptavidina (para
detectar los anticuerpos biotinilados) y B220.

Tras la tincion, las alicuotas de compro-
bacién se analizan en el citémetro de flujo, lo
que permite calcular exactamente el porcenta-
je de contaminacién de las poblaciones purifi-
cadas de células T o B con el otro tipo celular

que no es de interés.

Células Dendriticas a partir de la médula
osea de ratéon

Se obtienen los fémures y tibias de las
dos extremidades posteriores de los ratones.
Estos huesos son perfundidos con PBS FBS 2%
usando una jeringa con una aguja de 25G. La
médula 6sea se disgrega haciéndola pasar va-
rias veces a través de la aguja obteniendo final-
mente una suspension celular homogénea.

La suspensién celular se centrifuga a
1500 rpm durante 6 min y luego se lisa el pellet
de células con el tamp6n de lisis Ack durante
30 s para eliminar los eritrocitos. A continua-
cién se lavan las células con PBS FBS 2% y se
cuentan para diluirlas en RPMI 10% (Materia-
les y Métodos 1.1) suplementado con GM-CSF
a 20 ng/ml a 1x10° células /ml.

El cultivo celular se hace en pocillos de
placa de P24 (16 mm) poniendo 1 ml por po-
cillo y manteniéndose asi durante 3 dias. Tras

este primer periodo de crecimiento se elimina

el sobrenadante -y por tanto todas aquellas cé-

lulas que no han quedado adheridas al pocillo-
y se afiade medio nuevo también con GM-CSF
a 20 ng/ml. A partir de este momento el cultivo
se mantiene expandiéndolo durante una o dos
semanas hasta obtener las células suficientes

para su uso.

Obtencion de linfocitos de sangre perifé-
rica humana

Se extraen 50 ml de sangre humana sana,
seles afiade heparina 10 U/ml (anticoagulante)
y se diluyen en 90 ml de PBS. Se reparte la san-
gre diluida en 4 tubos falcon de 50 ml, a cada
uno de los cuales se ha afiadido previamente 15
ml de ficoll y se centrifugan los tubos durante
20 min a 1800 rpm, quitando el freno.

Tras la centrifugacién se apreciardn 3
fases diferenciadas, se aisla la fase intermedia
que corresponde a la fase de linfocitos (células
mononucleares). Esta suspensién celular se di-
luye en PBS para lavar las células varias veces

antes de usarlas.
2.2. Transfeccién de células

Electroporacion: Células JK

Las células JK se transfectan transitoria-
mente por electroporacién. Se toman 10x10°
células y se resuspenden en 500 pl de RPMI
20% de suero con Hepes 20 mM pH 7,4.

Las células se disponen en una cubeta de
electroporacién de 0,4 mm, a la que se afiaden
40 pg totales de ADN (si se usan dos plasmidos
diferentes seria 20 g de cada uno de ellos) y
se mantienen durante 10 min a temperatura
ambiente.

A continuacién se realiza la electropo-

racién con una capacitancia de 960 uF y una
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diferencia de potencial de 260 mV. Tras el cho-
que eléctrico las células son transferidas rapi-
damente a 10 ml de medio RPMI completo al
5% y se mantienen asi durante 24 h. Trascu-
rrido este tiempo se comprueba la eficiencia de
transfeccién por citometria y se usan las célu-

las para el correspondiente experimento.

Sistema jetPEI: células Hek293T

El sistema jetPEI compacta el ADN en
particulas cargadas positivamente capaces de
interaccionar con proteoglicanos aniénicos en
la superficie celular, entrando en la célula por
endocitosis.

Para ello, las células Hek293T son pla-
queadas el dia anterior en placas de P6 (35 mm)
a 2,5x10° células por pocillo en 2 ml de DMEN
10% FBS (Materiales y Métodos 1.1). Al dia si-
guiente, las células deben estar a una confluen-
cia del 70-80% aproximadamente. Estas seran
consideradas las células empaquetadoras.

El protocolo de transfeccién comienza
con la preparacién de las siguientes mezclas de
ADN y jetPEI, donde las cantidades estan indi-
cadas para un punto de transfeccién que equi-
vale a un pocillo de P6 (35 mm):

e TUBO A:

+100 pl PBS 150 mM NacCl

 jetPEL 6 pl (225 uM)
e TUBO B:

+100 pl PBS 150 mM NacCl

« pMD2G; 0,5 ng

- pCMV-dR8.2: 1 pg

« ADN de interés: 1,5 pg

Cada tubo se resuspende bien usando el
vortex y se centrifuga para recuperar todo el

volumen en el tubo. Luego se afiade el volumen

del tubo A sobre el tubo B, mezclando bien y
centrifugando. Se incuba durante 20-30 min a
temperatura ambiente.

Tras este tiempo, y después de cambiar el
medio de las células empaquetadoras por me-
dio fresco (DMEN 10%), se afiade el volumen
obtenido gota a gota sobre las células Hek293T
(intentando abarcar todo la superficie del po-
cillo).

Las células se mantiene asi hasta 48 h,
siendo tras este periodo de tiempo cuando se
usa el sobrenadante para procesos de trans-
duccidn, tal y como se explica en el apartado
siguiente. Una vez se recoge el sobrenadante
de las células, se comprueba la eficiencia de

transfeccién.

Sistema Lipofectamida (“Lipofectamine™
and PLUS™ Reagent”): células DCEK

Se plaquean las células DCEK a 5x10° cé-
lulas por pocillo de P6 (35 mm), con 2 ml de
medio DMEM 10% FBS (ver medio completo
en Materiales y Métodos 1.1). Al dia siguien-
te se procede con la transfeccién, para ello por
cada punto (pocillo de 35 mm) se procede de la
siguiente forma:
e Se anaden 2 pg de ADN de interés en 100 pl
de DMEM libre de suero.
e Se mezcla bien el vial de “PLUSTM Reagent” y
se afiaden 20 pul de éste a la suspensiéon de ADN
anterior. Se mezcla e incuba durante 15 min a
temperatura ambiente.
e En otro tubo se diluyen 5 pl de lipofectamida
en 100 pl de DMEM libre de suero y se mezcla
este volumen con la solucién que contiene el
ADN preparado con anterioridad. Se incuba a

temperatura ambiente durante 15 min.

e Se elimina el medio a las células DCEK y se




anaden 400 ul de medio DMEM libre de suero
y los 220 pl de la mezcla del ADN con la lipo-
fectamida. Se mueve bien la placa para distri-
buir el volumen por el pocillo.

¢ Se mantiene la placa durante 3h a 37 °C.

e Trascurrido este tiempo se afiaden 600 pl de
medio DMEM completo 2x.

e Se utilizan las células 48-72 h después. Antes
de usarlas se debe comprobar siempre la efi-
ciencia de la transfeccion por citometria anali-

zando los niveles de GFP.

2.3. Transduccion de células T virgenes

Las células que se transducen son ob-
tenidas directamente de los ganglios linfati-
cos de ratones AND (+/+. RRas2-/-, RhoG-/-)
(Materiales y Métodos 2.1). Se usan vectores
lentivirales que permiten introducir de manera
eficiente, integrar y expresar de forma estable
transgenes en células quiescentes y proliferan-
tes.

Las particulas lentivirales se generan
mediante la coexpresién de elementos de em-
paquetamiento del virién y el genoma del vec-
tor en una célula usada como “productora”, la
linea celular Hek293T.

Asi, las células Hek293T son transfec-
tadas por el método de JetPei (Materiales y
Métodos 2.2) con los vectores que contienen
los genes virales necesarios para la sintesis de
la envuelta (pMD2G) y las proteinas de empa-
quetamiento (pCMVdR8.2) asi como el geno-
ma virico que incluye el ADN de interés que co-
difica para CD3({GFP (vector pHR-CD3(GFP).
Las particulas virales se van produciendo y

concentrando en el medio de las células. Este

sobrenadante es lo que se utiliza para transdu-

cir las células de los ganglios linfaticos.

El protocolo exacto es:

e Dia 1: Se plaquean las células Hek293T
en pocillos de P6 (35 mm) a 2,5x10° para que
el dia siguiente estén a una confluencia del 70-
80%.

e Dia 2: Se transfectan con jetPEI las cé-
lulas Hek293T con los 3 tipos de vectores ne-
cesarios (Materiales y Métodos 2.2 para mas
detalle).

e Dia 4: Se recoge el sobrenadante de las
células empaquetadoras (Hek293T) y se filtra
(filtro 0,45) para eliminar los restos celulares.
Este sobrenadante es suplementado con Poli-
breno a 8 pg/ml (el Polibreno es un polimero
catiénico que neutraliza la repulsién entre los
viriones y el acido sidlico presente en las mem-
branas celulares, aumentando asi la eficien-
cia de infeccién en las células diana). Ademas
también se suplementa con el anticuerpo 145-
2C11 a1 pg/ml para estimular las células diana
y conseguir asi blastos.

Paralelamente se obtienen las células de
los ganglios linfaticos de los ratones de interés,
se procesan como se ha indicado anteriormen-
te (Materiales y Métodos 2.1), y tras contar las
células se resuspenden en el sobrenadante con
las particulas virales y el estimulo a 0,5x10°
células/ml. Se plaquean en pocillos de P24 (16
mm) afiadiendo 2 ml en cada pocillo.

La placa se centrifuga a 2200 rpm du-
rante 90 min a 32 °C, tras lo que se incuban
las células durante 6h a 37 °C. Posteriormente
se lavan y se les aflade medio RPMI 10% FBS
con IL2 a 5 pg/ml (Materiales y Métodos 1.1)
dejando las células a la misma concentracién
inicial. Las células se usan 4 dias después para

microscopia confocal.
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2.4. Microscopia dptica y confocal

Microscopia confocal con células vivas

Células Jurkat y células Raji

Las células JK transfectadas con los plas-
midos indicados 24 h antes, se resuspenden en
HBSS a 0,3x10° células/ml. A continuacién se
deposita 1 ml de esta suspensién celular sobre
una placa de 35 mm con un cubre de 10 mm re-
cubierto de Fibronectina (20 pg/ml) y se deja
durante 15 minutos a 37 °C para que las células
se adhieran.

Después se pone la placa en el micros-
copio, acoplado a una cidmara que mantiene la
temperatura a 37 °C y se toman imdagenes se-
cuencialmente de fluorescencia y campo claro
cada 5 s, 30 s 0 1 min, dependiendo del expe-
rimento.

Al minuto de haber empezado la graba-
cién se afiaden células Raji que han sido pre-
viamente cargadas con SEE durante 20 min en
medio RPMI 5% a 37 °C a una concentracién
de 3x10° células/ml.

Se afiaden 60 pl de la suspensién de CPA
(3,5x10° cél./ml) en la zona préxima del obje-
tivo esperando que entren en contacto con la
célula T elegida y enfocada previamente.

En este trabajo, se usaron dos sistemas
de microscopios diferentes: Zeiss LSM510
META acoplado a un microscopio invertido
Axiovert200; y un LSM710 acoplado a un mi-
croscopio invertido AxioObserver con objeti-
vos de inmersién 63x y 100x PlanApo oil (1.4
NA) respectivamente.

Las imagenes tomadas son procesadas
con el programa Metamorph6.2r6 (Universal

Imaging).

Células primarias T y células presentado-
ras (DCEK o células de bazo)

Células T previamente transducidas con
pHR-CD3CGFP (Materiales y Métodos 2.3) y
estimuladas con 145-2C11 (1pg/ml) 4-7 dias
antes, son diluidas a 1x10° células/ml en HBSS
al 10% de FBS.

Se afiade 1 ml de dicha solucién celular a
una placa petri de 35 mm con un cubre de 10
mm recubierto con Fibronectina (20 pg/ml) y
poli-L-Lisina (50 pg/ml). Las células se dejan
durante 20-30 min para que se adhieran a la
placa, que luego se coloca en la platina del mi-
croscopio para buscar células positivas para la
transduccién de CD3C, cuya expresién sea ho-
mogénea de membrana.

Tras iniciarse la grabacién se afiaden 60
pl de una suspensién celular de CPA previa-
mente preparadas.

En el caso del sistema AND, se utilizan
células DCEK marcadas o no con PKH26 (Ma-
teriales y Métodos 2.12) y cargadas con el pép-
tido MCC (10 uM) durante la noche. Se resus-
penden y diluyen a 10x10° células/ml en HBSS
10% FBS.

En el caso del sistema OT1, se utilizan
células directamente obtenidas del bazo de un
ratén C57BL/6 y procesadas en el caso de que
fuese necesario para marcarlas con PKH26. Es-
tas células se cargan con péptido OVA (OVAp) a
3 uM durante 2h a 37 °C y se diluyen a 10x10°
células/ml en HBSS 10% FBS.

Las imagenes fueron tomadas cada 5
s-30 s segin el experimento usando LSM710
acoplado a un microscopio invertido AxioOb-
server con objetivos de inmersién 100x PlanA-

po oil (1.4 NA) y fueron procesadas con el pro-

grama Metamorph 6.2r6 (Universal Imaging).




Microscopia Confocal con muestras fija-

das

Conjugados JK- Raji

Se utilizaron células JK transfectadas
con diferentes plasmidos 24 h antes (Materia-
les y Métodos 2.2). Estas células se diluyeron
en RPMI libre de suero Hepes 25 mM a 0,3x10°
en 25 pl.

Como CPA usamos Raji diluidas a la mis-
ma concentracién que las JK. Ambos tipos ce-
lulares se ponen en contacto en un volumen
total de 50 pl, se le da un pulso y se incuba a 37
°C durante diferentes tiempos.

Luego el volumen con las células se tras-
pasa en forma de gota a un cubreobjetos recu-
bierto de poli-L-lisina (50 pg/ml durante 2 h
a temperatura ambiente) y se deja las células
sedimentar durante 15 min.

Posteriormente las células se fijan (ver
tabla de uso de anticuerpos para el tipo de fi-
jacién) a temperatura ambiente. A continua-
ci6én las preparaciones se lavan con TBS 1x y
se permeabilizan si es necesario con saponina
durante 20 min a temperatura ambiente o con
Tritén a la concentracién y el tiempo indicado
posteriormente para cada anticuerpo. A conti-
nuacién se hace un paso de bloqueo en TNB o
PBS-Saponina (segin el método de permeabili-
zacién) suplementados con y-globulina (20 pg/
ml) durante 30 min a temperatura ambiente.

Tras ello se tifie con los anticuerpos
lariosy 2arios correspondientes indicados en
cada figura y a la concentracién indicada en
la tabla de materiales utilizados (Materiales y
Métodos 1.4).

Cada paso de tincién se realiza a tempe-

ratura ambiente durante 30 minutos y separa-

dos por pasos de lavado con el tampé6n usado
para resuspender el anticuerpo. Tras el altimo
paso de tincién se lava dos veces y una tltima
en agua para montar la muestra sobre el por-
taobjetos con MOWIOL. La muestra se guarda
a 4°C hasta su observacién en el microscopio.
Una modificacién de este protocolo es
llevado a cabo para ver la posible colocalizacién
de las vesiculas de TC21 con transferrina que
es internalizada por endocitosis. En este caso
se afade transferrina Alexa-fluor633 a 5 pg/ml
en el medio 10 min antes de finalizarse el tiem-
po de estimulacién de la célula JK con la célula
Raji, tras ello, el proceso es idéntico al que se

acaba de describir.

Células naive CD4+-DCEK

Las CPA (DCEK) son plaqueadas el dia an-
terior sobre cubreobjetos colocados en pocillos
de una placa P24 (16 mm) a razén de 50x10°
células por pocillo y se incuban en DMEM 10%
FBS suplementado con péptido MCC a 10 uM
durante toda la noche. Antes de ponerlas en
contacto con las células T se lavan con PBS para
quitar el péptido sobrante.

Para la obtencién de las células T, se sa-
crifica un ratén AND+ del que se extraen los
ganglios linfaticos. Se procesan segin lo in-
dicado en el apartado de obtencién de célu-
las primarias (Materiales y Métodos 2.1) y se
resuspenden para tener 2x10° células/ml. En
cada pocillo de p24 se afiade 250 pl y se incuba
el tiempo deseado.

Para los tiempos cortos (menos de 10
min) se le da un pulso ala placa p24 a 800 rpm
12 s. A continuacion se fijan las células con for-
maldehido al 2% y se continua con el proceso

de tincién igual que en el caso de los conjuga-
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dos JK-Raji, excepto el paso de bloqueo con
v-globulina, que se sustituye con un bloqueo

simple con TNB.

Conjugados células T- bolas de ldtex

Se preparan las células (JK o células vir-
genes) segun se ha explicado con anterioridad,
y se diluyen a 2,5x10° o 5x10° células en 25ul
(RPMI libre de suero, 25 mM Hepes) en el caso
de las JK o células virgenes respectivamente.
Las bolas de latex que se van a utilizar, una vez
listas y recubiertas con el anticuerpo de interés
(Materiales y Métodos 2.10) se diluyen en 25
pl (RPMI libre de suero 25 mM Hepes) para te-
nerlas, al juntarlas con las células, en el cocien-
te de interés (célula:bola) que se indica en cada
figura en un volumen final de 50 pl.

A continuacién las células se incuban a 37
°C durante los tiempos de interés. Pero antes
se les da un pulso de 12 s a 800 rpm. Transcu-
rrido el tiempo de incubacién, se traspasan las
células a un cubreobjetos recubierto con Poli-L-
Lisina (50 pg/ml, 2 h a temperatura ambiente)
y se dejan sedimentar durante 15 min, luego se
procede con el proceso de fijacién con formal-
dehido al 2% y posterior lavado con TBS.

Cuando sea necesario diferenciar las
bolas internas de las externas, en funcién de
su accesibilidad a un anticuerpo secundario
correspondiente al anticuerpo que recubre
la bola, se hace un paso de tincién con dicho
anticuerpo -previo a la permeabilizacién con
saponina- de modo que solo aquellas bolas que
estén en el exterior celular serdn positivas para
la tincién.

A continuacién se procede con un proto-
colo normal de tincién, igual que en los casos

de conjugados de células, anteriormente des-

critos.

Ensayo de internalizacion del TCR desde
la sinapsis inmunolégica

En este caso se procede exactamente
igual que en el caso descrito con anterioridad
para conseguir conjugados de células T CD4+
con CPA DCEK.

La diferencia y a su vez la esencia del ex-
perimento, es que 5 min antes de poner las cé-
lulas T en contacto con las CPA, se afiade a las
células T un anticuerpo biotinilado con poca
capacidad estimuladora contra la cadena 3 del
complejo aff del TCR (H57 o/pB). Esta tincién
se realiza a 0° C.

Este paso previo de tincién tiene como
objetivo marcar los complejos de TCR presen-
tes en la membrana antes del estimulo con las
DCEK. Sera la unién con la célula presentadora
lo que ocasione la formacién de la SI'y con ello
la internalizacién de los TCR desde la membra-
na hacia el interior celular. Estos TCR pueden
proceder de sitios distales a la sinapsis o de la
propia estructura supramolecular (que es nues-
tro punto de interés).

Tras el tiempo de estimulacién adecuado,
se fijan las células y se tifien, tras la permeabili-
zacion con PBS saponina, con 448 (anticuerpo
anti CD3() y con estreptavidina para detectar
el anticuerpo anti TCR afnadido previamente
(como la célula no estaba permeabilizada en el
momento de afiadir este anticuerpo, todo mar-
caje que encontremos intracelular corresponde
a TCR internalizado desde la membrana).

Lo que se cuantifica es la formacién de
sinapsis (en funcién de la acumulacién de mar-

caje para TCR B y CD3( en el lugar de contacto

entre célula T y CPA) y la presencia de vesicu-




Tabla 7. Condiciones de uso de anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia.

448 (anti CD3() 1:3000

Anti Cadena pesada de clatrina 1:100
Faloidina 1:100/1:500
Anti RRas2 10 pg/ml
Anti RhoG 1:100

Anti LBPA 1:100
Transferrina 633 5 pg/ml

FA: Formaldehido PFA: Paraformaldehido

las doble positivas en la zona inmediatamen-
te préxima a la sinapsis, lo que nos indica que
dichas vesiculas proceden de la membrana y al
estar préximas a la sinapsis, han sido interna-
lizadas desde ese punto.

Como punto 0 en este tipo de experimen-
tos tomamos células T formando conjugados
con células DCEK sin MCC pero en presencia
del anticuerpo anti-f3 del TCR (H57 o/P) para
asegurarnos que el estimulo es debido a la pre-
sentacidén por parte de la célula presentadora y
no a la posible capacidad estimuladora del pro-

pio anticuerpo.

2.5. Tincidn de células para citometria

Las tinciones de citometria de cualquier
tipo celular se realizaron siempre usando placas
de fondo en v P96 (8 mm), donde cada pocillo
corresponde un punto de tincién afladiendo de
media de 2-5x10° células. Todo el proceso se
realiza a 0° C usando como tampén de tincién
PBS-BSA 1%.

Se afiade el anticuerpo primario diluido

en PBS-BSA 1% a la concentracién adecuada

FA 2% Saponina 0,1%
FA 2% Tritén 0,1%

FA 2% Saponina 0,1%
Metanol Triton 02%
Metanol Triton 0,2%
PFA 4% Saponina 0,05%
FA -

(Materiales y Métodos 1.4) en un volumen fi-
nal de 50 ul para cada punto y se incuba duran-
te 20 min, luego se lava con PBS-BSA 1% y se
procede, si es necesario, a afiadir un anticuerpo
secundario acoplado a FITC, PE, PercP o APC
(segun el experimento). Este anticuerpo se di-
luye en el mismo tampén y se incuba 20 min.
Por ultimo se realizan dos pasos consecutivos
de lavado y se preparan las células para pasar
por el citémetro en un volumen final de 200
pl anadiendo yoduro de propidio a una concen-
traciéon final de 1 pg/ml si es necesario.

En aquellos casos donde la proteina de
interés es intracelular, se marcan en primer lu-
gar las proteinas de superficie y a continuacién
se permeabiliza usando Saponina o fijando y
permeabilizando con el sistema Cytofix/Cyto-
perm.

Las células se pasan por dos sistemas
de citometria de flujo diferentes, segtin el ex-
perimento, un FACSCalibur con el software
CellQuest, o FACSCanto II con el software
FACSDiva 6.6.1. En ambos casos los datos son
procesados con el programa FlowJo.

En el caso de las células de ratén se hace

un paso previo al de tincién, de bloqueo de re-
ceptores Fc (CD16/CD32).
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2.6. Experimentos funcionales

Estimulacion de células T y analisis de la
activacion de eventos tempranos media-
dos por el TCR

Estimulo 1: bolas de ldtex recubiertas de
anticuerpo anti-CD3 del complejo TCR

Este tipo de experimentos se ha realiza-
do con diferentes tipos celulares, en concreto,
con células T virgenes, células linfoblasticas y
células JK. En el caso de las dos ultimas, se
incuban durante 1 h a 37 °C en RPMI sin suero
suplementado con 20 mM Hepes. Finalmente,
en los tres casos, se diluyen las células en este
mismo medio a la concentracién deseada.

Las bolas de latex, recubiertas de 145-
2C11 u OKT3 para las células de ratén o para
la linea celular JK respectivamente, se lavan
con PBS centrifugidndolas a la maxima veloci-
dad durante 6 min. Luego se diluyen en medio
RPMI libre de suero 20 mM Hepes a la concen-
tracién adecuada.

Tras poner las bolas en contacto con las
células se hace un paso de sincronizacién con-
sistente en la centrifugacién durante 12 s a
800 rpm y la incubacién de las células a 0 °C
durante 5 min.

Posteriormente a esta sincronizacién, se
procede a la estimulacién de las células, paralo
que se incuban a 37 °C los tiempos deseados,
parando el estimulo centrifugando, quitando el
sobrenadante y lisando las células con Brij96 o
RIPA suplementado con los inhibidores de pro-
teasas (ImM PMSE, 1ug/ml Aprotinina, 1pg/
ml Leupeptina, 1 pM Benzamidina, 10mM Yo-
doacetamida) y fosfatasas (10mM NaF, 1mM
NaVO,). La lisis se realiza en rotacién a 4 °C

durante 20 min. Después se centrifuga duran-

te 15 min a 13000 rpm y finalmente se recupe-
ra el sobrenadante como lisado celular postnu-
clear total.

Las células que corresponderan al “tiem-
po cero”, habran estado en contacto con las bo-
las el tiempo maximo de entre los tiempos de
incubacién del experimento, pero no habran
recibido el estimulo de activacién sino que se
habrdn mantenido siempre a 0 °C.

Parte del lisado total se resuspende con
el tampoén de carga 3x y se calienta a 90 °C du-
rante 5 min. Las proteinas presentes en los li-
sados celulares se separan mediante electrofo-
resis en geles de poliacrilamida en presencia de
SDS (SDS-PAGE) y se transfieren a membranas
de nitrocelulosa de 0,2 pm. Las membranas se
bloquean con 5% de leche en TBS-Tween, y se
incuban con los anticuerpos primarios de inte-
rés durante 16 h a 4 °C. A continuacién y tras
varios lavados con TBS-Tween se sigue con una
incubacién con el anticuerpo secundario con-
jugado a la enzima peroxidasa del rabano (hor-
seradish peroxidase o HRP) durante 1 h.

Por dltimo, y tras lavar las membranas
con TBS-Tween, se detecta la proteina de inte-
rés usando el sistema ECL, siguiendo el proto-

colo de la casa comercial.

Estimulo 2: Células presentadoras

Las células T se obtienen de ratones
transgénicos AND (Va11.1 VB3). Estas células
(como se ha descrito previamente en Materia-
les y Métodos 1.2) reconocen el péptido MCC
presentado en el contexto de CPH-II I-EX. A lo
largo de este trabajo se han usado o bien célu-
las virgenes o células linfoblasticas previamen-

te activadas con MCC. En este tltimo caso, an-

tes de cualquier ensayo funcional, las células se




incuban durante 1 0 2 h a 37 °C en RPMI libre
de suero 20 mM Hepes, para bajar la posible
activacién basal que puedan tener.

Las CPA son las células DCEK, que se
dejan incubando con el péptido MCC a 10 uM
diluido en DMEM 10% FBS durante 16 h a 37
°C. Antes de utilizarlas se lavan con PBS para
eliminar el posible péptido no unido.

Antes de la estimulacién ambos tipos ce-
lulares se cuentan y se diluyen en RPMI libre
de suero con 20 mM Hepes a la concentracién
deseada, para que quede un cociente de 1 célu-
la presentadora por cada 10 células T.

Una vez ambos tipos celulares se ponen
en contacto, al igual que en el apartado ante-
rior, se da un pulso a 800 rpm durante 12 s,
para luego incubar las células 5 min y sincro-
nizar.

A continuacién se incuban las células a
37 °C los tiempos deseados y se lisan y tratan
los lisados celulares de la misma manera que
se describe en el caso de la estimulacién con
bolas de latex. En este caso, las células que co-
rresponderén al “tiempo cero” son células T en

contacto con CPA sin MCC.

Induccion de la expresion de CD69/CD25 y
produccion de IL2 en las células T

Las células utilizadas son células virge-
nes obtenidas de ganglios linfaticos de ratones
C57BL/6 (+/+, RRas2 -/- y RhoG -/-) si lo que
se usa para estimular son bolas de latex recu-
biertas con anticuerpo, o ratones AND (+/+,
RRas2 -/- y RhoG -/-) cuando el estimulo son
células DCEK cargadas con MCC.

En ambos casos las células T se obtie-

nen segun el protocolo descrito previamente,

y se diluyen en RPMI 10% FBS para obtener

2,5x10° células en 100 pl, cuando el estimulo
son bolas de latex, o en 200 pl cuando el esti-
mulo son células DCEK.

En el caso del estimulo con bolas, se usan
bolas con didmetros de 1, 3 y 6 pum, recubier-
tas de 145-2C11 que se diluyen en RPMI 10%,
para tener un cociente final de 1:10, 1:3 y 1:1
(célula:bola) respectivamente, en 100 pl. La
estimulacién se hace en placa P96 (8mm) en
fondo en U, para optimizar el contacto de las
células con las bolas de latex.

Cuando el estimulo utilizado son CPA
DCEK, éstas son plaqueadas el dia anterior en
una placa P96 (8mm) de fondo plano afiadien-
do el péptido MCC a la concentracién final de-
seada. Antes de utilizarlas se lavan con PBS.

Las células T se dejan estimuldndose du-
rante 24 h a 37 °C (en este grupo de experi-
mentos el tiempo 0 son células T en contacto
con DCEK pero sin MCC).

Tras ese tiempo, se centrifuga y se traba-
ja de forma diferente con el sobrenadante y el
pellet (células).

Por un lado se cuantifica la cantidad de
IL2 del sobrenadante mediante el sistema de
ELISA de Bender Medsystems, siguiendo el
protocolo establecido por la casa comercial.
Finalmente se detecta la cantidad de IL2 mi-
diendo la absorbancia a 450 nm. Se calcula la
concentracién presente en el sobrenadante to-
mando como referencia una curva patrén de
concentracién de IL2 conocida.

Por otro lado, se tifie el pellet segin lo
descrito en el apartado de tincién para cito-
metria de flujo, utilizando una combinacién
de anticuerpos contra CD3/CD4/CD8/CD69/
CD25 en el caso de la estimulacién con bolas

(analizando los niveles de los marcadores de
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estimulacién en las poblaciones CD3+ CD4+
o CD3+ CD8+), o la combinacién CD4/VB3/
CD69/CD25 en el caso de la estimulacién con
DCEK en el sistema AND (se analiza la pobla-
ciéon CD4+ Vb3+).

Indice proliferativo en las células T

En este grupo de experimentos se ex-
traen células virgenes de los bazos de dos tipos
de ratones:

e Ratones C57BL/6 (+/+, RRas2 -/-, RhoG -/-)
para estimular las células con bolas de latex.

e AND (+/+, RRas2 -/-, RhoG -/-) para estimu-
lar con DCEK previamente cargadas con MCC
a diferentes concentraciones durante 16 h a 37
°C.

Los experimentos se preparan segin lo
descrito en el apartado anterior (andlisis de la
expresion de CD69 o CD25), con la particulari-
dad de que las células T son marcadas previa-
mente con CESE. El tampén que se usa para
el marcaje es PBS BSA 0,1%. Inicialmente se
lavan las células dos veces con este tampén, y
tras el segundo lavado se dejan a una concen-
tracién de 20x10° células/ml y se afiaden 5 M
de CESE, al tiempo que se mueve la suspensién
celular con un vortex.

Las células se incuban protegidas de la
luz durante 5 min a 37 °C. Durante este tiempo
el CFSE se introduce en las células y es procesa-
do por la esterasas intracelulares para producir
un compuesto fluorescente que se une covalen-
temente a las proteinas intracelulares.

La reaccién se detiene afiadiendo RPMI
al 20 % FBS, y se lava varias veces con RPMI
completo antes de contar de nuevo las células
y diluirlas a la concentracién deseada para po-

nerlas en contacto con el diferente tipo de esti-

mulo (bolas de latex o células DCEK).

Las células se dejan durante 72 h a 37 °C
y tras este periodo de tiempo se recuperan y
se procede con una tincién de citometria. En el
caso de los ratones C57BL/6 se usa CD4/CD8,
analizando los niveles de CESE en las poblacio-
nes CD4+ o CD8+. En el grupo de los ratones
AND, la tincién es mas simple dado que solo se
tifie para CD4 y es en esta poblacién donde se

comprueban los niveles del marcaje de CESE.

Cdlculo del nimero de divisiones e indice
proliferativo

En este tipo de experimentos, obtene-
mos la informacién del numero de divisiones
en forma de picos de diferentes intensidades
de CESE. Para procesar los datos analizamos
el namero de divisiones e indice proliferativo.
Siendo el indice proliferativo el niumero de di-
visiones dividido por el porcentaje de células
sin dividir.

El tiempo O en este tipo de experimentos

son células T en contacto con DCEK sin MCC.

" 10000
CFSE

T T
10 100 1000
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2.7. Ensayo de downmodulaciéon del TCR

en células T

Las células T se obtienen directamente
de los ganglios linfaticos de ratones AND (+/+,
RRas2 -/-, RhoG -/-) o de ratones C57BL/6
(+/+, RRas -/-, RhoG -/-) y se diluyen a una
concentracién de 2,5x10° células en 200 ul de
RPMI 10% FBS.

A continuacién se plaquean afiadiendo
200 pl a cada pocillo de P96 (8 mm) de fondo
plano donde previamente, 16 horas antes, se
han puesto DCEK incubandose con MCC a dife-
rentes concentraciones o anticuerpo 145-2C11
pegado a placa (para células AND o C57BL/6
respectivamente). En el caso de utilizar como
estimulo anticuerpo soluble, se afade a la
suspensién celular directamente (para células
C57BL/6).

Las células se incuban a 37 °C durante los
tiempos que se requiera y finalmente se recu-
peran las células y se tifien para pasar por el
citémetro detectando los niveles de TCR pre-
sentes en la membrana tras la estimulacién.

Para saber el porcentaje de downmodula-
cién o modulacién negativa del TCR, se tienen
en cuenta los niveles totales de TCR en el tiem-
po 0 (células T en contacto con células DCEK
sin MCC a 37 °C, o células T que no han estado
en contacto con el anticuerpo estimulatorio), y
estos niveles son considerados como el 100%

de TCR en membrana.

2.8. Ensayo de Pull-down

Pull down con GST-ELMO en células JK es-
timuladas con bolas de latex
Células JK se incuban durante 1-2 h a 37

°C en RPMI libre de suero, para intentar dismi-
nuir la activacién basal de este tipo de linea ce-
lular. Después se cuentan las células y se dilu-
yen a 35x10° células/ml de RPMI libre de suero
20 mM Hepes.

Se utilizan bolas de latex de 1 um recu-
biertas con OKT3, previamente lavadas, que se
afaden a las células JK para tener una propor-
cién final de célula:bola de 1:40. A cada punto
se le da un pulso de 12 s a 800 rpm para sin-
cronizar las células con las bolas de latex, y se
incuba durante 5 min a 0 °C, luego se incuban
a 37 °C el tiempo de estimulacién deseado (5
min).

Trascurrido el tiempo, la estimulacién se
paraliza centrifugando a 13000 rpm y quitan-
do el sobrenadante para afiadir el tampén de
lisis que contiene 20 mM Tris-HCl (pH 7,5),
150 mM NaCl, 5 mM MgCl,, ImM DTT, 0,5%
TritonX-100, y la mezcla correspondiente de
inhibidores de proteasas (1 mM PMSE, 1 ng/ml
Aprotinina, 1 pg/ml Leupeptina, 1 uM Ben-
zamidina, 10mM Yodoacetamida) y fosfatasas
(10 mM NaF, 1 mM NaVO,).

La lisis se realiza a 4 °C en rotacién du-
rante 10 min. Luego se centrifuga el lisado a
13000 rpm durante 15 min a 4° C. Posterior-
mente se recupera el sobrenadante que co-
rresponde al lisado celular total (postnuclear).
De esta suspension se toma una alicuota para
comprobar la cantidad total de proteina inicial,
afnadiéndole 3x del tamp6n de carga no reduc-
tor.

Al resto del sobrenadante se le afhade BSA
a2 mg/mly proteina GST (10 pg/ml) unidaala
matriz de glutatién-sefarosa. Se incuba en ro-

tacion durante 30 min a 4 °C.

A continuacién la matriz se sedimenta y
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el sobrenadante se recupera. A éste dltimo se le
afnade la proteina GST-ELMO (10 pg/ml) unida
también a la matriz de glutatién-sefarosa y se
incuba de nuevo en rotacién a 4 °C durante 20
min.

Trascurrido el tiempo se centrifuga y se
recupera la matriz, que junto con los puntos
del paso previo de incubacién con GST se lavan
de 3 a 5 veces con el tamp6n de lisis. Por dltimo
la matriz de glutatién-sefarosa se resuspende
con 8 pl del tampén de carga 3x.

Tanto los puntos del pull-down como los
del lisado total se calientan durante 5 min a 90
°C. Posteriormente se centrifugan para tener
todo el volumen en el fondo del tubo y se carga
en geles de poliacrilamida del 12% separando
asi las proteinas por SDS-PAGE. Tras la trans-
ferencia de las proteinas a las membranas de
nitrocelulosa se inmunodetecta con el anti-
cuerpo especifico la presencia de RhoG.

De este modo se obtiene la informacién
de qué cantidad de RhoG est4 unida/activa a
ELMO (en el caso de los puntos donde se ha
usado GST-ELMO) vy si la unién es inespecifi-
ca a GST (en los puntos donde se incuba con
GST).

Tanto el bloqueo como la incubacién de
los anticuerpos se realizan en TBS-Tween.

El punto O de este experimento corres-
ponde a células en contacto con bolas de litex

pero a 0 °C continuamente.

Pull-down de GST-ELMO en células virge-
nes CD4+ estimuladas con DCEK

El protocolo es similar al descrito para
trabajar con células JK, salvo porque las célu-
las diana son células obtenidas de los ganglios

linfaticos y bazo de ratones AND (+/+, RRas2

-/-, RhoG -/-), y estimuladas con células DCEK
cargadas con 10 uM de MCC durante 16h.

Las células T (50x10° por punto de esti-
mulacién) se ponen en contacto con las DCEK
(cociente 1 célula DCEK por cada 10 células T)
previamente para sincronizarlas (5 min a 0 °C
después de centrifugar 12 s a 800 rpm). La es-
timulacién se realiza a 37 °C'y se para centrifu-
gando a 13000 rpm y quitando el sobrenadan-
te para anadir rdpidamente tampén de lisis.

El tampén de lisis y los pasos realizados
a partir de este punto son exactamente iguales
que los realizados para las células JK descritos

en el apartado anterior.

Pull down consecutivo de GST-ELMO vy
GST-Raf1-RBD en linfoblastos CD4+ en
presencia de LY294002

En este grupo de experimentos las célu-
las a estimular son blastos AND CD4+, que se
mantienen 1 h en RPMI libre de suero 20 mM
Hepes a 37 °C, antes de proceder a su estimu-
lacién.

Luego se diluyen a 1x108 células en 250
pl de RPMI libre de suero 20 mM Hepes. Se les
anade, si es necesario, 250 pl a cada punto con
2x de la concentracién del inhibidor de PI3K
LY294002 (concentraciones finales utilizadas
5 puM, 10 uM y 50 uM). Las células se incuban
con el inhibidor 30 min a 37 °C (las células que
estan sin inhibidor también se dejan 30 min a
37 °C). Elinhibidor se mantiene durante todo
el proceso de estimulacién.

Trascurrido los 30 min, se afiade el esti-
mulo, que en este caso son bolas de litex de 1
um recubiertas con 145-2C11 a un cociente de

1 célula: 20 bolas. Se realiza un paso previo de

sincronizacién y luego se incuban 5 min a 37




°C, seguido de una centrifugacién y lisis celular
como en los casos anteriores.

Una vez se tiene listo el lisado total se
procede con el primer pull-down con GST (10
pg/ml) como en los apartados anteriores y lue-
go con GST-ELMO (10 pg/ml). Trascurrido el
tiempo y recuperada la matriz de GST-ELMO
glutation-sefarosa, se vuelve a poner el sobre-
nadante restante 20 min con GST-Rafl-RBD
(10 pg/ml) unido también a la matriz gluta-
tién-sefarosa.

Cumplido el tiempo, la matriz se sedi-
menta y se lava con el tampén de lisis y se pro-
cesa igual que los puntos de GST o GST-ELMO,
separando las proteinas por SDS-PAGE como
ya se ha descrito con anterioridad.

Asi, tras la deteccién con los anticuerpos
especificos, anti RhoG para el pull-down con
GST-ELMO vy anti TC21 para el realizado con
GST-Raf1-RBD, podemos saber el estado de ac-
tivacién de ambas proteinas en el mismo expe-
rimento.

En este caso el punto 0 son células con la

misma cantidad de bolas pero siempre a 0 °C.
2.9. Microscopia Electrénica

Internalizacion de bolas de liatex en célu-
las JK

Se ponen en contacto 20x10° células JK
con bolas de latex de 1 um recubiertas con
OKT3 durante diferentes tiempos (5, 15, 30
y 60 min) teniendo un cociente final de 1:50
célula:bola.

Tras la estimulacién correspondiente, el
pellet de células con las bolas se fija con para-
formaldehido al 4% en 0,1 M de tampén fosfato
(pH 7,4) durante 1,5 h a temperatura ambiente

y luego durante 16 h con paraformaldehido al
8% a 4 °C.

Una vez las células estan fijadas se lavan
y se embeben en 10% de gelatina en PBS. A
continuacién cubos de gelatina de aproxima-

damente 0,5-1 mm?

se crioprotegen con 15%
de glicerol durante 15 min, y luego con otros
15 min adicionales con 30% de glicerol antes
de ser sumergidos en propano liquido e inme-
diatamente transferidos a un sistema de con-
gelacién por sustituciéon (Freeze-Subtitutio
System, AFS, Leica).

La sustitucién es realizada a -85 °C en
metanol conteniendo 0,5% de acetato de ura-
nilo durante 54 h. Después de alcanzar la tem-
peratura de -45 °C (la velocidad es de 5 °C/h)
se lavan las muestras con metanol puro y pos-
teriormente son infiltradas con la resina Lowi-
cryl HM20 y polimerizadas con luz UV a -45 °C
durante 2 dias.

Se cortan secciones ultrafinas de esta
resina polimerizada (Reichert-Jung E ultrami-
crotome). Las muestras se analizaron a 80 Hv

con el microscopio electrénico JEM 1010.

Sinapsis inmunolégica

Para visualizar la parte interna de la
membrana, correspondiente a la formacién de
la ST (en contacto con una superficie recubierta
con puntos de anti-CD3 rodeados de ICAM-1),
se preparan las muestras acorde con lo descrito
en (Doh and Irvine, 2006.).

2.10. Union de a nticuerpo a bolas de latex
(1,3 y6 um)

Las bolas de latex, independientemente

de su tamarfio y del tipo de fluorescencia que
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presenten, son bolas hechas de poliestireno
cuya superficie presenta grupos sulfato a los
que se les ha anadido polimeros conteniendo
grupos carboxilicos. El resultado son microes-
feras con una superficie altamente cargada y
relativamente hidrofilica.

Debido a sus caracteristicas, se les pue-
den unir covalentemente proteinas, acidos
nucleicos y otras biomoléculas. Para la unién
covalente se requiere un proceso mediado por
carbodiamida, donde dicho agente activa los
grupos carboxilicos de la superficie de la bola
de latex.

Para llevar a cabo la unién covalente en
todos los tipos de bolas utilizados a lo largo de
este trabajo, se ha usado un kit comercial de
Polysciences, Inc (Carbodiimide Kit for Car-
boxylated Microparticles), siguiendo especifi-
camente las instrucciones de la casa comercial,
y afnadiendo 300 pg/ml de anticuerpo para
unir.

La eficiencia de unién se determinaba en
cada caso midiendo la cantidad de proteina re-

sidual presente en el sobrenadante descartado

de las bolas.

2.11. Ensayos cuantitativos de fagocitosis

(citometria de flujo)

El objetivo de estos ensayos es cuantifi-

car la entrada de bolas de latex recubiertas por

Tabla 8. Lista de bolas de latex.

anticuerpo ya visualizada por microscopia 6p-

tica y confocal y por microscopia electrénica.

Ensayos con bolas no marcadas fluores-
centemente

Las células que se van a utilizar (tanto
células JK como células primarias de ratén) se
incuban 1 h a 37 °C en RPMI 10% FBS 20 mM
Hepes y 0,2% BSA. Se resuspenden en RPMI
10% FBS 20 mM Hepes 0,2% BSA para tener
2,5x10° células en 50 pl. Se reparten los pun-
tos necesarios en pocillos de P96 (8 mm) en
fondo en V, para optimizar asi el contacto con
las bolas de latex.

Las bolas recubiertas con el anticuerpo
de interés se lavan con PBS y se incuban du-
rante 30 min en PBS con BSA 1% a temperatu-
ra ambiente. Se diluyen también en el mismo
medio que las células, poniendo el nimero ne-
cesario de bolas en 50 pl (volumen que se afia-
de por pocillo) para tener un cociente final de
1:50 (célula:bola).

Las bolas se van anadiendo a los pocillos
y siempre se da un pulso de 2 min a 1250 rpm
inmediatamente después de afiadirlas. Luego
se incuban el tiempo que requiera el experi-
mento a 37 °C.

La estimulacién se para poniendo la pla-
caa 0°C. Se centrifuga 2 min a 1250 rpm y se
lava 2 veces con PBS BSA 1%.

A continuacién se hace un lavado acido

Polybead Carboxylate Microspheres Polyscience, Inc. 1pum --
FluoroSpheres® Carboxylate-modified Molecular Probes 1pum 625/645
microspheres, crimson fluorescent

Fluoresbrite® Carboxylate Microspheres. Polyscience, Inc. 3 um 529/546
Fluoresbrite® Carboxylate Microspheres. Polyscience, Inc. 6 um 529/546




(150 mM glicina pH 2,7, 50 mM NaCl) duran-
te 2 min a 0° C y se centrifuga 2 min a 1250
rpm. Posteriormente se lava dos veces con PBS
BSA 1%. (con el lavado acido hemos eliminado
el anticuerpo pegado a las bolas que estaban
fuera de las células y por lo tanto expuestas al
pH acido).

Se procede con un paso de fijacién con
paraformaldehido 2% durante 10 min y poste-
riormente un lavado con PBS BSA 1% y a con-
tinuacion se permeabilizan las células con PBS
BSA 1% Saponina 0,1% durante 10 min a 0 °C.

Por ultimo, se realiza la tincién con an-
ticuerpo marcado contra el tipo de inmunog-
lobulina (Ig) que sea el anticuerpo pegado a la
bola utilizada (si es necesario se tifie para otros
marcadores de superficie de membrana, como
por ejemplo CD4 o CD8).

Las células se pasan por el citémetro y se
cuantifica la sefial que tenemos de fluorescen-
cia, indicAndonos la cantidad de bolas interna-

lizadas.

Ensayos con bolas de latex marcadas fluo-
rescentemente (1 um, 3 um y 6 um)

En este caso, el protocolo es exactamente
igual que el anterior en lo que se refiere al pro-
cedimiento inicial, poniendo normalmente co-
cientes de 1:50, 1:3y 1:1 de célula:bolade 1, 3y
6 um respectivamente en el caso de las células
JK, en el caso de las células virgenes de ratdn,
los experimentos se han hecho tinicamente con
bolas de 1 mm a un cociente de 1:20.

En este caso, tras trascurrir el tiempo ne-
cesario para permitir la entrada de las bolas de
latex, las células se lavan y se procede directa-

mente ala tincién con el anticuerpo secundario

marcado contra el tipo de Ig usado para unir a

la bola (ej: bolas OKT3 secundario anti ratén,
bolas 145-2C11 secundario anti hdmster).

Al usar bolas de latex marcadas previa-
mente, no es necesario el proceso de lavado
acido, ya que la informacién de dentro/fuera se
obtiene ahora si la célula presenta solo tincién
simple de la bola (lo que significa que esta to-
talmente interna y que no estd accesible al an-
ticuerpo secundario) o si tiene la doble tincién
bola/anticuerpo secundario, lo que significa
que o bien las células tienen solo bolas en la
membrana (totalmente accesibles al anticuer-
po) o dentro y fuera.

Para probar que realmente lo que detec-
tamos con esta técnica es la entrada de bolas
con el tiempo, se realiz6 también una variante
de este grupo de experimentos, con el méto-
do de “pulso y caza”, donde todo el protocolo
es exactamente igual, pero inicialmente, todas
las células se incuban 1 h a 0 °C con las bolas
de latex en el cociente determinado y poste-
riormente se lavan para eliminar las bolas no
unidas.

Con esta sincronizacién previa lo que se
pretende es que se una la mayor cantidad de
bolas a la membrana celular y que no haya lue-
go bolas libres que puedan comenzar el proceso
desde un punto inicial de unién. Asi una célula
que a tiempos cortos debe ser principalmente
doble positiva para la tincién, con el tiempo
(las bolas se van internalizando) se debe con-
vertir en simple positiva para la fluorescencia
de las bolas.

Posteriormente las células se incuban a
37 °C diferentes tiempos para permitir la in-
ternalizacién y finalmente se tifie como se ha
indicado anteriormente.

En el caso de que se requiera un pretra-
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tamiento con algun inhibidor, las células se in-
cuban con éste durante 30 min antes de poner
en contacto con las bolas y luego se mantiene

durante el experimento.
2.12. Ensayos de Trogocitosis

Este tipo de ensayos son conocidos por
el acronimo TRAP (“T cell recognition of APCs
by proteina capture”). Su objetivo es la cuan-
tificacién del material procedente de la célula
presentadora internalizado por parte de la cé-
lula T.

Una limitacién importante es que inclu-
so en ausencia de antigeno, los linfocitos pue-
den adquirir componentes de la membrana de
la célula presentadora, aunque esta incorpora-
cién es muy inferior a la que tiene lugar cuando
hay un antigeno especifico. Por ello es siempre
necesario incluir como control negativo células
T en contacto con CPA sin antigeno, que sera
considerado como “tiempo 0” o como nivel ba-
sal de trogocitosis.

El proceso se puede seguir de diferentes
maneras en funcién del componente analiza-
do: incorporacién de lipidos de la membrana
de la célula presentadora o incorporacién de
proteinas del complejo CPH fusionadas a GFP.
Para este ultimo caso, la herramienta utiliza-
da es la proteina I-EX-GFP del complejo CPH-II
(para trabajar con el sistema de células CD4+
AND).

Preparacion de las células presentadoras
Marcaje de las CPA con PKH26:
Las CPA son DCEK cargadas durante 16
h con la concentracién/es de MCC correspon-

dientes. Se levantan usando EDTA y se lavan

varias veces con medio sin suero (las cantida-
des dela tincién estan establecidas teniendo en
cuenta 20x10° células por punto de tincién).

Finalmente se centrifuga y el pellet de las
células se deja practicamente sin liquido resi-
dual del medio y se resuspende en 0,5 ml de
Diluyente C en un tubo falcon de 50 ml (nunca
usando el vortex, sino resuspendiendo y consi-
guiendo una suspensién celular con la pipeta).

Se prepara 0,5 ml de Diluyente C con 8
puM de PKH26 y se afiade a la suspension ce-
lular a la vez que el tubo esta agitdndose en el
vortex, para permitir la tincién homogénea en
todas las células.

Se incuba a temperatura ambiente du-
rante 2-5 min (se invierte el tubo periddica-
mente). La tincién se para afiadiendo el mismo
volumen de suero (1 ml), e incubando 1 min a
temperatura ambiente. A continuacién se dilu-
ye la solucién de parada con el mismo volumen
de medio completo y se centrifugan las células.
El pellet se transfiere a otro tubo nuevo des-
pués de filtrarlo para quitar posibles precipita-
dos de PKH26.

Se lava varias veces con medio comple-
to y finalmente se diluyen las células en medio
RPMI 10% FBS para dejarlas a la concentracién

requerida para el experimento.

Transfeccién de las células DCEK con I-
EFGFP

Las células DCEK se transfectan con el
sistema de lipofectamida descrito ya con ante-
rioridad (Materiales y Métodos 2.2), y tenien-
do en cuenta siempre el tiempo requerido para
la correcta expresion de la proteina fusionada

a GFP, el protocolo es:

e Dia 1: Plaqueamos las células en placas




P6 (35 mm)

e Dia 2: Transfectamos las células con I-
EXGFP.

¢ Dia 3: Incubamos las células con MCC.

¢ Dia 4: Se levantan las células con EDTA
para usarlas en el experimento de trogocitosis
diluyéndolas en RPMI10% FBS ala concentra-

cién deseada.

Cocultivo de ambos tipos celulares (Célula
presentadora-célula T efectora)

En ambos casos (marcaje con PKH26 o
transfecciéon de I-EXGFP) las células se repar-
ten en pocillo de P96 (8 mm) de fondo en V
para mejorar el contacto con las células T efec-
toras.

Las células T que se van a usar como efec-
toras, son células virgenes obtenidas de gan-
glios linfaticos de ratones AND (+/+, RRas2 -/-,
RhoG -/-). Las células se diluyen en RPMI 10%
FBS a la concentracién deseada.

Células T y CPA se ponen en contacto (se
centrifugan durante 30 s a 800 rpm) y se incu-
ban a 37 °C durante el tiempo requerido por el
experimento.

Transcurrido el tiempo se centrifugan
y se lavan usando PBS 2 mM EDTA para dis-
gregar los dobletes formados por ambos tipos
celulares. A continuacién se procede con lava-
dos normales con PBS BSA 1% y con el proceso
normal de tincién para citometria (Materiales
y Métodos 2.5), siempre teniendo en cuenta
qué canal del citémetro se encuentra ocupa-
do segun la sefial que se va a seguir para ver el
proceso trogocitico (FL1 para GFP o FL2 para
PKH26).

Se marca con los anticuerpos CD4/V[33/

CD69, analizando luego en la poblacién CD4+

los niveles de PKH26 o GFP segun el caso y los
niveles de VB3 para seguir también el proceso
de modulacién negativa que sufre el TCR.

Ademas de la incorporacién directa des-
de la célula presentadora, se puede analizar y
cuantificar la posible reexpresién de las molé-
culas de CPH-II adquiridas por la célula T en su
membrana, gracias a que las células T transgé-
nicas AND utilizadas son negativas para I-EX.

Para ello, tras realizar todo el protocolo
anterior, se afiade en la mezcla de anticuerpos
uno contra I-EX, lo que permite ver esta protei-
na expresada en la membrana de las células T
(ya que en ningiin momento hemos permeabi-
lizado). El andlisis se haria en la poblacién
CD4+.

2.13. Ensayo de presentacion por parte de

las células T

Se obtienen células dendriticas que ex-
presan I-EX a partir de médula ésea de rato-
nes B10.BR (Materiales y Métodos 2.1) y se
plaquean en pocillos de 35 mm de placas P6,
incubdndolas durante 16 h con las diferentes
concentraciones de MCC.

Se obtienen células virgenes de ganglios
linfaticos de ratones AND (+/+, RRas -/-, RhoG
-/-), que son negativas para I-EX. Estas células
se ponen en contacto con las células dendri-
ticas en los pocillos de P6, afiadiendo aproxi-
madamente 10x10° células T por pocillo. Se da
un pulso a 800 rpm durante 12 s y se incuban
las células durante 2 h a 37 °C. Transcurrido el
tiempo, las células T se recogen usando EDTA
al 0,02% para separar los posibles conjugados
entre células T y CPA.

A continuacién se procede a purificar las
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células T eliminando las células contaminantes
con una mezcla de anticuerpos biotinilados
(CD11b, CD11c, B220 y CD8) y con bolas mag-
néticas (Dynabeads) recubiertas con estrep-
tavidina (el procedimiento es el mismo que el
explicado en Materiales y Métodos 2.1).

La pureza y con ello el porcentaje de con-
taminacion es analizado pasando alicuotas de
cada punto del proceso de purificacién por el
citémetro, tifiendo con los siguientes anticuer-
pos: estreptavidina, CD4 y V3.

Una vez se tienen las células T que han
sido expuestas a las CPA, se cuentan y se di-
luyen a diferentes concentraciones en placas
P96 (8 mm) de fondo en U.

Por otro lado se obtienen células T de
los ganglios linfaticos de un ratén AND (+/+).
Las células se marcan con CESE (Materiales y
Métodos 2.6) y se diluyen para tener 1,4x10°
por pocillo de P96. Son estas células las que se
usan como respondedoras ante las células T ex-
puestas a las células dendriticas previamente
purificadas. Se mide su indice de proliferacién
96 h después.

Para el analisis de la capacidad presenta-
dora de las células T, hay que tener en cuen-
ta la posible estimulacién causada por células
dendriticas contaminantes. Para ello, parale-
lamente a esta estimulacién, se ponen células
dendriticas cargadas con péptido a diferentes
diluciones de células en contacto directo con
las células CFSE positivas respondedoras (se
hace una curva de nimero de células dendri-
ticas presentadoras de 1,4x10° hasta 50 por
pocillo).

Conociendo la contaminacién de dendri-
ticas en cada punto del experimento, se puede

saber, teniendo en cuenta la estimulacién ob-

tenida con la curva patrén de las células den-
driticas, qué nivel de estimulacién es debido a
las células dendriticas residuales.

Como controles en este experimento se
tiene células T expuestas a células dendriticas
sin MCC que se utilizan para estimular a las cé-
lulas T marcadas con CESE, y puntos donde las
células CFSE+ se ponen sin CPA.

Una variacién de este experimento, es la
realizacién de una dilucién limite para intentar
tener 1 célula presentadora (célula dendritica
o célula T expuesta a una célula dendritica du-
rante 2 h) por pocillo y ver su capacidad pre-
sentadora en relacién a la activacién que causa
sobre células T respondedoras.

En este caso ambos tipos de CPA (células
dendriticas y células T que han estado expues-
tas durante 2 h a las CPA) se plaquean en poci-
llos de 8 mm en U para tener 0,3, 1, y 3 células
por pocillo teéricamente.

Cada condicién de namero se pone en 24
pocillos (réplicas).

Como células respondedoras se ponen
células T AND marcadas con CESE (1,4x10°
por pocillo). Alos 7 dias se analiza por citome-
tria de flujo, en la poblacién CD4+, los niveles
de CFSE, la expresién en membrana de CD25y
la adquisicién de forma bléstica.

Lo primero que se hace es contar en
cuantos pocillos hay respuesta por las células T
respondedoras. En aquellos pocillos donde no
hay respuesta consideramos que no habia célu-
la presentadora.

Para saber si realmente estamos proxi-
mos a una condicién en la que sélo tengamos
una CPA por pocillo, consideramos el namero
de pocillos sin respuesta y aplicamos la distri-

bucién de Poisson. Donde P es la probabilidad




de que un numero x de CPA sea encontrado en
un pocillo cuando una media de células m se ha
puesto en el pocillo.

Si consideramos que se ha puesto 1 CPA
de media por cada pocillo (m=1), la probabili-

dad de encontrar 0 células (x=0) es:

pux)= p*/x!. et

Segun esto el 37% de los pocillos debe
mostrar ausencia de respuesta para indicar que
tenemos 1 célula por pocillo.

En el experimento la distribucién de po-
cillos sin respuesta fue de 79,2% y 58,4% para
células dendriticas y 87,5% y 58,4% para célu-
las T como CPA, plaqueadas teéricamente con
una media de 0,3 y 1 célula por pocillo.

Consideramos que en estas condicio-

nes la mayoria de los pocillos con células (que

muestran respuesta) contienen solo una célula
presentadora.

Asi, en los pocillos con respuesta, se cal-
cul6 por citometria de flujo usando bolas de
contaje (Invitrogen) el numero de células res-
pondedoras a partir del porcentaje de células
vivas, con forma blastica y que fuesen positi-

vas para CD25.

2.14. Andlisis estadisticos

Para el andlisis estadistico de los resulta-
dos, se utilizé el test no paramétrico de Mann-
Whitney bilateral para calcular los intervalos
de confianza, usando el software Graph Pa-
thPrism. Cada valor representa la media y la
desviacién estindar de al menos tres conjun-
tos de datos. *P < 0.05, y **P < 0.005 (test de
Mann-Whitney bilateral).
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1. E1 TCR es internalizado desde la sinapsis por un proceso
dependiente de TC21 y RhoG.

TC21 es una pequefia GTPasa codificada
por el gen RRas2. Hasta el momento son po-
cos los trabajos que analizan la funcién de esta
proteina en el contexto de las células T. De he-
cho, el trabajo realizado por Delgado, P. y cola-
boradores (Delgado et al., 2009) ha constitui-
do el inicio del estudio de esta molécula bajo el
control del receptor de las células T (TCR).

En dicho trabajo se describié de forma

detallada la unién de TC21 al TCR de manera
constitutiva, es decir independiente del estado
de activacién del linfocito T (Fig. R1 A). La pro-
teina presenta capacidad de unién a todas las
subunidades sefializadoras del TCR. Mediante
estudios de precipitacién en células COS trans-
fectadas con diferentes construcciones, se de-
terminé que la forma dominante negativa es la

que se une con mayor intensidad a la cadena

A B

C

Estimulo: TC21-GFP: wt onco dn - GST-TC21
- CD3 PV CHis:  + o+ GST wt onco dn
e —— T | o[
‘ CARGA [Mum][ o= === qu |
WB. TC21 WB: GFP Pd: ¢-His '
GST wt onco dn
— —— e
o Y| racae
| | WB: GEP Ao CARGA -_
WB: (¢ WB: GST
LISADO

Fig. R1

TC21 se une al TCR preferentemente en su forma inactiva a

través del ITAM no fosforilado

A TC21 se une constitutivamente al TCR. Células 2B4 que expresan establemente CD3( fusionado a histidina, se usaron
para precipitar el TCR mediante el sistema NI-NTA (purificacién basada en la unién a colas de histidina). Las células fueron
estimuladas con anticuerpo anti-CD3 (145-2C11) o con pervanadato (PV), y se inmunodetectaron los niveles de TC21

unidos usando un anticuerpo anti-TC21.

B La forma dominante negativa (dn) de TC21 se une mejor a CD3(. Lisados de células COS doblemente transfectadas
con C-HIS y con las diferentes formas de TC21-GFP (silvestre, wt, dominante negativa, dn, y constitutivamente activa, onco)
fueron sometidos a una precipitacién de CD3{ usando el sistema NI-NTA. Se detectaron los niveles de TC21-GFP unido por

western-blot, usando un anticuerpo anti-GFP.

C La forma dominante negativa de TC21 se une preferentemente a la forma no fosforilada del ITAM A de CD3(.
Incubacién de péptidos sintéticos correspondientes al ITAM A de CD3( en estado fosforilado o no fosforilado, con las
diferentes formas de GST-TC21 (wt o mutantes). Se muestra el resultado de la precipitacién con bolas recubiertas de

estreptavidina. (Delgado et al., 2009)
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CD3C del TCR (Fig. R1 B), y no solo eso, sino
que haciendo estudios con péptidos sintéticos
que correspondian a la secuencia ITAM A de
CD3C, se comprobé que la unién del dominan-
te negativo es mayor cuando el ITAM esta en
la forma no fosforilada (Fig. R1 C). También se
demostré que TC21 interacciona constitutiva-
mente con el BCR.

Finalmente se propuso, que TC21 es el

nexo de unién entre los dos tipos de receptores
(TCRy BCR) yla proteina PI3K, la cual tiene un
papel esencial en supervivencia.

Teniendo en cuenta la reorganizacién
que el TCR sufre tras el contacto de la célula
T con la CPA, surgié la necesidad de estudiar
qué ocurre con TC21 y el TCR en el momento
de la formacién de la SI. Para ello se estimula-

ron células T primarias transgénicas OT1 con

A TC21

TIEMPO
0 min

30 min

B 100 -

Il TC21 1
B CD3
4 C1AMBOS

50 -

LOCALIZACION EN LA SI (%)

Iy

15 30 60

TIEMPO (min)

CD3¢ MEZCLA

TC21y el TCR se relocali-
zan en la sinapsis inmu-
nolégica con cinéticas
similares

Fig. R2

Células T de bazo de ratén OTI, se estimularon
con células de bazo C57B2/6 cargadas con OVAp
y se prepararon conjugados para inmunofluores-
cencia. Se tifi6 con los anticuepos anti TC21 y
anti CD3 (500A2). El tiempo de estimulacién fue
30 min.

B Cuantificacién de la acumulacién de ambas

proteinas en la SI con el tiempo, en 50 conjugados
por punto.



células presentadoras cargadas con el OVAp.
Las células se prepararon para detectar por in-
munofluorescencia la localizaciéon del TCR y de
TC21 endégenos (Fig. R2 A). Se pudo observar
que ambas proteinas se acumularon en la SI,
colocalizando. Se cuantificaron varias docenas
de conjugados incubados diferentes tiempos y
se pudo determinar que las cinéticas de relo-
calizacién de ambas proteinas eran similares
y dependientes del estimulo a través del TCR
(Fig. R2 B).

Para seguir la dindmica de TC21 respec-
to al TCR en el momento de la formacién de
la SI, se transfectaron células JK con TC21 y
CD3(, fusionadas ambas moléculas a protei-
nas de fusién diferentes (CFP y YFP respecti-
vamente). Estas células se usaron para hacer
video-microscopia (microscopia en células vi-
vas) estimuldndolas con células presentadoras
Raji cargadas durante 20 min con SEE (Sta-
phylococcal enterotoxina E). Como muestra la
Fig. R3 (Video 1), a los 2 min de interaccionar,
ambas proteinas estaban concentradas y colo-
calizando en la sinapsis inmunolégica (célula T
y célula CPA “a”), aprecidndose la distribucién
mas interna de ambas proteinas, con respecto
a la SI, en los minutos posteriores (3 y 6). En
el minuto 7 la internalizacién ya fue completa,
pudiendo encontrar vesiculas doble positivas.
Sin embargo, en este punto podemos apreciar
que se form6 una nueva sinapsis (célula CPA
“b”), hacia la que se dirigieron las vesiculas que
contenian ambas proteinas (vesiculas doble
positivas para CD3{ y TC21) o, al menos una
de ellas (CD3{ o TC21).

MEZCLA

TIEMPO

-

TC21 se co-internaliza junto con el
TCR desdela SI

Células JK transfectadas con las proteinas de fusién TC21-CFP

(representada en rojo) y CD3C-YFP (verde) son estimuladas

con células Raji cargadas con SEE. Se capté la sefial para cada

fluorocromo de manera secuencial durante 20 min. En la figura

estdn mostrados solo algunos de los tiempos seleccionados

(Video 1). Las dos células CPA que interaccionan con la célula T
estan indicadas como a y b por orden de contacto.
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Alos 20 min de haberse iniciado el proce-
so, el TCR estaba reexpresado en la membrana,
en el punto de contacto de la nueva célula pre-
sentadora, mientras que TC21 permaneci6 en
vesiculas internas.

Estos resultados muestran que TC21 y
TCR siguen una misma ruta de internaliza-
ci6n desde la SI, llegando incluso a intuirse que
TC21 podria estar implicado en la relocaliza-
cién del TCR en otro punto de la membrana,
para formar una nueva SI.

Basandonos en esta ultima conclusién,
se quiso demostrar que TC21 podria realmen-
te tener una funcién en la internalizacién del
TCR desde la SI. Para ello se realiz6 de nuevo
este tipo de experimentos, pero haciendo uso
de dos formas mutantes de TC21:

+ TC21 S28N: Una forma dominante ne-
gativa de TC21, que al presentar una afinidad
mayor por GDP constituye una forma inactiva
incapaz de interaccionar con sus efectores. Se
comporta, ademds, como un dominante nega-
tivo, ya que bloquea la activacién de las GTPa-
sas enddgenas al competir con ellas por los
GEF, a los que secuestra formando complejos
inactivos.

« G23V: Una forma constitutivamente
activa, cuya mutacién bloquea la capacidad
de hidrolizar el GTP unido, tanto la intrinseca
como la inducida por GAP.

En ambos casos, las proteinas estan fu-
sionadas a fluorocromos, que permiten el se-
guimiento de su relocalizacién en el tiempo
tras el estimulo de la célula T.

En el caso de la forma TC21 S28N (Fig.
R4 A, video 2) se pudo ver que tanto la relocali-
zacién de ambas proteinas como la progresion

y formacién de la SI ocurrieron normalmente,

mientras que la internalizacién y formacién
de vesiculas doble o simple positivas para es-
tas dos proteinas estuvo bloqueada. Ello indica
que TC21 esta implicado en la internalizacién
del TCR pero no en la formacién de la SI.

Por otro lado, los resultados obtenidos
con la forma G23V no hicieron mas que con-
firmar que esta pequeria GTPasa y su ciclo de
activacién/inactivaciéon (GTP/GDP) es impor-
tante para el proceso de internalizacién del
TCR, ya que como se puede observar en la Fig.
R4 B (video 3), la sinapsis se formé y progresé
en los minutos iniciales de forma normal, pero
no se dio una internalizacién del complejo for-
mado de las 2 proteinas, que se acumularon en
la zona de la interfase. Esta concentracién de
proteina en la regién de contacto se mantuvo
durante mucho tiempo. Aparecieron vesiculas
procedentes de la SI pero solo positivas para
TCR, indicando que seguramente son vesiculas
que se internalizaron independientemente del
proceso mediado por TC21.

El efecto de ambas formas mutantes
de TC21 sobre la internalizacién del TCR, se
cuantificé analizando el proceso en 10-15 con-
jugados de cada combinacién, grabados por
video-microscopia (Fig. R4 C). Asi, en base a la
cuantificacién realizada, se pudo concluir que
la GTPasa TC21, esta bajo el control de la inter-
nalizacién del TCR desde la SI.

Un aspecto importante que también se
pudo concluir de los experimentos realizados
con la forma G23V, es que en muchos de los
conjugados realizados, a tiempos largos, la cé-
lula T, desarroll6 una serie de lamelipodios y
extensiones de membrana en la zona préxima

al contacto con la CPA (Fig. R4 B, tiempo 20

min, linea discontinua roja), indicando que
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Fi 8. R[I. El TCR es internalizado desde la SI por un proceso dependiente de TC21

A / B (A)Formas dominante negativa (S28N) y (B) constitutivamente activa (G23V) de TC21 bloquean la interna-

lizacién del TCR desde la SI. Células JK transfectadas con CD3C-YFP y la forma mutante de TC21 S28N CFP (video 2)
y con CD3C-GFP y la forma mutante de TC21 G23V Dsred (video 3) fueron estimuladas con Raji cargadas con SEE. Las
flechas en A y B indican la acumulacién de ambas proteinas en la SI. La cabeza de flecha en A un acamulo de CD3(
preexistente en el citoplasma de la células y en B parte del TCR internalizado desde la sinapsis por un proceso TC21
independiente, ya que no presenta colocalizacién con dicha GTPasa. La linea discontinua en el panel B indica las
expansiones de membrana que causa la forma G23V de TC21.

C Cuantificacion del efecto de las diferentes formas mutantes de TC21, analizando la aparicion de vesiculas
procedentes de la SI, tras el contacto de la célula T con la CPA. Se cuantificaron de 10 a 15 conjugados de cada
combinacién, grabados por video-microscopia. Los valores que se representan son la media y desviacién tipica de datos
procedentes de 3 experimentos diferentes. (**p< 0,005. Test de Mann-Whitney bidireccional).
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TC21 debe estar controlando de alguna mane-
ra la remodelacién del citoesqueleto de actina

enla célula T.

1.2. EL proceso de internalizacion del TCR
mediado por TC21 es un proceso de inter-
nalizacion independiente de clatrina pero

dependiente de RhoG

TCR es internalizado por un proceso de-
pendiente de TC21 pero independiente de
clatrina.

Como se ha descrito en detalle previa-
mente (Introduccién 6.2), numerosos trabajos
han demostrado la existencia de dos rutas que
puede seguir el TCR para su internalizacién.
Una es dependiente de clatrina y es la que si-
guen los TCR no contactados por el antigeno.
La otra es la que siguen los TCR contactados
por el antigeno y pese a que se describe como
clatrina independiente (Monjas et al., 2004),
aun quedan muchas incégnitas relativas a la
ruta molecular que la controla.

Ante la existencia de estas dos rutas des-
critas, se quiso determinar sila internalizacién
del TCR dependiente de TC21 era mediada por
clatrina o no. Para ello se prepararon muestras
fijadas de células JK transfectadas con las pro-
teinas de fusién de TC21 y CD3(, y estimula-
das con Raji cargadas con SEE. Se analiz6 la
relacién de las vesiculas doble positivas para
CD3C y TC21 con transferrina marcada con
AlexaFluor-633, afiadida directamente al me-
dio 10 minutos antes de fijar las células. Se ha
demostrado que la transferrina, tras unirse a
su receptor especifico, es internalizado rapida-
mente por un proceso mediado por clatrina. Se

vio claramente, que las vesiculas doble positi-

vas para TC21 y CD3C no colocalizaban en nin-
gin momento con las vesiculas que contenian
transferrina (Fig. R5 A). Ademas se tifieron los
conjugados con un anticuerpo para la cadena
pesada de clatrina, viendo que las vesiculas de
interés carecieron también de esta proteina
(Fig. R5 A). Estos resultados demuestran la in-
dependencia de clatrina del proceso de interna-
lizacién del TCR donde TC21 estd implicado.

Ante los resultados que mostraban la au-
sencia de clatrina en las vesiculas procedentes
de la SI donde TC21 estaba presente, se plan-
ted cémo podria estar la clatrina distribuida en
la estructura supramolecular de la SI madura.
Para ello, y en colaboracién con el laboratorio
de Andrey Shaw (Department of Pathology and
Immunology, Washinton University School of
Medicine, Saint Louis, USA) se us6 como alter-
nativa a la estimulacién con células presenta-
doras, una superficie disefiada con diferentes
ligandos proteicos que se conoce como superfi-
cie de array de sinapsis inmunolégicas (Fig. R5
B). Esta superficie artificial tiene zonas recu-
biertas de moléculas de adhesién y puntos con-
cretos de activacién recubiertos de anticuerpo
anti-CD3 (Doh and Irvine, 2006) y permite a la
célula T migrar, adquirir su forma polarizada y
unirse al punto de activacién y formar una SI
madura, con todos los acontecimientos celula-
res que eso conlleva.

El punto de activacién muestra una es-
tructura de SI madura, formada por una es-
tructura concéntrica en la que el anticuerpo
anti-TCR estd rodeado de moléculas de adhe-
si6n (ICAM-I). Estd demostrado que esta es-
tructura fuerza la formacién y estructuracién

de una SI madura.

Células CD4+, una vez depositadas sobre




esta superficie, contactaron con los sitios de ac-
tivacién formando una SI madura. A continua-
cién se procesaron las muestras para micros-
copia electrénica con el objetivo de observar la
organizacién de la parte citosélica proxima a la
membrana donde el contacto estaba teniendo
lugar (Fig. R5 C). Asi, se observo la clara for-
macién del ¢SMAC y pSMAC, y mientras en
la zona de pSMAC el citoesqueleto estaba al-
tamente polimerizado (Fig. R5 C, micrografia
1) y estructurado conteniendo las tipicas es-
tructuras de clatrina (Fig. R5 C, micrografias
2, 3y 4), el cSMAC carecia practicamente de
estructuras polimerizadas y la clatrina estaba
ausente en su totalidad (Fig. R5 C, microgra-
fias 2,3y 4).

Estos resultados, junto con la ausencia
de clatrina en las vesiculas procedentes de la
SI, indican que la clatrina no estd implicada
en la internalizacién que tiene lugar desde el
cSMAC. Por tanto, la internalizacién del TCR
mediada por TC21 es clatrina independiente,
y corresponde a la que tiene lugar desde el cS-
MAC.

Las vesiculas positivas para TC21 y TCR
colocalizan con GTPasas implicadas en en-
docitosis y fagocitosis.

Al estar ante un proceso de internaliza-
ci6én y trafico vesicular, se cuestiond la relacién
de estas vesiculas doble positivas para TC21 y
CD3( con la familia de proteinas Rab GTPasas
dado su papel clave en procesos de tréfico in-
tracelular.

Como se ha presentado en la introduc-
ci6én (introduccién 7.1) hay diferentes tipos de
proteinas Rab (aproximadamente hay 60 des-

critas). Se sabe que las proteinas Rab coordi-

nan, junto con sus efectores, estados consecu-
tivos de transporte que llevan ala formacién de
vesiculas, la movilidad de éstas por el citoplas-
ma a través de los microfilamentos y la fusién
final de éstas con su destino intracelular. Para
ello se distribuyen de manera diferencial por la
estructura celular, determinando el camino a
seguir por una vesicula recién formada a partir
de la membrana plasmatica. Ademads, las pro-
teinas Rab participan en el proceso de interna-
lizacién, tanto si éste es fagocitico (particulas
> 1 um) como endocitico (particulas < 1 pm),
aunque es sabido que pese a que ambos pro-
cesos comparten proteinas Rab, y que interac-
cionan en muchos puntos de la ruta descrita,
se diferencian en los efectores implicados en
cada caso, diferencidndose asi dos rutas: una
independiente de clatrina (fagocitosis) y otra
dependiente de clatrina (endocitosis) (Fig. R6
A).

Para ver la posible implicacién de estas
GTPasas en la internalizacién mediada por
TC21, de nuevo se transfectaron células JK y
se estimularon con células Raji. En este caso se
realiz6 una triple transfeccién, donde TC21 y
CD3( fueron constantes, combindndose con
las diferentes Rab GTP asas.

Los resultados (Fig. R6 B) muestran una
colocalizacién parcial de estas vesiculas con
Rab5 (endosomas tempranos), Rab7 (endoso-
mas tardios), Rab11 y Rab4 (endosomas de re-
ciclaje), indicando que las vesiculas que trans-
portan el TCR de manera TC21 dependiente
sufren una maduracién similar a la que podria
seguir un receptor unido a su ligando e inter-
nalizado por una ruta fagocitica (Fig. R6 A),

incluso llegandose a reciclar, como se aprecia

en la Fig. R3, lo que explicaria la colocalizacién
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Fig_ R 5 Internalizacion mediada por TC21 es independiente de clatrina

A Vesiculas positivas para TC21 y CD3( son negativas para marcadores de la ruta de endocitosis mediada por clatrina.
Células JK (T) transfectadas con CD3{ GFP y TC21 Dsred se estimularon con células Raji (CPA) durante 60 min. En el panel superior
las células fueron incubadas con transferrina (TF) marcada directamente con Alexa-fluor 633, 10 minutos antes de fijar las células, y en
el panel inferior se tifi6 con un anticuerpo especifico contra la cadena pesada de clatrina (CLAT) para ver su distribucién en las vesiculas
que estaban siendo internalizadas. Estas imdgenes son representativas de 50 imdgenes tomadas de células en la misma condicién.

B Esquema de la superficie del array de Sinapsis Inmunolégicas. Disefio de la superficie artificial creada para la obtencién de SI.
Compuesta por puntos de activacién que corresponden a puntos concéntricos de anticuerpo anti-CD3, rodeados de moléculas de
adhesién. Se indica cémo la célula T interacciona con estos puntos de activacién tras migrar por la superficie.

C El ¢SMAC de una SI madura carece de estructuras recubiertas de clatrina. Células primarias de rat6n son depositadas en la

superficie del array de SI. Las muestras son congeladas y procesadas para su observacién por el microscopio electrénico. Se observa la

estructura de cSMAC (micrografias 2, 3 y 4) carente de estructuras de clatrina, rodeada del pSMAC donde el citoesqueleto esta altamen-

te polimerizado y repleto de estructuras de clatrina (micrografias 1, 2, 3 y 4, las estructuras de clatrina estan indicadas con flechas
amarillas. Las micrografias 2, 3 y 4 corresponden a aumentos de la zona pSMAC o cSMAC).
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Implicacion de Rab GTPasas en la internalizacion del TCR mediada por TC21

Proteinas RabGTPasas implicadas en procesos fagociticos y de endocitosis.El proceso fagocitico y la endocitosis mediada
por receptor son procesos similares, pero se diferencian en los efectores que controlan el paso de un estadio a otro, lo que puede

determinar el destino de las vesiculas. (Modificado de Kinchen et al., 2008).

B

El proceso de internalizacion del TCR desde la SI mediado por TC21, colocaliza en parte con Rab GTPasas clasicamen-
te implicadas en trifico vesicular. Células JK transfectadas con combinaciones de TC21 CFP y CD3( Cherry con diferentes

RabGTPasas GFP (Rab4, 5, 7 y 11) fueron estimuladas con Raji cargadas con SEE (5 min para Rab4 /Rab5 y 15 min para
Rab7/Rab11). Se indica con una cabeza de flecha la presencia de colocalizacién de las tres proteinas en cada caso.

con Rab11.

Sin embargo, la colocalizacién mds inten-
sa fue visualizada al transfectar células JK con
CD3(yla GTPasa RhoG o ésta ultima con TC21
(Fig. R7 Ay B. Videos 4y 5). Esta colocalizacién
se detecté haciendo video-microscopia de estas
células estimuldndolas con células Raji.

Se vio que la coincidencia de RhoG con
TC21 0 CD3( en tiempo y espacio en la zona de
la ST era muy evidente, ademds de temprana. A
tiempos cortos tanto el TCR como TC21 colo-
calizaron con RhoG en la zona inferior de la SI
(Fig. R7 Ay B, flechas). A tiempos largos, TC21

(Fig. R7 B. Video 5) se internalizé totalmente
con RhoG, y en cuanto al TCR (Fig. R7 A. Video
4) una gran fraccién del acimulo inicial tam-
bién se internalizé coincidiendo con RhoG.

La presencia de colocalizacién entre
RhoG y el TCR en vesiculas provenientes de la
SI, sugiere la implicacién de RhoG junto con
TC21 en la internalizacién del TCR desde la SI.

RhoG, como ya ha sido presentado en la
introduccién (Introduccién 5.2) ha sido descri-
ta en varios trabajos como una proteina impli-
cada en procesos fagociticos de células apopté-
ticas (deBakker et al., 2004; Henson, 2005). En
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EI1 TCR y TC21 son internalizados desde la SI en vesiculas positivas para RhoG

A / B Células JK transfectadas con la forma silvestre de RhoG-GFP combinado bien con CD3¢-Cherry (A) o con TC21-Dsred (B) (en
sus formas silvestres), fueron estimuladas con Raji cargadas con SEE (marcadas con un circulo en la figura Ay B, y en el dltimo
caso marcadas en azul) (Videos 4 y 5). La interaccién se registr6 por video-microscopia. En A, RhoG colocaliza con el TCR en
la zona de la sinapsis inmunolégica (flecha) y a tiempos cortos empiezan a aparecer vesiculas doble positivas provenientes de
la SI (cabeza de flecha). En B, se aprecia la colocalizacién de TC21 y RhoG en la zona inferior de la SI (flecha), y como ambas
proteinas se internalizan conjuntamente en tiempos posteriores (min 23).

estos casos la describen en una ruta donde que-
da por encima del control de la GTPasa Racl,
clasica GTPasa implicada en la polimerizacién
de actina. Ademas RhoG ha sido implicada en
procesos de endocitosis mediada por caveolina
(proteina presente en balsas lipidicas) (Prieto-
Sanchez et al., 2006). Dicha internalizacién
se describe como clatrina independiente. Las
células T no tienen caveolina, pero si que tie-
nen TCR que se internalizan asociados a balsas
lipidicas en una ruta clatrina independiente
(Monjas et al., 2004).

Por lo tanto, la implicacién de RhoG en
procesos fagociticos, que por definicién son
clatrina independiente, y la presencia de RhoG
en procesos de internalizacién mediados por

caveolina (también clatrina independiente) lle-

v6 a plantearse la implicacion de esta proteina
en el proceso de internalizacién del TCR desde
la SI mediada por TC21.

Para valorar su papel en dicho proceso, se
realizaron de nuevo experimentos de transfec-
cién de células JK con las proteinas de fusién
TC21 o CD3C en combinacién con diferentes
formas mutadas de RhoG (RhoG T17N y RhoG
Q61L, dominante negativo y constitutivamen-
te activo, respectivamente) (Fig. R8).

Estos experimentos mostraron que en un
80-90% de las SI registradas, la internalizacién
del TCR desde la SI quedé bloqueada usando
ambos tipos de mutantes (Fig. R8 A. Videos 6
y 8) al igual que la internalizacién de TC21 una
vez acumulado (Fig. R8 B. Videos 7y 9).

En base a estos resultados se pudo con-



cluir que la internalizacién del TCR y de TC21 dependiente de clatrina, pero dependiente de
requiere la actividad de RhoG y que por tanto, TC21 y RhoG.

la internalizacién del TCR desde la SI, es in-
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Fig. R8 La forma dominante negativa (T17N) y la constitutivamente activa (Q61L)

de RhoG inhiben la internalizacion del TCR y de TC21 desde la SI

Células JK transfectadas con diferentes combinaciones CD3C-cherry (A) o TC21-Dsred (B) con las diferentes formas de RhoG-GFP, se
estimularon con Raji SEE.

A Tiempos tardios de conjugados de células JK transfectadas con las formas mutantes de RhoG y con la forma silvestre de CD3(
(Videos 6y 8). La flecha muestra la acumulacién de TCR en la SI y la cabeza de flecha la presencia de vesiculas intracelulares que
no provienen de la SI.

B Tiempos tardios de células JK transfectadas con las diferentes formas mutantes de RhoG y TC21 silvestre. Con una flecha se
muestra la acumulacién de TC21 en la SI. En el caso de RhoG Q61L, con una cabeza de flecha se indica la existencia de vesiculas
RhoG positivas, TC21 negativas que provienen de la SI. Las células Raji estdn marcadas de azul y con un circulo blanco para
facilitar su visualizacién (Videos 7y 9).

Ambos paneles (A y B) van acompariados de la correspondiente cuantificacién obtenida a partir de la visualizacién de 15-20 conjuga-
dos por cada tipo de mutante de RhoG. Se muestra el porcentaje de los conjugados en los que se observé internalizacién de CD3( o
TC21. Se representa la media y la desviacién tipica correspondiente a 3 grupos de experimentos diferentes. *p< 0,05 y **p < 0,005
(Test bilateral de Mann-Whitney)



Eltrabajo realizado conla sobreexpresiéon
de proteinas de fusién en células JK y el desa-
rrollo de conclusiones a partir de sus resulta-
dos, siempre conlleva la duda del posible efecto
que pueda tener en si la expresiéon en grandes
cantidades de una proteina exdgena, que pue-
de unirse a proteinas efectoras comunes a
otras GTPasas. Por ésto se estudio el efecto de
la ausencia de las dos proteinas de interés en la
internalizacién del TCR desde la SI, en células
primarias de ratén, que carecian genéticamen-
te, de TC21 (RRas2 -/-) o RhoG (RhoG -/-). Se
usaron células T con el TCR transgénico AND
(Vall.l VB3) transducidas con CD3C-GEP
(pHR-CD3(GFP), lo que permitia la visualiza-
cién de la formacién de la SI de forma dindmica
tras la estimulacion con una célula presentado-
ra. Como células presentadoras se usaron célu-
las DCEK que expresan I-EXy CD80, la cuales se
cargaron con el péptido especifico para el TCR

transgénico AND denominado MCC (péptido

procedente del citocromo c de polilla).

Los estudios de video-microscopia (Fig.
R9) mostraron que en linfocitos de genotipo
silvestre (+/+) (Video 10), el TCR se acumulé
en la zona de contacto a los pocos minutos tras
el contacto de la célula T con la célula CPA (2,7
min), inicidndose la aparicién de vesiculas con-
teniendo TCR desde esta SI al minuto siguiente
(3 min). Sin embargo, los estudios realizados
con células procedentes de los ratones carentes
de TC21 (RRas2 -/-) (Video 11) y RhoG (RhoG
-/-) (Video 12), mostraron la acumulacién en la
SI de CD3( (indicado con flechas), pero no su
correcta internalizacién en vesiculas, incluso a
tiempos mayores de 10 min, como es en el caso
de las células RRas2 -/-.

El mismo resultado se obtuvo utilizando
el sistema de células T transgénicas OT1 de los
diferentes genotipos, usando CPA cargadas con
OVAp. (Videos 17,18y 19).

Con el objetivo de cuantificar el efecto
sobre la internalizacién del TCR desde la SI, se
prepararon conjugados de células T transgéni-
cas AND con células DCEK cargadas con MCC.

EITCR

es internalizado

desde la SI por un proceso
dependiente de TC21 y RhoG

Fig. R )

Células transgénicas AND de genotipo
silveste (+/+) (video 10) o deficientes en
TC21 (RRas2 -/-) (video 11) o RhoG
(RhoG -/-) (video 12) se transdujeron con
CD3C-GFP para seguir la formacién de la
SIy la internalizacién del TCR desde la SI
mediante video-microscopia tras la
estimulacién con CPA DCEK, cargadas
con MCC.

Las flechas indican el punto de contacto
entre la célula Ty la CPAy con ello el lugar
de acumulacién del TCR durante la
formacién de la SI. Las cabezas de flecha
sefialan las vesiculas conteniendo TCR
procedentes de la SI.

RRas2-/-

RhoG-/-




Debido al trafico existente de TCR a través de la
célula T después de iniciarse el contacto con la
CPA, se planteé la necesidad de diferenciar las
vesiculas procedentes de la SI, frente a las ve-
siculas que contienen TCR, pero que provienen
de puntos distales de la SI (Das et al., 2004).
Para ello, incubamos las células T previamen-
te con un anticuerpo que reconoce la cadena f3
del TCR (H57-597), pero con poca capacidad
estimuladora. A continuacidén se procedié a la
estimulacion de las células T con las CPA, espe-
rando que los TCR, tras el estimulo con la pre-
sentadora, se internalizaran llevando consigo
el anticuerpo H57-597, aspecto que nos daria
informacidn de la procedencia del receptor.
Las células se procesaron para detectar el
anticuerpo anti-f§ del TCR y marcando con an-
ti-CD3( para seguir la SI (Fig. R10 A). Se cuan-

tificaron dos aspectos (Fig. R10 B), la acumula-

cién o no de TCR en el punto de contacto entre
una célula T y la presentadora (formacién de la
SI) y la aparicién de vesiculas doble positivas
para la cadena B y € del TCR inmediatamente
debajo de la SI, indicando que dichas vesiculas
corresponden a TCR internalizados desde la si-
napsis.

Una vez realizada la cuantificacién de
multiples conjugados de los diferentes geno-
tipos (+/+, RRas2 -/-, RhoG -/-), se pudo con-
cluir que ambas GTPasas controlan la interna-
lizacién del TCR desde la sinapsis, dandose, en
su ausencia, la acumulacién de TCR en la SI'y
la no finalizacién de ésta (Fig. R10 A). Estos
resultados corroboraron los obtenidos previa-
mente con células JK transfectadas para la so-
breexpresion de las diferentes formas de TC21
y RhoG (Fig. R8 Ay Fig. RAAyB) .
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Cuantificacion del efecto de la ausencia de TC21 y RhoG sobre la

internalizacion del TCR desde la SI

Células pretenidas a 0° C con anticuerpo anti-TCRB (H57-597), se estimularon durante 30 min con células DCEK cargadas con
MCC (10 pM) a 37° C. Tras la tincién con anti-CD3 , se cuantificé el numero de sinapsis en funcién de la acumulacién de CD3(
en el punto de contacto entre la célula T y CPA (flechas), y la internalizacién del TCR en base a la presencia de vesiculas doble
positivas para TCR B y € por debajo de la SI (cabeza de flecha).

Se analizaron 3 experimentos con 20-30 conjugados para cada genotipo. (*p< 0,05. Test de Mann-Whitney bilateral; n.s, no

significativo).
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2. La modulacion negativa del TCR es defectuosa en células
carentes de TC21 (RRas2 -/-) y RhoG (RhoG -/-)

Cuando una célula T entra en contacto
con la CPA, los niveles de TCR globales en la
membrana disminuyen. Este proceso se co-
noce por el nombre de modulacién negativa o
“downmodulacién” del TCR en la membrana
(Das et al., 2004). Dados los resultados obte-
nidos tanto en células JK como en células pri-
marias en relacion al papel de TC21 y RhoG en
la internalizacién del TCR desde la SI, se quiso
estudiar el papel de ambas proteinas en el pro-
ceso global de modulacién negativa. Para ello
se usaron células primarias obtenidas a partir
de nédulos linfiticos de ratones transgénicos
AND (+/+, RRas2 -/-, RhoG -/-), que fueron
estimuladas con células presentadoras DCEK
cargadas inicialmente con diferentes concen-
traciones de MCC. Al ser células transgénicas
para el TCR, pudimos seguir los niveles de este
receptor marcando con VP33 (cadena [ especifi-
ca del TCR transgénico).

La estimulacién de las células con di-
ferentes concentraciones de MCC durante 3
h, mostré sélo un pequefio efecto inhibitorio
(20% de inhibicién) en las concentraciones
mas altas de MCC (10 y 100 um) (Fig. R11 A),
y ademds se vio que la inhibicién obtenida a
estas altas concentraciones era solo evidente a
tiempos largos (3 h) (Fig. R11 B).

Los resultados obtenidos indicaban en
primer lugar que la cantidad de TCR modula-
do desde la sinapsis y que puede contribuir a la
modulacién negativa del receptor en la mem-

brana, es una pequetia cantidad del total del

receptor que debe ser internalizado. Para po-
der apreciar el defecto que causa la ausencia
de las dos GTPasas, se requiere una alta con-
centracién de antigeno, indicando que la inter-
nalizacién desde el cSMAC es mas importante
cuanto més antigeno presente haya. Por otro
lado, cabe resaltar que la ligera inhibicién de
la modulacién se da solo a tiempos largos de
incubacién, tiempos que puede requerir la es-
tructura de la sinapsis madura para resolverse
(mas de 3h).

En términos generales de internalizacién
del TCR desde la membrana del linfocito T, se
conoce muy bien la existencia de dos grupos
diferentes de TCR, aquellos que llamamos con-
tactados y los comodulados (San Jose et al.,
2000), que se internalizan por rutas molecula-
res diferentes (Monjas et al., 2004): dependien-
te de balsas lipidicas y dependiente de clatrina
respectivamente. En relacién a la existencia
de estos dos mecanismos nuestro grupo des-
cribié diferentes situaciones donde cada ruta
era predominante en funcién del tipo de esti-
mulacién. Asi una estimulacién con anticuer-
po soluble, daba lugar a una internalizacién
dependiente de clatrina, mientras que el uso
de anticuerpo pegado a placa desencadenaba
mayoritariamente el mecanismo independien-
te de clatrina. En base a estas dos técnicas, se
quiso averiguar cudl era la funcién de TC21 y
RhoG respecto a estas dos rutas establecidas.

Para ello, células primarias de ratén, fueron es-

timuladas 12 h con los dos tipos de estimulos:




anti-TCR pegado a placa o soluble (145-2C11)
a diferentes concentraciones. Tras la estimula-
cién los valores de fluorescencia media para el
TCR en membrana se detectaron por citometria

de flujo (Fig. R11 C). Los resultados mostraron

una clara diferencia frente al tipo de estimulo,
encontrandose solo un defecto en el caso de
usar el anticuerpo pegado a placa, situacién en

la que la internalizacién independiente de cla-

trina juega un papel mas importante.
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proceso de modulacion negativa del TCR

A/

EXPRESION DE TCR (IMF)

(A) Células T AND (+/+, RRas2 -/- y RhoG -/-) fueron
estimuladas durante 3h con células DCEK cargadas con
MCC a diferentes concentraciones o (B) diferentes
tiempos a la concentracién de 100 uM de MCC.

Se detectaron los niveles de TCR en membrana usando
un anticuerpo especifico para el TCR transgénico AND
(VB3) , y analizando las células por citometria de flujo.

Células T (+/+, RRas2 -/- y RhoG -/-) estimuladas con
anticuerpo anti CD3, (145-2C11) pegado a placa o
soluble.

Se midieron los niveles de TCR en membrana por
citometria de flujo.
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Para poder describir la ruta de internali-
zacién del TCR enla que estdn implicados TC21
y RhoG, hay que tener en consideraciéon que
RhoG ha sido implicada cladsicamente en pro-
cesos fagociticos en diferentes sistemas y orga-
nismos (deBakker et al., 2004; Henson, 2005).
El hecho de que RhoG y TC21 estuviesen con-
trolando una ruta fagocitica que permitiese la
internalizacion del receptor desde la sinapsis,

estaria acorde con la independencia de clatrina

descrita con anterioridad. Dicha independen-
cia de clatrina es considerada como uno de los
requisitos para catalogar un proceso como fa-
gocitosis (Mayor and Pagano, 2007). Ademais,
no hay que olvidar que cuando una célula T in-
teracciona con una CPA, se crea una estructura
similar a la formada por una célula profesional
fagocitica interaccionando e internalizando
su antigeno (Fig. R12). Cuando se produce el

contacto entre una célula T y una célula CPA, la

FAGOCITOSIS

SINAPSIS INMUNOLOGICA

Fig. R12

Semejanza morfolégica entre la fagocitosis y el contacto de una

célula T con la célula CPA

Se muestra un ejemplo de fagocitosis (adaptado de Mercanti et al., 2006) y un contacto en los minu-
tos iniciales de una célula T JK transfectada con dos proteinas fluorescentes irrelevantes.




célula T “abraza” ala CPA, como un intento de
engullir a ésta ultima en su totalidad, cosa que
no es posible seguramente por una limitacién

del tamafio.

3.1. Las células T fagocitan particulas a
través del TCR.

En base a estas observaciones se encon-
tré interesante analizar la posible capacidad
fagocitica de las células T, disminuyendo el ta-
marfio de la célula presentadora a “fagocitar”.
Para este fin, se utilizé una herramienta clasica
establecida para el estudio de procesos fagoci-
ticos: bolas de latex recubiertas con proteina
(Desjardins and Griffiths, 2003). Este tipo de
bolas de latex también han sido utilizadas en
varios trabajos, para la estimulacién de células
T o incluso para el estudio de la SI (Batista et
al., 2004; Glebov and Nichols, 2004). En este
caso las bolas de latex que se usaron fueron de
diferentes tamafios: 1, 3 y 6 um, asumiendo
que por ser superiores a 0,75-1 pm deben ser
internalizados por un proceso fagocitico. Las
bolas se unieron a un anticuerpo anti TCR para
estudiar también si el TCR puede promover fa-
gocitosis.

Los primeros resultados obtenidos verifi-
caban la capacidad de las células JK de fagocitar
bolas de 1, 3y 6 um recubiertas de anticuer-
po anti-CD3 (Fig. R13 A). Las bolas utilizadas
eran fluorescentes, y al estar recubiertas por
anticuerpo, se puede utilizar un anticuerpo se-
cundario contra el tipo de Ig unido a la bola,
conjugado a algin fluorocromo. De esta ma-
nera se pueden diferenciar perfectamente las
bolas internas de las externas, incluso aquéllas

que estan en proceso de ser internalizadas (la

célula no se permeabiliza y por lo tanto las bo-

las internas son inaccesibles al anticuerpo se-
cundario) (Fig. R13 B). Este fenémeno no esta
restringido a lineas celulares, sino que células
primarias de ratén (Fig. R13 A) y células pri-
marias humanas presentan también esta capa-
cidad (Fig. R16 B).

Para probar que esta nueva capacidad
descrita para las células T, estaba realmente
mediada por el TCR, se realizaron varios con-
troles. Se usaron células JK incubadas con bolas
recubiertas con anticuerpo anti-CD8 y células
JK mutantes, carentes de TCR en membrana
(no tienen la cadena B del complejo TCR) en
contacto con bolas recubiertas en este caso con
anti-CD3 (OKT3) (Fig. R14 A). En ambos casos
las bolas se mantuvieron en el exterior celular,
mostrando la especificidad y requerimiento del
TCR para esta internalizacion.

Otro control que se realizé, fue probar
que realmente estas bolas no podian ser in-
ternalizadas por receptores que estan bajo el
control de una ruta endocitica clatrina depen-
diente, como es el caso del receptor de transfe-
rrina, debido a su tamafio. Sila internalizacién
del TCR unido ala bola de latex es mediada por
una ruta fagocitica, el receptor de transferrina,
una vez estimulado por la bola recubierta por
anticuerpo anti-transferrina, no deberia poder
internalizarse llevando la bola con él al interior
celular (Fig. R14 B). El resultado fue consisten-
te con la hipétesis, dado que se comprobé que
las bolas quedaron unidas a la membrana y
accesibles al anticuerpo anti-ratén secundario
aplicado (Fig. R14 B).

Un aspecto a resaltar de esta capacidad
fagocitica por parte de las células T, es lo ilus-
trado en la Fig. R13 A y C, donde una célula

primaria de ratén es capaz de fagocitar bolas
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JK + bolas

Cél. T virgenes de ratén + bolas

JK + bolas
JK + bolas

~<

N
Cél. T virgenes de rat6n + bolas

B Anticuerpo secundario C

Célula T

Cél. T virgenes de ratén + bolas

Fig . R13 Células T son capaces de fagocitar bolas de latex

A

recubiertas por anticuerpo anti-CD3

Células JK y células T primarias fagocitan bolas de 1, 3 y 6 um. Las células se incubaron con bolas de latex recubiertas de
anti-CD3 (1, 3 y 6 pm) durante 30 min. Posteriormente fueron fijadas y tefiidas con Faloidina para ver la actina cortical (mostrada
en rojo). Ademads se muestra secciones a lo largo de los ejes xy, yz, para demostrar asi la presencia de las bolas en el interior celular
(cabeza de flechas). En el caso de las células con bolas de 3 y 6 pm se afiadié un anticuerpo secundario Alexa-647 anti-ratén (marcaje
azul) para determinar si las bolas estan fuera o dentro. De esta manera también se puede apreciar la existencia de copas fagociticas
donde las bolas estan parcialmente accesibles al anticuerpo secundario (indicado con flechas).

Sistema basado en la accesibilidad de la bola al anticuerpo secundario para diferenciar si las bolas estan dentro o fuera.

Las células T, en la copa fagocitica, interaccionan con la bola creando un contacto hermético y ajustado que impide la
accesibilidad del anticuerpo secundario a la zona ya internalizada. Células T virgenes de rat6n se incubaron 30 min con
bolas (6 um) recubiertas de 145-2C11, posteriormente fueron fijadas y tefiidas con anti-Hamster FITC (mostrado en azul), Faloidi-
na TRITC (mostrado en verde) y To-Pro para visualizar el nucleo (n, mostrado en naranja). Las flechas indican la extensién del
citoesqueleto de actina hacia la bola, creando una unién fuerte y hermética que impide la entrada del anticuerpo secundario en la
parte de la bola que estd ya en la zona interna de la célula (cabezas de flecha).
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Las células T fagocitan bolas recubiertas de anti-CD3 unicamente a través del TCR. Células JK y células JK mutantes que no
expresan TCR en membrana (31.13 f3-) se incubaron con bolas de 1 um recubiertas con anti-CD3 (OKT3) o anti-CD8 (OKT8) (las
células JK son CD8 negativas). Se incubaron 60 min. Las células se fijaron, se permeabilizaron y se tifieron con anti-ratén Ig-Alexa
594 (rojo) y con faloidina FITC para visualizar la actina cortical y poder diferenciar las bolas internas y externas.

Solo la unién y estimulacion del TCR, y no la unién a otro tipo de receptor que se internaliza por endocitosis (Receptor
de Transferrina RTF), inicia el proceso fagocitico. Células JK son incubadas con bolas fluorescentes rojas (CRIMSON) de 1 pm
recubiertas de anticuerpo anti-CD3 (OKT3) o anti-receptor de transferrina (FG1/6) durante 60 min. Posteriormente a la fijacién, y
previo a la permeabilizacién, se afiadi6 anticuerpo anti Ig Alexa-488, para marcar las bolas externas (las internas, no accesibles al anti
Ig, permanecieron rojas). Posteriormente se tifi6 la actina polimerizada de la membrana con faloidina FITC.

Cuantificacién por citometria de los controles realizados por microscopia (A y B). Células JK y 31.13 (JK mutantes sin
cadena 3 del TCR), se incubaron con bolas de 1 pm recubiertas de los anticuerpos especificados en la figura (cociente célula:bola 1 :40)
durante los tiempos indicados. Tras el tiempo de estimulacién a 37°, las células se sometieron a un lavado 4cido de 2 min, que retiré
todo el anticuerpo de las bolas que quedaron en el exterior celular. Las células se fijaron y permeabilizaron para tefiir con el anticuerpo
anti Ig correspondiente conjugado a Alexa 488. Se cuantificé por citometria de flujo la intensidad media de fluorescencia.
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de 6 um que le equiparan en tamafio. Esta in-
ternalizacién reflejada en la Fig. R13 C, mues-
tra claramente la extensién de la membrana
plasmatica, sobre la superficie a fagocitar. Esta
extensiéon o movimiento de la membrana sobre
la diana permite la unién de nuevos receptores
a su antigeno, creando un contacto hermético
que como se puede apreciar en la Fig. R13 C
(flechas) impide la difusién del anticuerpo se-
cundario al interior celular.

En base ala técnica utilizada para micros-
copia confocal donde se diferencian las bolas
internas de las externas en funcién de la acce-
sibilidad de las bolas recubiertas por anticuer-
po al anticuerpo secundario, se desarroll6 una
técnica equivalente para citometria que permi-
te seguir la entrada de las bolas con el tiempo
(Fig. R15). Asi, en tiempos iniciales (2 min) se
observé que el 70% de las células que entraron
en contacto con las bolas recubiertas de anti-
CD3 tuvieron bolas en su membrana y solo un
30% tuvieron unicamente bolas en el interior
celular. Sin embargo esta ultima poblacién au-
mento con el tiempo, siendo del 75% a los 60
min, mostrando asi que las células internalizan

las bolas adheridas a su membrana.

3.2. El proceso fagocitico mediado por el
TCR presenta caracteristicas de una fago-
citosis clasica.

En todoslos experimentos realizados con
bolas de latex se pudo observar la formacién de
copas fagociticas, o estructuras que se aseme-
jaban. La formacién de esta estructura en una
célula clasicamente fagocitica (p. ej. macrofa-
go) requiere una coordinacién de sucesos muy
estrecha, inicidndose por el contacto del recep-

tor con su ligando, seguido de la fosforilacién

BOLAS (FL4)

E S

(Alx488

Técnica cuantitativa del

Flg' R15 proceso fagocitico

Células JK se incubaron con bolas de 1 um fluorescentes rojas
(CRIMSON) recubiertas de anti-CD3 (OKT3) a 0° durante 30 min
(experimento de pulso y caza). Tras lavar para eliminar las bolas
no unidas, se incubaron los tiempos indicados en los histogramas.
Finalmente las células se tifieron con el anticuerpo anti-ratén
Alexa 488 para analizarlas por citometria de flujo.

de la parte citoplasmatica de estos receptores
y la creacién de una zona de la membrana con
caracteristicas quimicas diferentes al resto de
la célula, lo que permite el reclutamiento de
quinasas que creardn grupos de proteinas fos-
foriladas y lipidos modificados (Aderem, 2002;
Swanson, 2008).

La modificacién principal es la que rea-
liza la enzima PI3K, y sus productos lipidicos
que activan a pequefias GTPasas que finalmen-
te controlaran la polimerizacién de actina, que
es el paso clave para permitir la extension, re-
traccién y creacion del fagosoma incipiente. La
clausura del fagosoma, requiere la continuidad

de procesos sincronizados que permiten, por

ejemplo, la despolimerizacién de actina.




El proceso fagocitico en las células T de-
pende de la polimerizacion de actina

Teniendo en cuenta estas caracteristicas,
se trat6 de ver hasta qué punto el proceso fago-
citico llevado a cabo por la célula T se asemeja
al proceso clasico. Haciendo uso del método
de citometria de flujo presentado con anterio-
ridad, se analiz6 la funcién del citoesqueleto
de actina en la internalizacién de las bolas de
latex de diferentes tamafios. Para ello, células
JK se incubaron con Citocalasina D (1 pg/ml),
inhibidor de la polimerizacién y elongacién
de los filamentos de actina, previamente al
contacto con las bolas (1, 3 y 6 um). Como se
puede apreciar en la Fig. R16 A, el proceso de
internalizacién estuvo totalmente bloqueado,
independientemente del tamario de la particu-
la, indicando que el proceso fagocitico mediado
por el TCR es dependiente de la reorganizacién
del citoesqueleto de actina.

Paralelamente, se observé por microsco-
pia cuél era la distribucién de la actina polime-
rizada y del receptor que media en el proceso
(TCR) (Fig. R16 B). Se vio que la actina se en-
contraba polimerizada rodeando las bolas de
latex en la parte mdas préxima a la membrana
(cabezas de flechas Fig. R16 B), indicando que,
como en los procesos fagociticos cldsicos, la ac-
tina rodea al fagosoma emergente pero se des-
polimeriza conforme el fagosoma se separa de
la membrana para proceder con la maduracién
fagosomal (Aderem, 2002; Swanson, 2008;
Zhou and Yu, 2008).

En cuanto al TCR, se visualizo el receptor
enddgeno y se detecté también colocalizando
con las bolas (Fig. R16 B). Este aspecto es ca-
racteristico a su vez de procesos fagociticos,

donde el receptor es internalizado junto con el

ligando, siendo luego en algunos casos recicla-
do o degradado (Kinchen and Ravichandran,
2008).

La funcion de PI3K es dependiente del ta-
maiio de la particula a fagocitar

Como anteriormente se menciond, la im-
plicacién de los productos de la actividad de la
enzima PI3K y la existencia de diferentes olas
de produccién de PI(3,4,5)P3, es esencial para
la consecucién del proceso fagocitico. Se ha
descrito que la funcién de esta enzima es de-
pendiente del tamarfio de las particulas a fago-
citar (Yeung and Grinstein, 2007), siendo esta
dependencia mas importante a medida que el
tamafio aumenta, debido, en gran medida a
que estos lipidos modificados son esenciales
para la activacién de pequefias GTPasas cuyo
objetivo esencial es la polimerizacién de actina
y la extensi6én de la membrana sobre el ligando
a fagocitar (a mayor tamarfio se requiere mayor
extensién de membrana).

En cuanto a la funcién de PI3K en la cé-
lula T, en trabajos previos ha sido descrita la
produccién de PI(3,4,5)P3 en la SI (Harriague
and Bismuth, 2002). En base a ello, y haciendo
uso de células JK transfectadas con TC21 y PH-
Akt (dominio de Akt que se une a los productos
PI(3,4,5)P3), pudimos ver la colocalizacién de
ambas construcciones en la interfase entre la
célula T y la CPA, mostrando la relacién des-
crita previamente (Delgado et al., 2009a) entre
PI3K y TC21 (Fig. R16 C, video 13).

Para probar el posible papel de PI3K y sus

productos en la internalizacién mediada por el

TCR contactado por bolas de litex, tratamos
las células JK con inhibidores de PI3K clase I
(LY294002 y Wortmanina) antes de ponerlas
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Proceso fagocitico mediado por el TCR presenta caracteristicas de
procesos fagociticos clasicos

La fagocitosis iniciada por el TCR es dependiente de la polimerizacion de actina. Células JK se incubaron durante 30 min a 37°
C con Citocalasina D (1 pg/ml). Posteriormente de incubaron durante 30 min a 37° C con bolas de litex de diferentes tamafios (1, 3 y 6
pm) recubiertas de anti-CD3 (OKT3). Se calculé el porcentaje de fagocitosis mediante el cociente de bolas dentro dividido por las bolas
adheridas a la membrana.

Las bolas fagocitadas colocalizan en zonas proximas de la membrana con actina polimerizada y con el TCR. Linfoblastos
humanos se incubaron durante 60 min con bolas de 1 pm recubiertas de anti-CD3 (OKT3). Posteriormente se tifieron con anti-CD3(y
con faloidina para ver la actina cortical de la membrana. Se muestra la reconstruccién ortogonal de los ejes.

Se sintetiza una gran cantidad de PI(3,4,5)P3 en la SI que permite el reclutamiento de Akt mediante su domino PH. TC21y
Akt colocalizan en esas regiones de la membrana que esta en contacto con la CPA. Células JK transfectadas con TC21-GFP y
PH-Akt-Dsred se estimulan con células Raji cargadas con SEE. Se muestran diferentes tiempos de experimentos de video-microscopia

(Video 13).

El proceso fagocitico es dependiente de PI3K y del tamario de la particula a fagocitar. Células JK fueron tratadas con diferentes
concentraciones de Wortmanina y de LY294002 durante 30 min a 37° C. A continuacion, las células se pusieron en contacto con bolas de
latex de tamarios 1, 3y 6 um, recubiertas con OKT3 y se incubaron durante 30 min. Posteriormente la entrada se cuantificé por citome-
tria representado el % de fagocitosis como el cociente entre el % de las células con bolas dentro dividido entre el % de las células con bolas
adheridas.



en contacto con diferentes tamarios de bolas
(Fig. R16 D). La entrada fue cuantificada por
citometria de flujo, y se detect6 una clara inhi-
bicién del proceso, que se acentuaba al aumen-

tar el tamarfio de la bola a fagocitar.

Las particulas fagocitadas se encuentran
en compartimentos correspondientes a
Cuerpos Multivesiculares

Tras un proceso de internalizacién me-
diado por una ruta fagocitica, la carga de los
fagosomas recién creados sufre un proceso de

maduracién cuyo destino puede ser el recicla-

je o la degradacién en lisosomas. Durante este
proceso el ligando fagocitado va incluido en
cuerpos vesiculares que van adquiriendo, por
procesos de fusién/fisiéon caracteristicas nue-
vas que determinan su destino.

Una vez demostrada la capacidad de las
células T de llevar a cabo un proceso fagocitico
a través del TCR, se quiso saber si las bolas se
encontraban en el interior celular rodeadas de
membrana. Para esto utilizamos la técnica de
microscopia electrénica para visualizar las bo-
las internalizadas en células JK (Fig. R17 A).

A tiempos tempranos (5 min. Fig. R17

B MEZCLA LBPA

Fig. R17

TC21 CD3 ¢

Las bolas de latex interiorizadas por las células T a través del TCR, estan recu-
biertas de membrana en el interior celular y pasan por la estructura de cuerpos

multivesiculares

A Descripcion de la internalizacion de las bolas por microscopia electrénica. Células JK se pusieron en contacto con bolas de
latex de 1 um (OKT3) durante diferentes tiempos, y posteriormente se prepararon las muestras para microscopia electrénica.

Alos 5 min las bolas estan siendo englobadas por extensiones de membrana sefialadas en la micrografia con flechas. A los
15 min las bolas estdn en el interior celular englobadas en una vesicula membranosa como sefialan las flechas.

Alos 30 min se pueden encontrar acimulos de diferente numero de bolas en estructuras que asemejan cuerpos multivesi-

culares, por la presencia de vesiculas indicadas con cabezas de flecha, rodeadas por una membrana limitante externa.

Alos 60 min, se pueden encontrar bolas externas recubiertas por membrana indicada con cabezas de flecha.

B El TCR internalizado por el proceso dependiente de TC21 se acumula en CMV. Células JK transfectadas con CD3C-YFP y
TC21-CFP se incubaron con células Raji cargadas con SEE, durante 30 min. Tras esta estimulacion, las células se tifieron con LBPA,

lipido intracelular caracteristico de los CMV.
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A) se pudo apreciar claramente que las bolas
estaban en contacto directo con la membrana
plasmatica, aprecidndose extensiones de mem-
brana (indicadas con una flecha) tipicas de la
fagocitosis mediada por FcRy. Esta fagocitosis
parece seguir un modelo “Zippering”, frente
a la fagocitosis que sigue el modelo “Sinking”
donde la particula a fagocitar simplemente se
hunde en la membrana contactada sin necesi-
dad de extensiones de membrana (Aderem and
Underhill, 1999). A tiempos maés largos (Fig.
R17 A 15, 30 min), se pudo apreciar que las
bolas estaban dentro del citoplasma celular en
compartimentos membranosos (flechas), don-
de varias bolas han convergido en estructuras
que se asemejan a CMV, donde se puede apre-
ciar una membrana més externa conteniendo
un gran ndmero de vesiculas (indicadas con
cabeza de flechas) junto con las bolas interio-
rizadas.

Cuando el tiempo de incubacién era ma-
yor (1 h, Fig. R17), se pudieron llegar a encon-
trar bolas en el medio extracelular, con mem-
branas adheridas a su superficie (cabeza de
flecha), lo que indica que estas bolas han sido
interiorizadas en la célula y posteriormente
han salido de nuevo. Esta ultima observacién
es acorde con una de las caracteristicas o fun-
ciones de los CMV: la de fusionar a la membra-
na plasmadtica la membrana mds externa de la
vacuola que contiene las multiples vesiculas
internas y permitir la expulsién de éstas al
exterior celular (exosomas) (Kleijmeer et al.,
2001).

La colocalizacién del TCR y de TC21 con
marcadores de CMV maduros (LBPA) por mi-
croscopia confocal, donde células JK se estimu-

laron con Raji, no hizo més que confirmar que

seguramente, uno de los destinos intermedios
del proceso de fagocitosis del TCR son los CMV
(Fig. R17 B).

3.3. La fagocitosis iniciada por el TCR re-
quiere de la correcta actividad de TC21 y
RhoG.

Una vez se caracterizé la capacidad fago-
citica de las células T a través del TCR, se plan-
ted la posibilidad de que dicho proceso pudiese
estar relacionado conla internalizacién del TCR
desde la SI mediada por TC21 y RhoG, proceso

descrito como independiente de clatrina.

Las proteinas TC21 y RhoG estan locali-
zadas en los mismos compartimentos que
las bolas de latex al ser fagocitadas

Se estudié lalocalizacién de TC21y RhoG
en el interior celular, en relacién al proceso fa-
gocitico de las bolas de litex a través del TCR.
Tanto usando células JK donde se sobreexpre-
saron las proteinas de interés fusionadas a GFP
(Fig. R18 A), como en el caso de las muestras
preparadas para ver las proteinas enddgenas
de estas células tefiidas con anticuerpos espe-
cificos para TCR, TC21 y RhoG (Fig. R18 Ay B),
se pudo apreciar que el TCR y las dos GTPasas
se encontraban en contacto con las bolas fago-
citadas por la célula.

Estos resultados sugirieron la posible re-
lacién entre el proceso de fagocitosis mediado
por el TCR y las GTPasas TC21 y RhoG.

El proceso fagocitico mediado por el TCR,
depende de TC21 y RhoG

Se realizaron experimentos para cuan-

tificar el proceso de fagocitosis mediante ci-
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tometria de flujo, para medir la capacidad
fagocitica de células JK transfectadas con las
diferentes formas (silvestre, constitutivamen-
te inactiva y constitutivamente activa) de las
proteinas TC21 y RhoG fusionadas a GFP. Es-
tos experimentos mostraron una dependencia
de la capacidad fagocitica, de la actividad de
ambas proteinas, al verse dristicamente inhi-
bida dicha competencia en el caso de las for-
mas constitutivamente inactivas (TC21 S28N
y RhoG T17N) (Fig. R19 A) e inhibida, aunque
menos, en presencia de las formas constituti-
vamente activas (TC21 G23V y RhoG Q61L).
Esto ultimo indica que TC21 y RhoG deben po-
der ciclar entre las formas GDP y GTP para que
se concluya el proceso, como ocurre en otros
procesos fagociticos (Lerm et al., 2007).

Al estar usando proteinas fusionadas a

TC21, RhoG y el TCR se
encuentran en el mismo
compartimento celular que
bolas de latex que han sido
fagocitadas desde la
membrana

Fig. R18

A Las bolas de latex estan asociadas con las proteinas
de fusion TC21-GFP y RhoG-GFP. Células JK transfecta-
das con TC21-GFP o con RhoG-GFP fueron incubadas con
bolas de latex CRIMSON de 1 pum recubiertas de anticuer-
po anti-CD3 (OKT3) durante 60 min. Se tifieron con
faloidina para visualizar la actina cortical. Se muestran
también células JK sin transfectar estimuladas con las
mismas bolas durante 60 min, y posteriormente tefiidas
para ver el TCR enddgeno con un anticuerpo especifico
(448 anti CD3(). Se muestran los diferentes planos
ortogonales para evidenciar que las bolas estan dentro de
la célula.

B Las bolas de latex se localizan también con las
proteinas endégenas TC21 y RhoG de la célula JK.
Células JK sin transfectar se pusieron en contacto con
bolas de 3 pum (Yellow Orange, YO) recubiertas de
anti-CD3 (OKT3) durante 30 min. Posteriormente se
realiz6 la tincién con anticuerpos especificos para TC21 y

RhoG.

GFP, se pudo ver la relacién entre el nivel de
expresion de las proteinas constitutivamente
inactivas y la inhibicién. Asi aquellas células
que tenian mayores niveles de expresién de la
proteina mutada (altos niveles de intensidad
media de fluorescencia, IMF) presentaban una
mayor inhibicién de la fagocitosis (Fig. R19 B).
Esta relacién no se apreciaba en el caso del vec-
tor con la proteina silvestre o el vector vacio.

Ante el posible problema que la sobreex-
presién de proteinas de fusién puede causar en
este tipo de experimentos, se probd la misma
capacidad fagocitica en células primarias de ra-
ton procedentes de ratones carentes de TC21
(RRas2 -/-) o RhoG (RhoG -/-). En ambos casos
se obtuvo el mismo resultado: TC21 y RhoG
son necesarias para la fagocitosis de bolas de
latex promovida por el TCR (Fig. R19 C).
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A La correcta actividad de las proteinas TC21 y RhoG es
necesaria para la fagocitosis por el TCR. Células JK
transfectadas con las diferentes formas de TC21 (la forma
silveste WT, dominante negativa S28N o constitutivamente
activo G23V) y de RhoG (version silvestre WT, dominante
negativa T17N o constitutivamente activa Q61L) se
pusieron en contacto con bolas de litex CRIMSON (rojas)
de 1 um recubiertas de anti-CD3 (OKT3) por tiempos
diferentes. La entrada de las bolas se cuantificé mediante
citometria de flujo segun el cociente de bolas dentro/fuera

en la poblacién GFP positiva.

B El nivel de inhibicion del proceso fagocitico, es
proporcional al nivel de expresion de las proteinas
mutadas. Se cuantific6 en el caso de 60 min, la capacidad
fagocitica en diferentes poblaciones de las células transfec-
tadas, en funcién de la intensidad media de fluorescencia
para GFP. Como controles siempre tenemos células
transfectadas con el vector silvestre (WT) y con el vector
vacio (Vector).

C La capacidad fagocitica esta inhibida en células de
raton deficientes en TC21 (RRas2-/-) o RhoG
(RhoG-/-). Células de ganglios linfaticos de ratén (+/+,
RRas2-/- o RhoG-/-) se incubaron con bolas CRIMSON
(rojas) de 1 pm recubiertas de anti-CD3 (145-2C11)
durante 60 min. Luego se procesaron para microscopia
confocal, tifiendo para ver la actina cortical (verde) y con
ello la entrada de las bolas. Paralelamente, estas mismas
células se incubaron varios tiempos con las bolas CRIMSON
(1 pm) y se cuantificd, por citometria, el porcentaje de
fagocitosis segun el cociente de bolas dentro/fuera. Cada
dato representado muestra la media y desviacién tipica de 3
experimentos diferentes. *p< 0,05 y **p< 0,005. (Test de
Mann-Whitney bidireccional).
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4.Laausencia de TC21y RhoG se traduce en un sostenimien-

to de las sefiales tempranas

La funcién dela ST ha sido cuestionada en
numerosos trabajos (Davis and Dustin, 2004).
Actualmente, parece coger peso la idea de que
un péptido agonista presentado por CPH, se-
fiala a través de TCR presentes en grupos de
10-20 receptores (nanoclusters). Se piensa que
la sefializacién se inicia en la zona distal de la
SI (dSMAC) rica en actina (Campi et al., 2005;
Krummel et al., 2000) y que dichos agregados
van convergiendo en el cSMAC, donde la acti-
vacién cesa y los receptores son destinados a
procesos degradativos, lo que explica la pre-
sencia de CMV en la zona (Varma et al., 2006).
En una situacién normal los MC recién forma-
dos en la periferia solo tardan unos 2 min en
converger en el ¢SMAC, y cualquier proceso
que modifique este correcto transporte hacia el
centro de la estructura, modifica la respuesta
celular, dando lugar a una activacién aumen-
tada y mantenida con el tiempo (Andre et al.,
1997; Mossman et al., 2005; Vardhana et al.,
2010). Si el transporte de los MC al cSMAC y la
internalizacién del receptor desde este punto
son necesarios para la correcta finalizacién de
la activacién, el bloqueo del TCR en la SI, cau-
sado por la ausencia de TC21 y RhoG deberia
dar lugar a un incremento de la sefial del TCR.

Para demostrar esta hipdtesis, lo pri-
mero que se realizaron fueron estudios de los
sucesos mas proximales que tienen lugar tras

el contacto del antigeno con la célula T (Nel,

2002). Tales sucesos incluyen la fosforilacién

de los ITAM ((D/E)XXYXXL(X)s-sYXXL) me-
diado por quinasas Src, y la unién y posterior
fosforilacién de Zap70. La cantidad de tirosi-
nas fosforiladas de los ITAM (hay 10 en las ca-
denas citoplasmaéticas del TCR) depende de la
calidad del antigeno, pudiendo detectarse por
SDS-PAGE diferentes tamarios de { en funcién
del grado de fosforilacién. Tras esta ola de fos-
forilaciones se inicia la movilizacién de calcioy
con ello la activacién de multiples rutas como
la activacién de la familia Ras y MAPK, y la ac-
tivacién transcripcional de multiples genes (p.
ej. IL2).

Se observé que la fosforilacién de CD3C
y de Zap70 estaba incrementada en la ausencia
de RhoG y sobretodo de TC21 (Fig. R20).

También comprobamos cémo se afecta la
fosforilacién de ERK; mostrando que en las cé-
lulas carentes de TC21 y RhoG se producia un
ligero incremento en dicha fosforilacién (Fig.
R20 C).

Para estudiar el efecto en sefalizacién
mas tardia, estimulada por la activacién del
TCR, se recurrié a la deteccién de los niveles de
CD69 e IL2 producida tras 24h, y la prolifera-
cioén tras 72 h. Para ello se estimularon células
T no transgénicas con bolas de latex de dife-
rentes tamarios (1, 3, 6 um), o células T trans-
génicas para el TCR AND con el péptido espe-
cifico MCC presentado por DCEK (Fig. R21 y
Fig. R22).

En el caso de usar las bolas de latex como
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estimulo (Fig. R21), la incapacidad de interna-

A lizar las bolas por parte de la célula T, se tradu-
ce, en el caso de las células carentes de RhoG
2 +/+ RRas2-/- RhoG-/- ) ] ]
§ 0 15 60 180 300 15 60 180 300 15 60 180 300 (RhoG -/-) en una mayor estimulacién, refleja-
PC[ & e il - 137 da en valores mds altos de CD69 (24 h) y un
z A indice proliferativo mayor (72 h).
118 R S 25 La diferencia entre células silvestres y cé-

lulas carentes de RhoG se vié disminuida a me-

dida que aumentaba el tamafio de la bola (p. ej.

6 um). La explicacién de esta disminucién es,

probablemente, que las células T primarias no
pueden internalizar con facilidad las particulas

mayores, cosa facilmente entendible si atente-

o e

WB: CD3 ¢
mos a la relacién entre el tamario de la célulay
2 +/+ RRas2-/- RhoG-/- la bola (ver Fig. R13 C). Por lo tanto, las bolas
E 0 15 60 180300 15 60 180300 15 60 180 300_ quedan més tiempo en contacto con la mem-
SO S e SPTOR YR S W 7> brana incluso en células de genotipo silvestre.
WB: p-ZAP70 Es interesante resaltar, que esta dife-
rencia en activacién, no es extensible en este
C caso a las células carentes de TC21 (RRas2 -/-)
(Fig. R21). Esto puede ser debido a que TC21
Tg s +6/ J 0300 15RI6{3512;0/ '300 = R::)O?E;(/) - 200 debe estar ejerciendo, en tiempos largos, otra
=1 ;
= L. funcién en la sefalizacién celular a través del
R BE- 88 TCR, como es el caso de su papel en supervi-
WB: p-ERK vencia como ha sido descrito en (Delgado et al.,
2009).
R Wt bttty g En el caso de células T AND estimuladas

WB: ERK total con antigeno (Fig. R22), la ausencia de TC21y

RhoG se tradujo en una estimulacién exacer-
bada, reflejada a las 24h en mayor CD69 en

Fig. R20 Procesos tempranos trasla membrana (Fig. R22 A) y mayor produccién de

activacién del TCR modifi- IL2 en el sobrenadante celular (Fig. R22 B). Es-
cados por la ausencia de tos resultados se explican si tenemos en cuen-

TC21y RhoG

ta que al no ser internalizado el TCR desde el
Lisados celulares correspondientes a diferentes tiempos de

estimulacién de Células T AND (+/+, RRas2 -/-, RhoG -/-) cSMAGC, la senal es mantenida con el tiempo
con DCEK (10 pM de MCC). Las proteinas se separaron por . . .
SDS-PAGE y se inmunodetectaron por  Western Blot Yy €so se traduce en mayor activacién. Sin em-
hibridando con anticuerpos especificos (indicados en la L. X X
figura). A la derecha de cada gel se indica el tamano bargo, los resultados del indice proliferativo a

correspondiente de los marcadores de peso molecular.

las 72 h (Fig. R22 C), es menor en ambos ca-
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Fig. R21

Células carentes de TC21 y RhoG estimuladas con bolas

presentan una activacion anémala

Células T (silvestres +/+, RRas2 -/- y RhoG -/-) se estimularon con bolas de 1, 3 y 6 pm (145-2C11) durante 24 h. Se tifieron con el
anticuerpo especifico para ver expresién de CD69 en membrana en la poblacién CD4.

B

citometria en la poblacién CD4.

Células T se marcaron con CFSE y se incubaron con las bolas de latex durante 72 h. Se analiz6 la fluorescencia remanente de CFSE por

Las medias y desviaciones tipicas representadas fueron obtenidas a partir de tres grupos de datos. P*< 0,05, p**< 0,005 (Test de Mann-
Whitney bilateral). Datos representativos de 3 experimentos diferentes.

sos (RRas2 -/- y RhoG -/-), y mas notable en
el caso de TC21 (RRas2 -/-). Este ultimo resul-
tado, junto con los obtenidos para células ca-
rentes de TC21 y estimuladas con bolas (Fig.
R21), son un reflejo mas, de que estas GTPasas
deben ser requeridas para otras rutas molecu-
lares, de manera adicional a su funcién en la

internalizacién del TCR desde la SI.

Si se recurre a otro tipo de estimulacién,

como es el caso de usar anticuerpo pegado a
placa o soluble (internalizacién independien-
te y dependiente de clatrina respectivamente)
nos muestra de nuevo la clara implicacién de
TC21 y RhoG en los procesos de internaliza-
cién independiente de clatrina, ya que la ac-
tivacién solo estd aumentada (en términos de
indice de proliferacién), cuando el estimulo fue

un anticuerpo inmovilizado (Fig. R22 D).
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Células T AND transgénicas fueron estimuladas con DCEK cargadas con diferentes concentraciones de MCC. (A) Por citometria de
flujo se cuantificaron a las 24 h los niveles de CD69 en membrana de las células CD4 y (B) los niveles de IL2 en el sobrenadante
celular.

Células T AND transgénicas marcadas con CFSE se estimularon con DCEK a diferentes concentraciones y a las 72 h se analiz6 el
indice proliferativo en las células CD4.

Células T procedentes de ratones de diferentes genotipos y marcadas con CFSE, se estimularon con anticuerpo anti-TCR
(145-2C11) a diferentes concentraciones durante 72 h. El anticuerpo se presenté o soluble o pegado a placa.

Las medias y desviaciones tipicas representadas fueron obtenidas a partir de tres grupos de datos. P*< 0,05, p**< 0,005 (Test de
Mann-Whitney bilateral). Datos representativos de 3 experimentos diferentes.




5. RhoG se activa tras la estimulacion del TCR por un me-

canismo dependiente de TC21 y PI3K

Ya es conocida la relacién estrecha que
existe entre TC21 y el TCR (Delgado et al.,
2009), donde TC21 se une a este receptor, ac-
tuando de nexo de unién entre el TCR y PI3K,
controlando asi fenémenos de supervivencia
celular. Sin embargo, nada es sabido sobre la
activaciéon de RhoG a través del TCR y de su re-
lacién con TC21. Lo primero que se quiso pro-
bar, fue la relacién de TC21 y PI3K ya estable-
cida (Delgado et al., 2009a), pero esta vez, en
lugar de estimular con anticuerpo soluble, se
someti6 a las células a una activacién fisiologi-
ca (MCC presentado por DCEK) o un proceso
fagocitico (bolas de litex de 1 um recubiertas
con 145-2C11). Para ello se midi6 la actividad
de la enzima PI3K detectando los niveles de
fosforilacién de Akt en presencia y ausencia
de TC21, en células primarias de ratén (+/+
y RRas2 -/-) (Fig. R23 A). En ambos casos, se
mostré una inhibicién de la fosforilacién de
Akt en ausencia de TC21 (tanto en intensidad
como en duracién), mostrando que también,
en procesos que conllevan fagocitosis del re-
ceptor estimulado, TC21 es requerido para la
activacion de PI3K.

Una vez demostrado que TC21 también
controla la actividad de PI3K tras la estimula-
cién del TCR, se quiso evaluar la actividad de
RhoG en dichas condiciones. Para poder visua-
lizar su activacién, nos basamos en la unién
descrita de RhoG en su estado GTP (activado)
con la proteina ELMO (deBakker et al., 2004;

Henson, 2005). Asi, se estimularon células JK
a través del TCR, con bolas de latex de 1 pm
(recubiertas de anti-CD3, OKT3), con el ob-
jetivo de favorecer la ruta donde RhoG debia
ejercer su papel (fagocitosis). Los lisados celu-
lares se incubaron con la proteina GST-ELMO
(extremo N terminal) unida a la matriz de glu-
tation sefarosa, lo que nos permitié detectar
los niveles de RhoG-GTP presentes en la célula
en ese momento y describir la clara activacién
de esta GTPasa a través del TCR (Fig. R23 B).
Simultdneamente, se detectaron los niveles de
ERK fosforilado, para comprobar que realmen-
te el contacto de la bola con el TCR suponia la
activacién del mismo.

Teniendo en cuenta la relacién de TC21
y RhoG en los procesos de fagocitosis, pensa-
mos que ambas proteinas, al estar bajo el con-
trol del TCR, debian estar en la misma ruta de
sefializacién. Para demostrar esta relacién se
midi6 la activacién de RhoG a través del TCR
en células transgénicas para el TCR (AND) ca-
rentes de TC21 (RRas2 -/-) estimuladas con
DCEK cargadas con MCC (Fig. R23 C). Dicho
experimento mostré que la activacién de RhoG
estaba parcialmente inhibida en el caso de las
células deficientes en TC21.

Para poder relacionar ambas proteinas en
el contexto de una ruta de sefializacién, se re-
currié a las relaciones conocidas de la proteina

RhoG en otros sistemas, donde esta implicada

en procesos de migracién y fagocitosis.
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RhoG es activado a través del TCR por un
mecanismo dependiente de TC21 y PI3K

A La activacion de PI3K por el TCR es TC21 dependiente. Células AND transgénicas de los genotipos indicados fueron estimuladas
durante diferentes tiempos con péptido MCC (10 uM) presentado por DCEK o con bolas de latex de 1 um recubiertas con anti-CD3
(145-2C11). Las células se lisaron y las proteinas totales se procesaron por SDS-PAGE y por western blot, para detectar los niveles de

Akt fosforilado hibridando con un anticuerpo especifico.

B RhoG se activa tras la estimulacion del TCR con bolas de litex. Células JK se estimularon durante 2 min con bolas de latex
recubiertas con anti-CD3 (OKT3) en una proporcién de 40:1 (bolas:célula). Los lisados celulares se sometieron a un Pull-Down (Pd)
con proteina GST-ELMO unida a glutatién-sefarosa. La cantidad de RhoG unido a ELMO se determin tras separar las proteinas en
un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y transferirlas a una membrana de nitrocelulosa la cual se hibridé con el anticuerpo especifico

anti RhoG.

C La estimulacion de RhoG mediada por el TCR es TC21 dependiente. Células primarias de rat6n silvestres o carentes de TC21
(RRas2 -/-) fueron estimuladas con células DCEK cargadas con MCC durante diferentes tiempos. Tras obtener los lisados celulares e
incubarlos con GST-ELMO se comprobé por western blot la cantidad de RhoG activo presente.

D La activacion de RhoG por el TCR es PI3K dependiente. Células primarias de ratén fueron estimuladas con bolas de 1 pm
recubiertas con anti-CD3 (145-2C11) en una proporcién de 20:1 (bolas/célula) durante 5 min en presencia o ausencia del inhibidor
LY294002 a 50 uM (las células se preincubaron durante 30 min con el inhibidor). Tras la estimulacién, se procesaron las células para
obtener los lisados celulares y proceder con un Pull-down (Pd) usando GST-ELMO. Se detect6 la cantidad de RhoG unido a ELMO por

western blot.




TRIO ha sido descrita como la GEF de
RhoG en procesos fagociticos y de migracién
(deBakker et al., 2004; Henson, 2005). Dada
la conexién entre RhoG, TRIO y los fosfatidi-
linositoles (TRIO presenta dominios PH), nos
planteamos la posible implicacién de la enzima
PI3K en todo este proceso. La relacién direc-
ta entre la activacién de PI3K y RhoG, no ha
sido nunca demostrada, aunque si la relacién
de PI3K con la actividad de Rac. Para estudiar
esta posible relacién, se analizé la activacién
de RhoG a través del TCR en presencia del in-
hibidor de PI3K LY249002. Se usaron células
primarias de ratén estimuladas con bolas de
latex de 1 pm (recubiertas de 145-2C11) para
promover con ello la implicacién de la ruta que
estd bajo el control de la fagocitosis. En estas
condiciones se vio que la unién a ELMO de
RhoG, tras la estimulacién, estaba totalmente
inhibida (Fig. R23 D), sin embargo la activa-
cién de TC21 (medida por su unién al dominio
RBD de Raf) no se veia afectada. Estos resulta-
dos suponen la primera demostracién de que
la activacién de RhoG esta bajo el control de
PI3K. Ademas, corroboran que TC21 esté por
encima de esta enzima, ya que su activacién no
se vio afectada.

Dada la dependencia de RhoG de la ac-
tividad de PI3K, y la existencia de un control
de la actividad de RhoG por parte de TC21,
se puede plantear una posible ruta molecular
donde el paso final es la polimerizacién de ac-
tina mediada por Rac. Este paso se llevaria a
cabo por la unién de RhoG, una vez activado,
a ELMO y a Dock180, formando un complejo
trimérico que permite la funcién de Dock180,
el cual es un GEF descrito para Rac (deBakker
et al., 2004; Henson, 2005).

En base a todas las relaciones proteicas
presentadas, el modelo que se plantea (Fig.
R24) se basa en la interaccién de la célula T con
la CPA, donde los TCR contactados convergen
todos en el cSMAC, promoviendo la activacién
de PI3K y RhoG a través de la activacién de
TC21. Todo esto lleva a la polimerizacién de
actina y a la internalizacién desde ese punto
de los TCR, dicho proceso permite la interna-
lizacién de las bolas de latex, cuando es éste el

estimulo utilizado.

A\

INTERNALIZACION DEL <- POLIMERIZACION DE
TCR DESDE EL ¢SMAC ACTINA

3 Modelo en el que se integra a
Flg ° R24 TC21y RhoG en una ruta

fagocitica iniciada por la
activacion a través del TCR

La unién del TCR con el péptido presentado por el CPH y la
posterior activacién da lugar a la formacion de la SI donde el TCR
y los CPH convergen en el centro de la estructura (cSMAC).La
activacién de TC21 por el TCR da lugar al reclutamiento directo de
p1108, subunidad de PI3K. Esta enzima fosforila fosfatidilinosi-
tol (4,5) bisfosfato (PI(4,5)P2) a fosfatidilinositol (3,4,5) trisfos-
fato (PI(3,4,5)P3), aumentando la concentracién de este dltimo
en la zona. TRIO a través de estos productos y de la unién de su
dominio DH/PH activa a RhoG, el cual crea un complejo trimérico
con ELMO-Dock180. Este tltimo es un GEF para Rac, el cual es
activado y promueve la polimerizaciéon de actina necesaria para
iniciar la internalizacién de los TCR contactados, por un proceso
fagocitico.
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6. TC21 y RhoG median el proceso conocido como Trogoci-

tosis

A pesar de la clara evidencia de la ca-
pacidad fagocitica mediada por el TCR, no
se pretende con ello, presentar a las células T
como posibles células fagociticas en el com-
plejo funcionamiento del sistema inmune. La
herramienta de las bolas de latex y el segui-
miento del proceso fagocitico, ha permitido,
hasta el momento, implicar a TC21 y RhoG en
un proceso de internalizacién del TCR desde la
sinapsis, donde ambas proteinas estarian con-
trolando una ruta de endocitosis independien-
te de clatrina, y que permite la internalizacién
de particulas de gran tamarfio (ruta fagocitica
en cuanto a caracteristicas y moléculas impli-
cadas). Sin embargo, es interesante plantearse
qué estan internalizando estos TCR (de mane-
ra TC21 y RhoG dependiente) cuando en lugar
de estar en contacto con la bola de latex, estan
en estrecha comunicacién con la CPA, forman-
dola SI.

En multiples ocasiones se ha descrito un
proceso denominado Trogocitosis (del griego
Trogo que significa “mordisquear”) (Ahmed et
al., 2008). Dicho fenémeno se caracteriza porla
transferencia de material de una célula a otra.
Se ha encontrado en diferentes tipos de inte-
racciones entre las células del sistema inmune.
Sin embargo, uno de los mds estudiados es el
transporte desde la CPA ala célula T (Hudrisier
and Bongrand, 2002).

Hasta el momento, no se conoce cudl es

la ruta molecular que permite la internaliza-

cién del TCR junto con el material de la CPA. Se
piensa, que el contacto entre ambas células en
la zona dSMAC y el transporte de los MC hacia
el cSMAC, conlleva también el transporte de
los CPH hacia el centro de la estructura, donde
convergen y de alguna manera, son internali-
zados desde ahi al interior celular, debido en
parte a una fuerza creada por el citoesqueleto
de actina, que permite la escisién del material
de la CPA.

Dadala capacidad de las células T de inte-
riorizar bolas de grandes tamarfios a través del
TCRy la participacién de actina en este proce-
so, quisimos saber si el papel de TC21 y RhoG
en la fagocitosis de bolas, reflejaba una funcién

de estas proteinas en el proceso trogocitico.

6.1. La adquisicion de fragmentos de mem-
brana de la CPA esta mediado por TC21 y
RhoG

Para poder visualizar y analizar la adqui-
sicién del material de la CPA por parte de la cé-
lula T a través de la SI, se usaron células T AND
(+/+, RRas2 -/- y RhoG -/-) transducidas con
CD3C-GFP (nos permite seguir la formacién
de la SI en el tiempo) en contacto con células
DCEK marcadas con el fluorocromo lipofilico
PKH26 (rojo) y cargadas con MCC. Los conju-
gados se visualizaron por video-microscopia,

adquiriendo las imagenes cada 30 seg, ya que

el proceso es muy rapido (Fig. R25 A). Se pudo
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Flg. R25 TC21y RhoG median el proceso trogocitico

A / B TC21 y RhoG controlan la incorporacién de material de membrana de la célula CPA.

A Video-microscopia de células T transducidas con CD3(-GEP. Estas células se pusieron en contacto con células DCEK marcadas
con PKH26 y cargadas con MCC (10 uM). La formacién de la STy la incorporacién de vesiculas a través de dicha estructura se siguieron
alo largo del tiempo. Las flechas indican la acumulacién de CD3C-GFP en el punto de contacto con la CPA, la cabeza de flecha indica la
aparicién de vesiculas ricas en material de la CPA. El recuadro indica la imagen ampliada. (Videos: +/+ 14, RRas2 -/- 15, Rho G -/- 16)

Cuantificaciéon por citometria de flujo, de la incorporacién de la membrana de la CPA en la célula T. Células T AND de los
genotipos indicados, se pusieron en contacto con células DCEK cargadas con diferentes concentraciones de MCC y marcadas con
PKH26. Se midi6 la fluorescencia media del material de membrana en la poblacién CD4 de las células T.

C El proceso trogocitico requiere de la polimerizacion de actina y de la actividad PI3K. Células incubadas con el inhibidor de la
polimerizacién de actina (Citocalasina D, Cit D) o con los inhibidores de PI3K (LY 294002, LY o Wortmanina, Wort) se pusieron en
contacto con DCEK cargadas con MCC (10 uM) y marcadas con PKH26. Se representa la fluorescencia correspondiente a la membrana
de las CPA en la poblacién de célula T CD4 analizadas por citometria de flujo.
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observar cémo a través de la sinapsis se ad-
quirian trozos de membrana procedentes de
la CPA, visualizdndose pequefios fragmentos
(0,5-1 pm) de membrana (Fig. R25 A) (video
14). Ademads y de forma importante, este fené-
meno no se percibia en el caso de las células
carentes de ambas GTPasas, donde se formaba
la ST (Fig. R25 A. Videos 15 y 16), pero no apa-
recian vesiculas como en el caso de las células
de genotipo silvestre.

El mismo resultado se obtuvo en expe-
rimentos realizados con células T CD8 proce-
dentes de ratones transgénicos OT1 (células
T transducidas con CD3(-GFP, estimuladas
con CPA marcadas con PKH26 y cargadas con
OVAp). (Videos 20, 21y 22).

Para poder hacer un anélisis mds cuanti-
tativo, se examinoé este proceso trogocitico por
citometria de flujo, representando los niveles
de fluorescencia correspondientes a la mem-
brana de la CPA (IMF de FL2), en la poblacién
CD4 de las células T AND (Fig. R25 B). La com-
paracién entre las células silvestres y las células
carentes de TC21 o RhoG, mostré de nuevo la
implicacién de ambas proteinas en el fenéme-

no trogocitico.

6.2. El proceso de trogocitosis requiere la
correcta polimerizacion de actina y la ac-
tividad de PI3K

Sabiendo que la fagocitosis mediada por
TC21 y RhoG, es completamente dependiente
de la polimerizacién de actina y de la correcta
actividad de la quinasa PI3K, se realiz6 la cuan-
tificacién del proceso trogocitico en presencia
de inhibidores para ambos elementos (Fig. R25
0.

Usando Citocalasina D a 1 pug/ml para

inhibir la polimerizacién de actina, se bloque6
por completo la adquisicién de membrana de la
CPA. En cuanto LY294002 y Wortmanina (in-
hibidores de PI3K) se obtuvo una inhibicién del
proceso dependiente de la concentracién de la
droga, llegando a niveles préximos a los conse-
guidos con la Citocalasina D cuando se usé una
concentracién maxima de ambos compuestos.

Los resultados expuestos hasta aqui de-
muestran la implicacién en la trogocitosis de
TC21, RhoG, PI3K y de la polimerizacién de
actina. Estas observaciones sugieren que el
proceso clasicamente conocido como trogoci-
tosis a través del TCR, es en realidad un pro-
ceso fagocitico remanente en las células T, que
se da desde el centro de la SI, una vez los TCR

contactados convergen en el cSMAC.

6.3. En el proceso de trogocitosis/fagoci-
tosis, TC21 y RhoG también median la ad-
quisicion y reexpresion de CPH-II

En el proceso trogocitico, se ha visto que
mediante la internalizacién de la membrana, la
célula T adquiere un grupo de proteinas espe-
cificas, las cuales se incorporan de forma ma-
yoritaria de manera antigeno especifica (He et
al.,, 2007; Huang et al., 1999). Este grupo de
proteinas son los dos tipos de CPH (I y II) , B7,
CD54, CD40, OX40L y 41BBL, las cuales co-
localizan en la SI en el momento de estrecho
contacto entre la célula T yla célula CPA (He et
al., 2007). Se ha determinado, que adicional-
mente al proceso trogocitico dependiente del
TCR, el correceptor CD28 puede dar lugar al

mismo fenémeno, pero de manera antigeno in-

dependiente, uniéndose a B7 en la célula CPA
(Hwang et al., 2000).

A pesar de haber obtenido una clara in-




hibicién del proceso en dependencia de la con-
centracién del péptido presentado (Fig. R25 A
y B), se vio necesario comprobar, que realmen-
te, en el caso de las células deficientes en TC21
o RhoG, la incorporacién del CPH especifico,
el cual es contactado por el TCR, se veia afec-
tado, comprobando asi la dependencia con la
internalizacién del receptor. Con este objeti-

vo, se transfectaron transitoriamente células

DCEK con I-Eo*-GFP, las cuales se incubaron
con el péptido MCC. Dichas células se usaron
para obtener conjugados con las células T AND
(de diferentes genotipos), que posteriormente
fueron teflidas con anti-CD3( para visualizar
por microscopia éptica la formacién de SI. En
el caso de células silvestres (+/+) se pueden
apreciar vesiculas positivas para el CPH-II y
el TCR (Fig. R26 A, cabeza de flecha) (Huang
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Las células T adquieren y reexpre-
san el CPH-II a través de un proceso
dependiente de TC21y RhoG

Las células T necesitan TC21 y RhoG para internalizar vesiculas desde la SI
incluyendo CPH-II y TCR. Células T AND se pusieron en contacto con células DCEK
transfectadas transitoriamente con I-Ea*-GFP y cargadas con MCC. Tras el tiempo de
estimulacién se tifieron las células para microscopia 6ptica con anti-CD3( para visuali-
zar las SI. En el caso de las células RRas2 -/- y RhoG -/-, las células no presentan la
capacidad de internalizar vesiculas doble positivas desde la SI. En el caso de RhoG -/-,
ambas proteinas quedan incluso bloqueadas en la SI. En las células silvestres, se puede
apreciar la aparicién de vesiculas de 0,5-1 pm que contienen CD3{ y CPH-II (cabeza de
flecha), provenientes de la SI.

Método cuantitativo para analizar la incorporaciéon de I-EcX_-GEP en las
células T AND CD4. Células T AND se pusieron en contacto con células DCEK
transfectadas transitoriamente con I-EocX-GFP e incubadas con MCC a diferentes
concentraciones. Las células se tifieron y se analiz la intensidad de fluorescencia para
GFP en la poblacién CD4.

TC21 y RhoG afectan a la reexpresion de 1-EK en la membrana celular de las
células T. Células T AND de haplotipo I-AP (+/+, RRas2 -/-, RhoG -/-) se estimularon
con células DCEK cargadas con MCC durante diferentes tiempos. Tras la estimulacién
se procesaron y se analizaron por citometria de flujo para detectar los niveles de CPH
II (anticuerpo anti-I-E®) provenientes de la célula presentadora.

Todas las medias y desviaciones tipicas reflejadas, provienen de 3 grupos de datos por
cada condicién. p*< 0,05, p**< 0,005 (Test de Mann-Whitney bilateral). Datos
representativos de 4 experimentos diferentes.
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et al.,, 1999), indicando que ambas proteinas
se internalizan conjuntamente desde la SI, en
vesiculas de aproximadamente 0,5-1 pm. Sin
embargo, en el caso de las células que carecen
de TC21 y RhoG, dicha internalizacién no se
da, incluso en el caso de RhoG -/-, parece que
ambas proteinas quedan bloqueadas colocali-
zando en la SI.

Para obtener una cuantificacién mas
exacta del proceso, se analiz6 mediante citome-
tria de flujo la incorporaciéon de I-Ea*-GFP en
las células T CD4, que se pusieron en contacto
con células DCEK transfectadas y cargadas con
MCC a diferentes concentraciones. De nuevo,
en este caso, se mostré una clara inhibicién en
ausencia de ambas GTPasas (Fig. R26 B), don-
de las células tenian una respuesta, en funcién
de la concentracién del antigeno, muy inferior
a la observada para las células silvestres. Esta
inhibicién especifica de la incorporacién del
CPH, indica de nuevo que TC21 y RhoG estdn
bajo el control del proceso trogocitico mediado
por el TCR cuando se internaliza desde la SI.

La capacidad trogocitica remanente que
muestran las células RRas?2 -/- y RhoG -/- (Fig.
R26 B), debe corresponderse a la internaliza-
ci6én mediada por CD28 o a redundancia con
otras GTPasas.

Conjuntamente con la descripcién de la

capacidad trogocitica de las células T, se ha de-

mostrado, en varios trabajos, la capacidad de
reexpresar las proteinas internalizadas en su
membrana (Huang et al., 1999) y de convertir-
se en células T-CPA para otras células T de la
misma especificidad (Umeshappa et al., 2009;
Xia et al., 2006; Xiang et al., 2005).

Dadoslos resultados que implican a TC21
y RhoG en el proceso trogocitico/fagocitico, se
planteé la posibilidad de comprobar si esto se
traducia en una menor expresién de CPH-II en
la membrana de los linfocitos T. Para ello se re-
currié a ratones transgénicos AND, cuyas célu-
las pueden ser seleccionadas positivamente en
el timo en presencia de I-E* o I-AP. Usando ra-
tones de haplotipo I-AP, se puede detectar con
facilidad la incorporacién I-EX a linfocitos T
I-AP positivos para un proceso de trogocitosis.

Se usaron células DCEK, las cuales pre-
sentan al péptido MCC a través del I-EX, para
estimular células AND (I-AP) con los diferentes
genotipos (+/+, RRas2 -/-. RhoG -/-). Aplican-
do tras la estimulacién un anticuerpo anti-I-EX,
se pudo detectar la adquisicién y expresiéon de
I-EX antigeno dependiente (Fig. R26 C). En au-
sencia de TC21 o RhoG, los niveles de expre-
sion de I-EX fueron préximos a los obtenidos
con CPA sin péptido. Esta deficiencia, por par-
te de las células que carecen de TC21 y RhoG,

puede ser debida a la incapacidad de adquirir
directamente el CPH desde la SI.




7. Células T como células presentadoras

7.1. La capacidad de presentacion del an-
tigeno por parte de la célula T esta dificul-
tado en ausencia de TC21 y RhoG

Las células T humanas activadas expre-
san CPH-II mientras que las células de ratén no
lo hacen. Sin embargo, como hemos mostrado
en la Fig. R26 si que pueden adquirir CPH-II
procedentes de las CPA. No se sabe muy bien
la funcién que la expresién en membrana de
las células T del antigeno pueda tener. Hay ar-
gumentos que apoyan un papel negativo en la
respuesta contra antigeno. Primero se piensa
que la capacidad presentadora de las células T
debe ser muy débil, por la poca eficiencia de
incorporar antigeno por parte de estas células
(Tsang et al., 2003). Segundo, que pueda servir
para limitar la expasién clonal al disminuir los
complejos péptido-CPH de las CPA (Tsang et
al., 2003). Tercero que pueda servir para elimi-
nar células CD8 citotdxicas ya que al adquirir el
péptido-CPH ellos mismos se convertirian en
blanco (Umeshappa et al., 2009). Sin embargo
otros autores dan un papel activador.

Para abordar el estudio de la posible fun-
cién de la célula T convertida en CPA, decidi-
mos utilizar las células deficientes en TC21 o
RhoG como herramienta. Para ello, células
T procedentes de ratones AND de fondo I-AP
(+/+, RRas2 -/-, RhoG -/-), se incubaron con
DC de fondo I-E* cargadas con MCC, con el ob-
jetivo de permitir la trogocitosis/fagocitosis de
los CPH cargados con el péptido. Tras la incu-
bacién, se purificaron las células T, disgregan-

do los conjugados formados y eliminando por

tincién y posterior aislamiento con bolas mag-

néticas (Dynabeads) las células que no eran
T CDA4. Dicho proceso de purificacién, clave
para los pasos posteriores, se analizé por cito-
metria de flujo, y se calculé la contaminacion,
que aunque minima, habia remanente en cada
condicién de células T (Fig. R27 A). Tal proceso
de purificacién daba lugar a una poblacién de
células T minimamente contaminadas con DC
(alrededor del 3-4 %).

Las células T-CPA CD4, se usaron para
estimular células AND silvestres, y por lo tan-
to de la misma especificidad antigénica por el
MCC, marcadas con CFSE, para seguir su pro-
liferacién. Las células T-CPA, se diluyeron para
tener diferentes cocientes finales de células
CPA y células respondedoras (estas ultimas se
pusieron en un numero fijo). Esta dilucién te-
nia como objetivo poder minimizar la cantidad
de células “contaminantes” presentes en el cul-
tivo, y conseguir ver, por tanto, la estimulacién
proveniente solo y Uinicamente de las células
T-CPA. No obstante, como control del efecto
de las DC contaminantes, llevamos en parale-
lo un experimento de estimulacién de la pro-
liferacién de AND silvestres en respuesta a un
nimero de DC cargadas con antigeno calculado
en funcién de la contaminacién de las T-CPA.

El indice de proliferacién se calculé tras
4 dias de estimulacién por citometria de flu-
jo. Los resultados (Fig. R27 B) mostraron que
las células T silvestres inducian una activacién
por encima de la que causaban el nimero de
DC tedricamente presentes en el cultivo. Sin
embargo, en el caso de las células T carentes

de TC21 o RhoG, la activacién que causaban
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Las células T como células presentadoras de antigeno

A Pureza dela poblacién T-CPA usada para estimular células T de la misma especificidad. Histogramas de citometria de flujo donde
se representan los niveles de CD4 (canal FL1, verde) y la sefial para los marcadores CD11b, CD11c, B220 y CD8, correspondiente a la
tincién con una mezcla de los anticuerpos especificos conjugados a biotina y detectados con estreptavidina (canal FL4, rojo lejano). Se
muestra los resultados con la poblacién antes y después de la purificacién usando bolas magnéticas recubiertas de estreptavidina.

B Las células T requieren TC21 y RhoG para convertirse en células presentadoras de antigeno. Células T CD4 AND de fondo I-AP,

se incubaronn con células dendriticas cargadas con MCC a 100 uM procedentes de un ratén de fondo I-EX durante 2 horas, para permitir

la trogocitosis de I-EX-MCC por parte de las células T. Transcurrido el tiempo, las células T CD4 AND, fueron purificadas por seleccién

negativa y usadas en la cantidad indicada, para estimular células T CD4 AND de fondo I-AP marcadas con CESE. Se midi6 por citometria

de flujo la dilucién del CFSE tras 4 dias de estimulacién para determinar el indice de proliferacién. La proliferacion tedrica causada por las
células dendriticas contaminantes (en el caso de la poblacién purificada de +/+) se indica como DC.

Cada media y desviacién tipica representada, proviene de grupos de 3 datos diferentes. P**<0,005 (Test de Mann-Whitney bilateral).

Representacién de 5 experimentos diferentes.

era menor, quedandose préxima a la activaciéon
causada posiblemente por las DC.

Estos resultados muestran tres puntos
clave: las células T adquieren CPH-II y son ca-
paces de actuar como CPA para otras células T

de manera antigeno especifica. En ausencia de

antigeno, las células silvestres no son capaces
de estimular, indicando que la internalizacién
independiente de TCR no tiene la capacidad de
convertir a la célula en presentadora (datos no

mostrados, por quedarse los puntos de estimu-

lacién al nivel del eje de abscisa). Por ultimo,




TC21 y RhoG, debido a su papel en la interna-
lizacién del TCR desde la SI, trogocitando/fa-
gocitando el CPH unido al antigeno especifico,
ejercen un papel clave para la conversién de las

células T CD4 en células presentadoras.

7.2. La capacidad presentadora de las cé-
lulas T

Clasicamente, las células presentadoras
se dividen en dos grandes grupos: profesio-
nales y no profesionales, siendo las primeras
aquellas que expresan altos niveles de CPH-II'y
moléculas coestimulatorias. Como células pro-
fesionales se puede citar por oren de capacidad
presentadora a las DC, los macréfagos y los lin-
focitos B (Croft et al., 1992; Guery and Adorini,
1995). Se piensa que las DC poseen una mayor
eficacia presentadora por sus altos niveles de
CPH-II'y de correceptores como CD80 y CD86.

Las células T, como células nucleadas que
son, presentan la capacidad de expresar antige-
nos intracelulares por CPH-I, sin embargo seles
atribuye una baja eficacia de presentacién. En
cuanto a su faceta de presentar antigenos ex-
tracelulares adquiridos por el CPH-II (o CPH-I)
trogocitado/fagocitado por el TCR, no es cono-
cido con exactitud su capacidad estimulatoria.
Con el objetivo de comprobar la capacidad de
presentacién y por lo tanto de estimulacién
de las células CD4 T-CPA sobre células T de la
misma especificidad, se purificaron células T
que habian estado en contacto con DC carga-
das con péptido MCC (igual que en el proceso
de purificacién representado en la Fig. R27 A).
Tanto células T-CPA, como DC cargadas con la
misma concentracién de péptido, se llevaron a

una dilucién limite para llegar a tener 1 célula

por pocillo. El nimero de células respondedo-

ras, marcadas con CESE, se dejé fijo.

Tras 7 dias de estimulacién, se calculé el
numero de células que habia respondido ante
el estimulo de una tnica célula presentadora
como se muestra en la Fig. R28 A. Los resul-
tados (Fig. R28 B) indican una clara capacidad
estimulatoria de ambos tipos de presentado-
ras, activando una media de 20 células T por
presentadora. Dichos resultados muestran que
la capacidad estimulatoria de ambos tipos ce-

lulares es similar.

7.3. La trogocitosis como factor limitante
de la expansion clonal

Ante la entrada de un patégeno en el or-
ganismo, debe tenerse en cuenta el bajo nume-
ro inicial de CPA infectadas. Se ha planteado,
que le existencia de la trogocitosis, y la transfe-
rencia del antigeno presentado y procesado en
el CPH, debe permitir la accesibilidad del anti-
geno a un mayor numero de células T, aumen-
tando asi la respuesta inmunolégica (Tsang et
al., 2003).

Para demostrar este hipdtesis compro-
bamos la respuesta de las células T en funcién
de su genotipo (+/+, RRas2 -/-, RhoG-/-) a un
numero limitado de DC presentadoras. Si las
células T respondedoras tienen la capacidad
trogocitica/fagocitica intacta y por lo tanto de
tomar los complejos péptido-CPH y presentar-
los a otros linfocitos T respondedores, la res-
puesta proliferativa seria mayor que en una si-
tuacién donde solo las DC pueden actuar como
presentadoras (Fig. R29 A).

Cuando las respondedoras eran +/+, tan-
to en presencia de DC como T-CPA se obtuvo

una respuesta proliferativa medible. Sin em-
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bargo, cuando las células respondedoras eran
deficientes en el proceso trogocitico (RRas2
-/-y RhoG -/-) las células no proliferaron. Este
defecto fue mucho mayor que el mostrado en
experimentos realizados con un numero alto
de presentadoras, donde éstas no son limitan-
tes (Fig. R22 O).

Estos resultados muestran por tanto que

la trogocitosis expanden la serial proliferativa,
aumentando el namero de células presentado-
ras presentes en el organismo, al convertirse
las células T en CPA. TC21 y RhoG son esencia-

les en este proceso.
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Las células T-CPA y las células DC,
presentan a nivel singular, la misma
capacidad de presentacion y estimu-
lacion sobre células T

Anilisis del ensayo de proliferacion en condiciones de dilucién
limite de las células presentadoras. Representaciéon del analisis
realizado sobre los datos obtenidos por citometria de flujo. Dentro de
la poblacién negativa para Yoduro de propidio (YP), se tomaron como
células vivas aquellas que presentaban un perfil de FSC/SSC blastico.
Ademas dentro de esta poblacién, se analizaron los niveles de CFSE
en la poblacién CD4 positiva. Consideramos el porcentaje de las
células en proliferacién los niveles encuadrados en rojo. Las células en
el recuadro verde corresponden a células CD4 positivas que no han
proliferado.

Capacidad estimuladora de las células T-CPA frente a las
células dendriticas. Células T AND I-AP que habian estado en
contacto con células dendriticas cargadas con MCC a 100 puM, y
células dendriticas, se diluyeron al limite para poner una célula por
pocillo, y para estimular 1,4 x10° células T AND, marcadas con CFSE.
Se midieron los niveles de CFSE tras 7 dias de estimulacién.
P**<0,000002, p****< 0,0000002 (Test de Mann-Whitney bilateral).
Datos representativos de 3 experimentos.
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A Modelo de la implicacion del proceso trogocitico ante la presentacion del antigeno cuando las células presentadoras

profesionales estian en un nimero limitado. En condiciones normales, las células T con el TCR especifico para el antigeno presentado
por la CPA, interaccionan e internalizan el MHC con el antigeno, volviéndolo a presentar en su membrana y convirtiéndose en célula CPA
para otras células T, evitando asi el problema de la poca disponibilidad de antigeno. En el caso de las células carentes de TC21 o RhoG, esta
toma y re-expresion del antigeno, no tiene lugar.

B TC21 y RhoG son esenciales en procesos de proliferacion, cuando las células presentadoras profesionales estan en un niimero
limitado. Células dendriticas incubadas con MCC (100 uM) o células T purificadas tras la incubacién con células dendriticas con péptido
ala misma concentracién, se diluyeron al limite para estimular 1,4 x 10° células T AND marcadas con CESE. Tras 7 dias se calcul6 el indice

de proliferacién de las células T respondedoras.
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Discusién

Los datos presentados en este trabajo
demuestran la existencia de una ruta fagociti-
ca, no descrita previamente, que controla dife-
rentes aspectos de la naturaleza de las células
T. Ademds, se describe al TCR, TC21 y RhoG
como moléculas implicadas en el control espe-
cifico de dicha ruta. La capacidad fagocitica de
los linfocitos T queda evidenciada por la adqui-
sicién de bolas de latex de diferentes tamarios
de manera especifica a través del TCR, asocian-
do por tanto a este receptor, una ruta especifi-
ca de internalizacién tras su estimulacién con
ligandos inmovilizados. También se demuestra
la activacién de RhoG a través de TC21 tras la
estimulacién del TCR.

La inhibicién de la captacién de mate-
rial de la CPA, junto con la disminucién de la

reexpresion de este material en la membrana

de células procedentes de ratones carentes de
TC21 y RhoG, nos ha llevado a describir la im-
plicacién de estas dos proteinas en el proceso
conocido como trogocitosis.

El anélisis minucioso de todos los resul-
tados obtenidos y la caracterizacién del pro-
ceso trogocitico, nos ha permitido relacionar
la capacidad fagocitica de las células T, con la
trogocitosis y con la internalizacién de los TCR
contactados desde el cSMAC. Nuestras obser-
vaciones y datos experimentales nos dirigen a
un modelo en el que la formacién de la SI cons-
tituye un intento de “fagocitar” la célula pre-
sentadora, dando como resultado el proceso
trogocitico. Dicho proceso otorga unas funcio-
nes caracteristicas de células CPA a las células
T, suponiendo un nuevo elemento a tener en

cuenta en la respuesta inmune global.

1. Fagocitosis en células T: La forma y los modos

1.1. De la Sinapsis inmunolégica al “Tro-

gosoma”

La funcién de la SI ha sido y es un punto
controvertido en el campo de la inmunologia.
Son multiples las técnicas desarrolladas para
su abordaje, siempre con el objetivo de atribuir
a la ST una funcién activadora o degradativa.

La funcién “artificial” de fagocitar bolas
de litex de gran tamario a través de la activa-
cién del TCR, se debe plantear como una he-
rramienta que ha permitido demostrar la ca-
pacidad fagocitica de los linfocitos T a través
de una ruta controlada por TC21 y RhoG (Fig.
D1). Dicha capacidad de fagocitar bolas mues-

tra la existencia de una ruta fagocitica asocia-

da al TCR y ha permitido resolver una relacién
inconexa hasta el momento: formacién-resolu-
cién de la STy trogocitosis.

La existencia de la maquinaria y de la ca-
pacidad fagocitica, obliga a reanalizar todas las
conclusiones obtenidas a partir de situaciones
experimentales en las que se han usado célu-
las T en contacto con bicapas lipidicas. El TIRF
(“total internal reflection fluorescence micros-
cope”), técnica estrechamente ligada a la utili-
zacion de bicapas, ha permitido un gran avance
en la resolucién de imagen obtenida. Sin em-
bargo, esta metodologia no permite estudiar
lo que ocurre mas alld de los 100-200 nm de
la membrana plasmatica, lo que implica que en

una fagocitosis, donde la membrana se curva
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' TCR NO CONTACTADO . CITOESQUELETO DE ACTINA

ﬁ TCR CONTACTADO
POR ANTICUERPO

Fig . Dl La célula T posee la maquinaria
necesaria para la internalizacion de
particulas de gran tamaiio (1-6 um)

LacélulaT es capaz de englobar particulas esféricas simulando una
fagocitosis de tipo cremallera (“zipper”). A través del contacto del
TCR con anticuerpos estimulatorios localizados en la superficie de
bolas de litex, se induce la polimerizacién del citoesqueleto de
actina y con ella, la expansién de la membrana alrededor de la
particula hasta su completa internalizacién. De este modo se
multiplica el contacto de los TCR con los anticuerpos presentes en la
superficie de la esfera y aparecen asi, TCR contactados en la copa
fagocitica, que iniciardn las cascadas de sefializacién proximales
requeridas.

T EXPANSION DE LA MEMBRANA

y se internaliza, podria perderse informacién
e incluso interpretar de forma errénea la apa-
ricién o desaparicién de determinadas estruc-
turas. Asi por ejemplo, se ha descrito que en
condiciones de utilizacién de bicapas lipidicas,
aparece cerca del ¢cSMAC un compartimento
endosomal que contiene CD45 y glicolipidos
(abundante en balsas lipidicas). Sin embargo,
dichas estructuras no estdn presentes en con-
diciones mds fisiolégicas, donde la bicapa lipi-
dica es sustituida por una CPA (Dustin, 2002;
Johnson et al., 2000).

Parte de este trabajo estd basado, como
punto de partida, en la similitud “visual” del
proceso del reconocimiento de la célula T de
la CPA, con el fenémeno fagocitico, donde una
célula profesional interacciona con el patdge-

no y expande su membrana sobre la particu-

la para englobarla e internalizarla a través de

receptores especificos. Como ya se ha comen-
tado con anterioridad dicho fenémeno causa
en ambos casos una profunda remodelacién
del citoesqueleto de actina, que permite tanto
la extensién de la membrana como la forma-
cién del fagosoma en la zona préxima a ésta.
Coémo ocurre la expansiéon de membrana cudl
es la implicacién del citoesqueleto de actina y
las moléculas serializadoras y cémo acontece la
formacién del fagosoma (o sus equivalentes)
en las células T, es algo que hay que presentar
paso a paso.

Mediante la utilizacién de bicapas lipi-
dicas, ha sido demostrado que el grado de ex-
pansién de la membrana depende del elemento
estimulatorio y de su distribucién, constitu-
yendo en ambos casos un método de rastreo
por parte de la membrana y de los receptores
de antigenos localizados en su proximidad.
Asi, el tamarfio y la cantidad de antigeno son
determinantes en el caso de la fagocitosis y SI
respectivamente.

Por lo que se refiere al citoesqueleto, en
los dos tipos de interfase aparece de manera
caracteristica un anillo periférico de actina,
formado en la zona mds externa del punto de
contacto inicial. En las células T, en este punto
inicial se originan los MC produciéndose con
ello el inicio de la sefializacién (Barda-Saad et
al., 2005; Gerisch et al., 2009). Parece claro que
este anillo delimita una zona de actuacién don-
de quedan constreriidas todas las moléculas
sefializadoras y estd acompariiado de un flujo
centripeto de polimerizacién hacia el centro de

la SI, permitiendo el transporte de los MC, y

con ello la separacién de los diferentes domi-
nios de la SI (DeMond et al., 2008; Kaizuka et




al.,, 2007). En un fenémeno fagocitico el ani-
llo de actina seria necesario para originar una
fuerza tensora que mediaria la incorporacién
de la particula a fagocitar y la apariciéon del fa-
gosoma (Fig. D2).

En la fagocitosis clasica, el entrecruza-
miento entre los receptores para las particulas
patogénicas y la fuerza adecuada de adhesién
entre la célula y el patégeno son aspectos nece-
sarios para la consecucién del proceso y la apa-
ricién del fagosoma (Bongrand and Golstein,
1983; Capo et al., 1982). Ademas, la particula
enfrentada debe cumplir unas caracteristicas

clave como oponerse con una constitucién

Discusién

fuerte y una forma determinada, que haga
efectivas las tensiones originadas en la célu-
la efectora. La fuerza de la unién de los TCR
al péptido-CPH y la oposicién que la célula T
puede encontrar, son dos aspectos a tener en
cuenta. Hace ya varias décadas se estudiaron
mediante diferentes técnicas las fuerzas esta-
blecidas entre una célula T y su CPA con antige-
no especifico. La fuerza de adhesioén era tal, que
para perturbar la unién del conjugado formado
habia que aplicar una gran cantidad de fuerza
y ademads implicaba la escisién de parte del ma-
terial unido al receptor (Bongrand et al., 1983).
La afinidad del TCR por su ligando es baja, sin

CPA

CPA

Cél. T

' TCR NO CONTACTADO . CITOESQUELETO DE ACTINA
O p

' TCR CONTACTADO POR ANTIGENO

4 EXPANSION MEMBRANA, POLIMERIZACION ACTINA

a RETRACCION ANILLO DE ACTINA

MOVIMIENTO CENTRIPETO DE LOS TCR PARA COLAES-
CEREN cSMAC

€ MOVIMIENTO DE COMPONENTES DE MEMBRANA DE
LA CPA

Fig. D2
La Sinapsis Inmunolégica es un
proceso fagocitico remanente en la
célula T, adaptado a un tipo especifico
de antigeno y de receptor

1 Cuando la célula presentadora es demasiado grande para
ser fagocitada, la célula T extiende su membrana sobre la
CPA mediante un movimiento iniciado por los TCR que
estan siendo contactados por los CPH, dando lugar a una
ola de polimerizacién de actina (verde). La ola de polime-
rizacién tiende a expandirse mas y mas hasta alcanzar
un maximo. Los TCR contactados sefializan a través de
los MC localizados en la parte mas periférica de la
interfase creada (representados como dimeros) los
cuales tienden a coalescer en el centro de la estructura
(cSMACQ).

z El transporte centripeto de los TCR promueve una
retraccién del anillo de actina o viceversa, lo que origina
que la membrana plasmatica de la célula T englobe a la
evaginacién de la membrana de la CPA la cual presenta
una serie de caracteristicas fisicas determinadas por la
acumulacién de dominios especificos en la zona.

3 Las caracteristicas de la membrana de la célula diana, yla
acumulacién de TCR contactados en la zona (cSMAC),
los cuales se caracterizan por una fuerte unién a su
ligando, confieren la fuerza necesaria para la escisién de
la estructura membranosa en forma de fagosoma. La
incapacidad de fagocitar toda la CPA, da lugar a la
fagocitosis (trogocitosis) de un pequeiio fragmento de la
membrana de la CPA y con ello la internalizacién de los
TCR contactados y localizados en el ¢cSMAC. En este
contexto existen dos tipos de TCR, los contactados y los
no contactados (los cuales pueden localizarse en la
interfase por trafico intracelular o difusién lateral en la
membrana). Solo los contactados son incorporados en el
c¢SMAC y por lo tanto solo estos seran los internalizados
desde ese punto.
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embargo, cuando los TCR son transportados a
la zona del cSMAC, la unién se vuelve practica-
mente indisociable (Grakoui et al., 1999).

En el caso de la CPA, no hay ningin tra-
bajo que la haya considerado como diana de fa-
gocitosis por parte de la célula T. Sin embargo,
hay que tener en cuenta tanto su gran tamariio
respecto a la célula efectora como la reorgani-
zacién de su membrana en el momento de la
formacién de la SI (He et al., 2007). Durante
esta reorganizacidn, los diferentes complejos
CPH junto con algunas de las moléculas coes-
timulatorias que juegan un papel esencial en la
SI, son agregadas en el centro de la interfase,
junto con dominios lipidicos caracteristicos de
membrana. De esta forma, los complejos CPH
colocalizan en espacio y tiempo con el TCR en
el cSMAC, constituyendo una zona potencial-
mente capaz de ejercer la resistencia necesaria
para permitir la fagocitosis.

Se ha descrito que las células fagociticas,
modifican su forma de actuacién en presencia
de una particula de tamario limitante. De esta
manera seria posible que ante la CPA, donde ni
el tamafio, nila consistencia celular son las ade-
cuadas, el anillo de actina no pueda limitarse a
unirse fuertemente a los limites de la particula
a fagocitar ya que no encuentra la resistencia
adecuada. De esta manera, a través del movi-
miento centripeto de los TCR hacia el cSMAC,
y gracias a la modificacién de las condiciones
fisicas de la membrana de la CPA y al aumento
de afinidad del par TCR-péptido-CPH en este
punto, se puede dar la escisién de la fraccién
de la membrana tras la retraccién del anillo de
actina alrededor de esta zona. De esta mane-
ra se origina una vesicula correspondiente a la

zona del cSMAC, conteniendo material protei-

co localizado en ese punto, como por ejemplo
los TCR (Fig. D2).

Al igual que en la interfase creada en los
procesos fagociticos, en estudios donde se usan
CPA para estimular células T, se aprecia que la
polarizacién del citoesqueleto de actina de la
célula T hacia la CPA no es homogénea, sino
que deja un “punto limpio” en el centro de la
interfase donde se puede apreciar una invagi-
naci6én de la membrana (Singleton et al., 2006).
Esta ausencia de actina durante el proceso fa-
gocitico es cldsica, y permite la curvatura de
la membrana y la consiguiente formacién del
fagosoma (Singleton et al., 2006). Este dltimo
hecho exige de nuevo la reinterpretacién de los
datos obtenidos en bicapas lipidicas, donde se
describe siempre un espacio correspondiente
al cSMAG, libre de actina. Este punto carece de
actina seguramente por dos motivos: el posible
fagosoma incipiente se ha internalizado a una
profundidad mayor de 200 nm, lo que impide
su visualizacién, observandose tinicamente el
anillo de actina que est4 permitiendo o “inten-
tando” en parte su escisién. Un segundo mo-
tivo es que la vesicula incipiente debe sufrir
una ripida despolimerizacién de actina, que
en condiciones de fagocitosis normales (no
frustradas) se origina nada mis el fagosoma se
separa de la membrana. Sin embargo, en este
caso las condiciones son diferentes y es donde
se deberia crear el fagosoma, donde se aprecia
esta despolimerizacion.

Por lo tanto, este trabajo, a través de la
descripcién de la capacidad fagocitica de las cé-
lulas T, plantea la internalizacién de los TCR
desde la SI como el mecanismo que ejerce la

fuerza requerida para la generacién de fagoso-

mas de un tamario aproximado de 1 um, alas




cuales nos referiremos a partir de ahora como
trogosomas. Estas contienen tanto proteinas
de membrana como citosélicas de la célula dia-
na junto con los TCR contactados. La diferen-
cia de la composicién de las membranas impli-
cadas (quiza balsas lipidicas frente a zonas de
no balsas lipidicas) e interacciones proteina-
proteina favorecen el proceso trogocitico des-
de el cSMAC, donde todas estas condiciones se
ven favorecidas y quiza potenciadas.

La cuestién que queda sin resolver es
la intensidad y origen de la fuerza necesaria
para la consecucién del proceso y que debe te-
ner como origen la célula T. Esto ultimo esta
de acuerdo con resultados que muestran que
el proceso trogocitico no queda inhibido si se
bloquea la polimerizacién de actina en la CPA,
excluyendo la posibilidad de la existencia de
una fuerza ejecutada por parte de esta célula
“donante”. Por otro lado, la existencia de un
limite de concentracién de antigeno para pro-
mover la incorporacién de material de mem-
brana, muestra que el proceso trogocitico re-
quiere una densidad critica de interacciones

antigeno-TCR especifico.

1.2. Ruta trogocitica: TCR-TC21-RhoG

El concepto fagocitosis no puede enten-
derse sin la implicacién de dos tipos de recep-
tores, el FcyRI, y el BCR, que juegan un papel
esencial en la internalizacién de particulas a
través de rutas fagociticas. La relacién entre
estos receptores y el TCR se hace evidente al
comprobar que todos ellos presentan una se-

cuencia denominada ITAM. En la proteina Fc-

YRI, el ITAM est4 situado en la cadena y, que

estd relacionada filogenéticamente con la cade-
na CD3C del TCR y cuya funcién est4 relaciona-
da con la transmisién de sefiales del exterior al
interior celular.

No hay que olvidar el concepto evolutivo
dentro del sistema inmune, como un sistema
que ha sufrido una evolucién continua y por lo
tanto una adaptacién. La existencia de la ruta
trogocitica en las células T, y la implicacién
de los ITAM asociados a moléculas o rutas de
sefializacién presentes en otras células donde
ejercen una funcién fagocitica, hace plantear a
la trogocitosis como un ejemplo de cooptacién,
término ya presentado por Darwin, donde un
rasgo ancestral como la fagocitosis, ha sido
explotado en muchos linajes para funciones
diferentes. Por lo tanto el mecanismo, o los
elementos estructurales y funcionales, se man-
tienen pero se adaptan a nuevas funciones, en
este caso a la incorporacién de pequetios frag-
mentos de membrana, cuya finalidad se discu-
tird mas adelante.

Al ser internalizados, el FcR y el BCR se
llevan consigo el ligando, pese a que éste esta
unido a membrana, y en algunos casos este
proceso lo realizan por un mecanismo trogo-
citico (Batista et al., 2001). Por lo tanto, ;No
podria la célula T ejecutar dicha funcién a tra-
vés del TCR?.

La participacién de los ITAM en el pro-
ceso de trogocitosis queda implicito por la im-
plicacién de TC21, estd intimamente ligado
a la serializacién a través del TCR y del BCR
uniéndose a estos dominios. A pesar de que no
ha sido descrita la implicacién de TC21 en los
ITAM de los receptores FcyRI, es curioso ob-
servar la alta expresién relativa de TC21, a ni-

vel de RNA, en diferentes tipos celulares, como
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células B, T y células dendriticas, estas dltimas
células fagociticas profesionales, con altos ni-
veles de FcR, lo que puede suponer una indi-
cacién de la funcién de esta proteina también
en este tipo celular (Wu et al., 2009). También
encontramos, en células fagociticas, una ex-
presién elevada de RhoG, lo cual es 16gico dado
el papel descrito de esta proteina en estos tipos
celulares. La existencia de esta maquinaria co-
mun entre los receptores TCR y FcyR ha sido
descrita en el caso de Bcl10, una fosfoproteina
que ejerce un control sobre la polimerizacién
de actina inducida por el FcyR y el TCR (Rueda
et al., 2007).

Como proponemos en esta memoria, tras
la estimulacién del TCR, el TC21 asociado pro-
mueve la activacién de RhoG. A su vez, RhoG,
una vez localizado en membrana, activa a otras
GTPasas encargadas de la modificacién del ci-
toesqueleto de actina para permitir la fagocito-
sis/trogocitosis y con ello la internalizacién del
TCR desde la SI'y del material de la CPA.

Ya introducida la complejidad del pro-
ceso de activacién de las pequenias GTPasas,
surgen varias preguntas aun sin responder:
¢Como estd controlada la actividad de TC21?
y ¢como es exclusivamente activado TRIO para
la activacién de RhoG, a pesar de la existencia
de otro dominio DH/PH capaz de activar otras
rutas diferentes y en algunos casos opuestas?
(RhoA) (Nakaya et al., 2006). En este aspecto,
no descartamos que RhoA tenga un papel posi-
tivo en la trogocitosis mediada por el TCR, tal
y como ocurre en el caso del receptor del com-
plemento.

TC21 se caracteriza por su localizacion
en membrana y por su alta tasa intrinseca de

intercambio GDP/GTP, requiriendo o exigien-

do un control de su actividad atn por describir.
Aunque ha sido descrita su unién preferente
al dominio ITAM no fosforilado en su estado
GDP, ha sido demostrada, a su vez, su activa-
cién y por lo tanto relacién con la estimulacién
del TCR (Delgado et al., 2009). Sin embargo,
muchas son aun las incégnitas por desvelar:
si una vez activado permanece unido al TCR y
qué factor o GEF activa a TC21, incluso si exis-
te tal factor, son solo algunas de ellas.

El papel de TC21 en la SI, ha sido demos-
trado mediante microscopia confocal. Gracias
a esta técnica se ha podido comprobar que
a pesar de su activacién tras la estimulacién
del TCR, esta pequefia GTPasa permanece en
membrana, redistribuyéndose a lo largo de
toda la zona de la interfase y delimitando un
area de actuacién donde colocaliza con CD3C,
sin que se sepa todavia si TC21 y CD3( per-
manecen unidos o no a través de los ITAM. La
zona delimitada tiene una estructura similar
a la copa fagocitica, que requiere de la delimi-
tacién de una zona de actuacién para su con-
secucion. En esta regién se deben acumular y
sobrepasar unos niveles determinados de lipi-
dos modificados y de moléculas sefializadoras,
necesarios para inducir el proceso fagocitico.
De nuevo, teniendo en cuenta la posibilidad de
que un proceso fagocitico esté teniendo lugar
en el momento de formacién de la SI, la acu-
mulacién de TC21 unido al TCR en gran can-
tidad en una zona determinada y limitada de
la membrana de la célula (seguramente por el
anillo de actina) puede hacer aumentar en gran
cantidad los niveles de PI(3,4,5)P; producidos
por PI3K Clase I, diana directa de TC21. Esta

acumulacién puede ser un punto de anclaje

para TRIO, el cual a través de su dominio PH




puede ser reclutado a estas areas y por lo tan-
to ejercer su funcién de GEF sobre proteinas
como RhoG presentes en la membrana.

Otro posible mecanismo, ademas de la
sefializacién a través de lipidos fosforilados,
puede ser larelacién entre filamina-A (proteina
de unién a actina) y TRIO. Se ha demostrado la
interaccién de TRIO con Filamina-A en células
epiteliales humanas (HeLa), a través del domi-
nio DH/PH GEFD1 (el componente activador
de RhoG/Rac) (Bellanger et al., 2000) de esta
proteina. Este hecho convierte a filamina-A en
una posible plataforma de organizacién espa-
cial de la activacion de proteinas bajo el control
de TRIO, el cual queda localizado en zonas con-
cretas por la presencia de esta proteina.

Filamina-A y la SI parecen estar intima-
mente relacionadas: se ha descrito la relocaliza-
ci6én de filamina-A en la interfase celular entre
la célula T y la CPA en el momento de su forma-
cién. Ademas filamina-A parece interaccionar
directamente con CD28 y a su vez con PKC-0,

constituyendo un elemento clave en la seriali-

zacién de la célula T, y en la reorganizacién del
citoesqueleto y agregacién de las balsas lipidi-
cas en la SI (Hayashi and Altman, 2006; Tavano
et al.,, 2006). La posible relocalizacién de TRIO
en la zona dela Sl a través de la acumulacién de
filamina-A es importante teniendo en cuenta
que la afinidad de TRIO por los fosfatidilino-
sitoles es baja a no ser que RhoG esté presente
en la zona, aumentando asi su afinidad.

Por lo tanto, teniendo en cuenta la co-
nexién potencial entre filamina-SI-TRIO, po-
dria ser que la acumulacién de la proteina de
unién a actina, controlase, junto con la alta
tasa de produccién de lipidos modificados por
parte de PI3K, la colocalizacién de TRIO en la
zona delimitada de la SI o mas concretamente
del cSMAC. En esa regién particular, se presen-
tan las condiciones adecuadas para que RhoG,
situado en la membrana por un mecanismo
aun no descrito, sea activado, causando la reor-
ganizacién de actina requerida para la particu-
larizacién del trogosoma y su internalizacién/

fagocitosis.

2. Modulacion negativa del TCR: dependiente de clatrina vs

trogocitosis (clatrina independiente)

En algunos trabajos se ha concluido quela
ruta que produce la internalizacién de los TCR
contactados estd mediada por PTK (como Lck),
mientras que en otros, se afirma la no implica-
cién de esta ruta de sefalizacién y se describe
una nueva ruta de endocitosis independiente
de clatrina y cuya transduccién de sefiales aso-
ciada no ha sido definida hasta el momento
(Geisler, 2004; Monjas et al., 2004; San Jose

etal., 2000). En base a los resultados presenta-
dos en este trabajo, y asumiendo la existencia
de un proceso trogocitico y el requerimiento de
una estabilizacion fuerte y resistente entre los
receptores contactados y el antigeno, podemos
explicar con mayor claridad estos resultados
tan dispares.

Cuando la estimulacién del TCR se rea-

liza con una metodologia que no implique la
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resistencia fisiolégica aportada por una CPA,
como es la utilizacién de anticuerpos solubles,
los TCR contactados no se van a internali-
zar por un mecanismo “fagocitico”. El TCR se
modulard por una ruta dependiente de PTK y
seguramente de clatrina. Sin embargo, la for-
macién de la SI y por lo tanto la creacién de
condiciones de adhesién fuerte y acumulacién
de receptores, ocasionan la entrada de los TCR
localizados en el cSMAC de manera indepen-
diente de clatrina, por un proceso trogocitico.

Por lo tanto, el trabajo realizado por
Monjas et al. (2004) que mostraba la existen-
cia de un mecanismo dependiente de coles-
terol, temperatura y dinamina, y totalmente
independiente de PTK y de clatrina, se explica
de acuerdo al nuevo fenémeno de internaliza-
ci6én descrito en este trabajo; ya que el proceso
“fagocitico/trogocitico” es descrito como inde-
pendiente de clatrina pero dependiente de di-
namina y del citoesqueleto de actina y PI3K, a
través de la activacion por parte de TC21.

Sin embargo para poder englobar todo
el proceso en uno, y poder entender los datos
referentes a los experimentos de modulacién
negativa realizados en esta tesis, hay que tener
en cuenta varios aspectos:
¢ Solo un pequefio porcentaje de TCR en la

membrana son contactados (San Jose et al.,
2000).

e La modulacién que tiene lugar en los pri-
meros momentos del proceso corresponde
mayoritariamente a la internalizacién de
los receptores no contactados (Utzny et al.,
2006). A mayores tiempos y mayor concen-
tracién del antigeno, se hace mds evidente
la importancia del proceso mediado por tro-

gocitosis.

e La similitud del modelo utilizado con las
condiciones naturales que tienen lugar en
el contacto de la célula T con la CPA son
esenciales, dada la importancia de los pares
proteicos de interaccién entre las dos mem-
branas, que como hemos propuesto, son los
mediadores de las fuerzas requeridas parala
escisién de la membrana de la CPA.

Con todo ello, y teniendo en cuenta los
diferentes modelos utilizados para el estu-
dio de las rutas implicadas en los procesos de
modulacién, es importante reconsiderar las
condiciones y los resultados. Asi, en los expe-
rimentos donde se usa anticuerpo soluble cla-
ramente la célula no desarrolla la clasica SI, ni
se encuentra ninguna resistencia fisica que re-
quiera de la implicacién de la fagocitosis y por
lo tanto de la remodelacién de la membrana.
Sin embargo, tanto cuando se usan células pre-
sentadoras, como anticuerpo pegado a placa,
se fuerza tal remodelacién.

El TCR no es ni mucho menos el unico
receptor que puede presentar dos rutas dife-
rentes de internalizacién en funcién de la na-
turaleza o tipo de ligando, asi por ejemplo el
receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFr) presenta también dicha caracteristica.
La maquinaria asociada a la internalizacién de
este receptor depende de la dosis del ligando,
siendo dependiente de clatrina ante dosis ba-
jas pero independiente ante dosis altas, ambas
concentraciones dentro del rango fisiolégico.
Esta segunda ruta, se relaciona con la ubiqui-
tinacién y con la participacién de proteinas
colocalizadas en dominios ricos en caveolina
(Sigismund et al., 2005).

En cuanto a la ubiquitinacién del TCR, ya

se ha comentado en la introduccién, que una de




las implicaciones de la actividad PTK asociada
a la activacién del TCR y que se interpreta en
algunos estudios como la accién responsable
de la internalizacién de los TCR contactados,
depende de la actividad de Lck y de la ubiqui-
tinacién de CD3C. En el trabajo de Monjas. et
al.(2004), donde se excluye la participacién de
PTK para mediar el proceso de internalizacién
delos TCR contactados, hay que tener en cuen-
ta la utilizacién de un sistema quimérico como
receptor del antigeno, pudiendo estar anulando
la participacién de otras rutas, aunque consti-
tuya de este modo la demostracién de que una
ruta independiente de esta sefalizacién tiene
lugar para la internalizacién de ese grupo de
TCR. En relacién a esto, el modelo trogociti-
co como mecanismo de internalizacién de los
TCR contactados, no descarta la implicacién
de otras rutas de internalizacién desde el cS-
MAC o desde el trogosoma recién formado,
donde modificaciones como la ubiquitinacién
podrian determinar el destino diferencial de
los TCR englobados como un todo en esta gran
vesicula.

Cabe resaltar que la existencia de la tro-
gocitosis desde el cSMAC es una teoria mds
que contradice la ya antigua suposicién del “Se-

rial triggering” mediante el cual Lanzavecchia

y colaboradores propusieron que un complejo
péptido-CPH es capaz de estimular y modular
negativamente desde la membrana a mas de
100 TCR diferentes, al volver a estar disponi-
ble tras la estimulacién e internalizacién del
TCR previamente contactado. Este modelo fue
refutado tras la descripcién del proceso de co-
modulacién del TCR (Niedergang et al., 1997),
y la trogocitosis no hace mds que apoyar esta
teoria, constituyendo un fenémeno que supo-
ne la internalizacién de TCR contactados en
gran cantidad desde el cSMAC, pudiendo estar
en contacto con el péptido especifico o con uno
enddgeno. Ademads, la internalizacién del TCR
junto con el material de la CPA (CPH y péptido
entre otros) hace imposible la disposicién de
tal complejo para nuevas reexposiciones a TCR
proximos.

Por lo tanto, la trogocitosis, proceso fa-
gocitico adaptado en el caso de las células T,
constituye el mecanismo, hasta ahora desco-
nocido, que permite la internalizacién de los
TCR contactados, descrita previamente como
independiente de clatrina y dependiente de
dinamina. Cabe ahora preguntarse si esta tro-
gocitosis/fagocitosis desemperia un papel fi-
siol6gico ademds del de la propia modulacién
del TCR.

3. Destino y funcion del material trogocitado

Los TCR contactados, y englobados en el
trogosoma, tienen la funcién de llevar consigo
material y por lo tanto “informacién” a la célu-
la receptora, lo que sugiere la existencia de un
procesamiento especifico. Sin embargo, los no

contactados o comodulados, que no son eng-

lobados en el cSMAC y por tanto tampoco en

el trogosoma, carecen de material asociado y
constituyen, en principio, un grupo de recep-
tores disponible para nuevas interacciones in-
mediatas, lo que concuerda con su relacién con
PKC y su localizacién en endosomas de recicla-
je (Alcover and Alarcon, 2000; Bonefeld et al.,
2003; Geisler, 2004; von Essen et al., 2006).
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3.1. Del “trogosoma” a los cuerpos multi-
vesiculares

El trogosoma, como vehiculo de trans-
porte de TCR junto con otros materiales como
componentes lipidicos, se forma en la parte
proximal de la membrana plasmadtica que esta
formando parte de la interfase. En base a los
resultados presentados en este trabajo, esta
vesicula colocaliza parcialmente con diferen-
tes Rab-GTPasas, lo que nos indica que sufre
un proceso clasico o similar a la maduracién
fagosomal, finalizando en estructuras simila-
res a CMV ricos en LBPA. Los datos obtenidos
mediante el uso de bicapas lipidicas, apoyan la
teoria del cSSMAC como punto degradativo de
la SI, por localizarse en éste moléculas como
LBPA y Cbl-1(Vardhana et al., 2010). Ambas
proteinas estdn relacionadas con los CMV, cuya
implicacién, por tanto, coincide con nuestra
hipétesis.

En base a lo expuesto (Fig. D3, el trogo-
soma (o vesiculas conteniendo bolas de latex)
seria procesado, interaccionando con diferen-
tes componentes del sistema endosomal, ad-
quiriendo y perdiendo diferentes GTPasas para
finalmente configurar lo que se conoce como
CMV temprano. Segin lo descrito para estos
organulos en otros tipos celulares, diferentes
proteinas del CMV temprano serian destina-
das a reciclaje o degradacién por su comparti-
mentalizacién en la membrana limitante o en
las vesiculas internas respectivamente (Fig.
D3. Paso 3).

3.2. Funcion del ¢SMAC: degradacion y
reutilizacion mediados por el trogosoma
Si consideramos el cSMAC como lugar de

formacién del trogosoma, podemos atribuir

a tal estructura las funciones asociadas a la
formacién de esta vesicula: degradacién y re-
expresion del material. Estas funciones estan
intimamente relacionadas con el destino que
parece tener esta particula membranosa, es
decir los CMV, los cuales funcionan a modo de
plataforma de clasificacién de proteinas (com-
partimentalizacién), permitiendo la degrada-
cién de unas y reexpresion/reciclaje de otras en
la membrana. En base a lo descrito en trabajos
previos de otros grupos acerca de la funcién
de las proteinas TSG101 o HRS en células T
(Vardhana et al., 2010) (componentes del com-
plejo ESCRT (Raiborg and Stenmark, 2009;
Wollert and Hurley, 2010)), y a la informacién
que sugieren nuestros datos, podemos hipote-
tizar un modelo de maduracién del trogosoma
incipiente a través de una ruta controlada por
TC21 tras la activacién del TCR (Fig. D 3).

El destino de las proteinas de membrana
a vesiculas intraluminales est4 estrechamente
relacionado con dos aspectos bésicos: ubiqui-
tinacién y activacién sostenida (Longva et al.,
2002), ambos aspectos claramente implicados
y relacionados en relacién a los TCR contacta-
dos en el cSMAC. Parece ser que el complejo
ESCRT es el encargado de mediar la curvatura
de la membrana, la formacién de las vesiculas
internas y por lo tanto la compartimentaliza-
cién de las proteinas (Fig. D3. Paso 3). Este
complejo estd estrechamente ligado a la in-
corporacién de las proteinas modificadas por
la unién de ubiquitinas. En el caso de la célula
T, se ha implicado a TSG101 de manera exclu-
siva frente a HRS, en la degradacién del TCR
desde el cSSMAC (Vardhana et al., 2010). La di-

ferencia entre ambas unidades es la indepen-

dencia o dependencia, respectivamente, de la
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mente por TSG101, que actuaria sobre la membrana limitante carente de clatrina. 4. El CMV sufre una maduracién, lo que permite la transloca-
cién ala membrana limitante de los CPH asociados a péptido, que se encuentran formando oligémeros al haber confluido durante formacién de
la SI. 5. Los CMV pueden desarrollar estructuras tubulares hacia la membrana plasmatica, con la formacién de vesiculas con CPH que se
fusionan con la membrana plasmatica, o bien fusionar de forma directa la membrana limitante del CMV con la membrana plasmatica lo que
permite el reciclaje de las proteinas presentes en la membrana limitante (TCR y CPH) y la expulsién de exosomas ricos en TCR y en otras molécu-
las. En ambos casos los CPH se pueden re-expresar en membrana formando oligémeros dada su configuracién previa en la membrana limitante.
6. Tras el proceso de reciclaje, el CMV sigue con su maduracién fusionandose con componentes lisosomales y constituyendo un fagolisosoma o
compartimento de degradacién.
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existencia de plataformas de clatrina presentes
en la membrana limitante del fagosoma para la
vesicularizacién (Myromslien et al., 2006; Razi
and Futter, 2006). La implicacién exclusiva de
TSG101 (por tanto la independencia de cla-
trina), cobra gran relevancia si pensamos que
dicha proteina actia sobre una membrana li-
mitante seguramente carente de clatrina, dado
que su origen (cSMAC), es una zona totalmen-
te deplecionada en ésta (Fig. D2). Por lo tan-
to, TSG101 podria actuar sobre la membrana
limitante de la vesicula ya madura originada a
través de la ruta trogocitica, en el cSSMAC, me-
diando por tanto una de las funciones de este
dominio: la internalizacién de determinadas
proteinas para su consecuente degradacién y
finalizacién de la sefal. La compartimentali-
zacién supondria por una parte el aislamien-
to del sefialosoma asociado a los TCR contac-
tados, impidiendo su contacto o relacién con
nuevas moléculas, y por tltimo, la localizacién
adecuada de estos complejos, dispuestos para
ser degradados por los componentes lisosoma-
les (Fig. D3. Paso 3).

El destino de los TCR al compartimen-
to interno de los CMV no debe ser un proceso
sencillo, ya que el grupo de TCR englobados en
el trogosoma y posteriormente en los CMV no
constituyen un grupo homogéneo, sino que se-
guramente se pueden encontrar diferentes ti-
pos de TCR en cuanto a estado de fosforilacion,
ubiquitinacién y asociacién a diferentes tipos
de péptidos (Wulfing et al., 2002). Todo esto,
en conjunto, determinara diferentes compor-
tamientos y describir diferentes dominios en
la membrana limitante, algo caracteristico de
los CMV de procesos fagociticos clasicos (Murk
et al., 2003).

En este sentido, en condiciones de trogo-
citosis mediada por CD28, los receptores con-
tenidos en los trogosomas pueden presentar
modificaciones particulares que determinan un
destino diferente, como puede ser el reciclaje
desde los endosomas tempranos. Una muestra
de esta clasificacién o determinacién de des-
tinos a nivel de los CMV se ha visto en otros
tipos celulares donde los receptores de transfe-
rrina, los cuales claramente deben ser recicla-
dos, se localizan tinicamente en la membrana
limitante (Sachse et al., 2002). Por lo tanto,
estudios mds exhaustivos deben ser realizados
para describir la distribucién y la dindmica de
los receptores englobados en estos organulos.

Durante el proceso fagocitico se ha de-
mostrado que el destino y la tasa de degra-
dacién asociado a CMV viene estrechamente
controlado por el tipo de carga y las GTPasas/
efectores asociados. Por lo tanto, las caracte-
risticas intrinsecas de cada proceso trogocitico
relacionadas con el tipo de ligando, determina-
ra los niveles de sefalizacién y efectores aso-
ciados a los MC y con ello (tras la confluencia
en el trogosoma) puede quedar determinado
el destino del material internalizado en base
a todo esto (Erwig et al., 2006; Zhou and Yu,
2008).

La otra funcién atribuida a la formacién
del trogosoma y por tanto al cSMAC es la in-
corporacién y reutilizacién del material inter-
nalizado, ajeno, en su origen, a la célula T. Ya
ha sido demostrado en muchas ocasiones la
funcién de este material en el nuevo destino,
pero no es sabido cémo es reexpresado en la
membrana de la célula T (Ahmed et al., 2008).

En este trabajo demostramos la implicacién de

TC21 y RhoG en el proceso trogocitico, cuya in-




hibicién tiene como consecuencia, en relacién
a la incorporacién de material de la CPA, una
ineficiencia en la presentacién a otras células
T y por lo tanto una incapacidad para actuar
como T-CPA, lo que puede tener consecuencias
en la respuesta inmune global (Fig. D4).

Los CMV son un punto clave en el trafi-
co de CPH-II en células presentadoras clésicas.
Hay que resaltar que el material internalizado
por parte de la célula T, donde la interaccién y
por lo tanto la internalizacién principal es del
CPH, va a parar a este mismo compartimento.
Es habitual ver en otro tipo de receptores, cuyo
destino también es el de los CMV, a su ligan-
do localizado en las membranas intralumina-
les, unido aun al receptor (Myromslien et al.,
2006), por lo que no es de extrafiar que el frag-
mento de membrana de la CPA esté localizado
en dicho compartimento.

Los complejos CPH-II presentan la capa-
cidad y la maquinaria necesaria para la trans-
locacién desde las membranas internas a la
membrana limitante, lo que les permite, me-
diante la formacién de estructuras tubulares,

la expresién en la membrana plasmadtica. La
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existencia de un mecanismo similar que pro-
cese los conjugados TCR-CPH presentes en el
limen de los CMV para permitir la reexpresién
de los CPH-II con el péptido especifico en la
membrana, es algo que no podemos demostrar
hasta el momento, sin embargo hay dos proce-
sos claros que apoyan esta hipétesis:

Los CPH-II se localizan en la membrana
plasmadtica y son capaces de activar células T, lo
que conlleva la correcta orientacién del com-
plejo en la membrana y por lo tanto la existen-
cia de algun tipo de control especifico para la
consecucién de tal fenémeno.

Ha sido descrito (Blanchard et al., 2002)
la formacién y exocitosis de vesiculas o exoso-
mas al exterior celular, localizadas en muchos
casos en la zona de la SI. Esto estd acorde con
la relocalizacién de los CPH-II, a partir de los
CMYV, en la membrana plasmitica. En células
presentadoras profesionales, tras la estimula-
cién, la cantidad de exosomas y la expresién en
ellos de CPH-II disminuye, ya que se relocalizan
mayoritariamente en la membrana plasmatica.
La existencia de esta regulacién en la célula T,

como CPA, es algo aun por determinar.
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12 cél T como
CPA

Fig. D4
TC21y RhoG controlan la inter-
nalizacion del TCR desdela SIy
con ello la conversion de la célula
T en CPA

1 El TCR interacciona con el complejo péptido-CPH
presente en la membrana de la CPA, confluyendo los
diferentes oligémeros para formar el cSMAC.

2 El proceso trogocitico mediado por la internalizacién del
TCR desde el ¢SMAC permite la internalizacién de
material de la CPA.

3 Tras un procesamiento especifico, los complejos
péptido-CPH formando oligémeros son reexpresados en
membrana, permitiendo la activacién de otra célula T
con la misma especificidad antigénica, presentando una
mayor capacidad estimulatoria en algunos casos segura-
mente por la presencia de oligémeros de CPH.
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En relacién a la formacién de exosomas,
hay varios trabajos que describen la formacién
de estas estructuras en las células T estimula-
das, pero curiosamente solo ante una estimu-
lacién con células presentadoras (donde el pro-
ceso trogocitico puede tener lugar), ya que la
estimulacién farmacoldgica como PMA no da
lugar ala produccién de tales vesiculas, las cua-
les contienen mayoritariamente CD3g, CD3Cy
TCRP entre otros (Blanchard et al., 2002). En
nuestro modelo, la expulsién de las bolas de
latex recubiertas de membrana equivalen a los
posibles exosomas que deben ser generados en
condiciones estimulatorias normales, y a este
proceso se le ha conocido en algunos casos
como egestién (Di et al., 2002).

En relacién a la posible reorganizacién
de los complejos CPH-II cargados con péptido
a nivel de los CMV, este fenémeno podria ac-
tuar favoreciendo la reexpresiéon de complejos
de CPH conformando NC cargados con pépti-
do. Esto puede otorgar a la célula T ventajas
como célula presentadora, lo que explicaria los
resultados obtenidos que muestran que estas
células presentadoras pueden llegar a ser CPA
mas eficientes que las profesionales.

En relacién a esto ultimo, ha sido descri-
to, aunque bajo mucha controversia, la necesi-
dad de al menos dimeros de CPH para activar
eficazmente a la célula T. No obstante, también
se ha descrito el fenémeno de inmovilizacién
del par de interaccion TCR-CPH. Dicho fené-
meno, junto con el cambio conformacional que
tiene lugar a niveles de CD3g, parece constituir
los primeros pasos para la activacion de la célu-
la T. El requerimiento para la correcta inmovi-
lizacion del par proteico parece depender de la

afinidad del TCR, requiriendo un dimero (dos

péptidos antigénicos), pseudodimero (péptido
enddgeno y péptido antigénico) o un mondéme-
ro, en el caso de TCR de baja, media y alta afi-
nidad respectivamente (Varma, 2008). En base
a esto, el primer linfocito T habria realizado el
trabajo de concentrar a los CPH cargados con
antigeno y de reexpresar en NC en la membra-
na de la célula T, lo que permitiria la fijacién, y
por lo tanto la activacién, de células T con ma-
yor facilidad y rapidez. La agrupacién de pépti-
dos especificos facilita la activacién de la célula
T al ahorrar a esta ultima la busqueda de anti-
genos especificos, entre un mar de antigenos
propios, acelerando, quizas asi, la respuesta de
nuevas células T respondedoras.

No hay que olvidar el contexto en el que
el péptido-CPH seria presentado en la célula T,
un contexto diferente al encontrado en condi-
ciones habituales ante la falta, por ejemplo, de
determinados correceptores. Este hecho podria
ocasionar una diferencia en cuanto a la sefiali-
zaci6on inducida en la célula T que estd siendo
estimulada y explicaria el porqué en algunos
casos se ha visto la estimulacién y diferencia-
cién de determinados tipos celulares ante tales
presentadoras, como pueden ser las células de
memoria (Umeshappa et al., 2009). No obstan-
te en el proceso de trogocitosis los linfocitos T
no solo adquieren y reexpresan CPH, sino que
también expresan moléculas coestimulatorias
como CD80y CD86, lo que también puede con-
vertir a las células T en perfectas presentado-
ras.

Otra cuestién que cabe resolver es la
relacién de la SI madura con la utilizacién de
péptidos agonistas. En esta situacién se le ha

atribuido la funcién clasica degradativa al cS-

MAC, y es en estas condiciones donde dnica-




mente TSG101 es importante (Vardhana et al.,
2010). En condiciones opuestas, un agonista
débil no origina el cSMAC ni el “punto” limpio
de actina clasico de la interfase creada, lo que
puede ser un indicativo de que en estas con-
diciones la trogocitosis tampoco tiene lugar, o
por lo menos no al mismo nivel.

En relacién a la funcién de trogocitosis
del ¢<SMAC, podemos especular que solo es
esencial su ejecucién y por ello se desarrolla la
plataforma necesaria para tal fin (SI), en con-
diciones de afinidad propicias, lo que indica la
existencia de un estimulo potente. Este requie-
re por una parte su encapsulamiento y degra-
dacién para finalizar la estimulacién y por otra
el procesamiento de este elemento estimula-
torio (péptido) para su presentacién a otras
células. Esto ultimo permite propagar la sefial
y producir una respuesta inmunitaria adecua-
da, modificando asi el concepto de expansién
clonal cldsica conocida hasta el momento. Este
aspecto bifuncional del ¢cSMAC explicaria los
resultados obtenidos, donde la ausencia de
TC21 y RhoG causa por un lado una estimu-
lacién elevada y por otro lado una ineficiencia
por parte de las células T de estimular y propa-
gar la sefial como CPA.

Por lo tanto, ante un péptido agonis-
ta, la célula T desarrolla la SI, cuya funcién es
doble: degradacién de la sefial y transporte de
informacién en forma de material de la célula
presentadora. En ambos casos el proceso cursa
con la formacién de una vesicula a través de un
proceso fagocitico, donde TC21 y RhoG permi-
ten la reorganizacién del citoesqueleto de acti-
na requerida para su consecucién. Este proceso

trogocitico rompe con la idea de la internali-

zacién individualizada de los TCR aceptada

hasta el momento, e instaura la existencia de
un complejo membranoso que contiene gran-
des cantidades de TCR y material de la CPA
que requiere de un procesamiento especifico.
Ademais y de forma importante, de acuerdo a
nuestros resultados, la trogocitosis conlleva
cambios relevantes en la funcionalidad de la
célula receptora.

Las conclusiones alcanzadas en esta te-
sis demuestran la importancia de la trogoci-
tosis como una compleja e ingeniosa forma de
transferencia de informacién entre la CPA y la
célula T. Donde la formacién del trogosoma,
tras una fagocitosis frustrada, su maduracién
y la formacién de lo CMV, permite la finaliza-
ci6én de la sefal y la reexpresién de moléculas
especificas en la membrana de la célula T otor-
gando a ésta nuevas funciones. La existencia
de este proceso trogocitico hace necesaria la
reinterpretacién del sistema inmune, como
un sistema enormemente dindmico, comple-
jo e interconectado, en el que multiples tipos
celulares interaccionan constantemente inter-
cambiando informacién que modela en dltimo
término la respuesta inmune. La descripcién
de nuevos materiales transferidos entre dife-
rentes tipos celulares es una cuestién en auge
actualmente (Daubeuf et al., 2010a), donde se
ha llegado a describir la transferencia de TCR
especificos para determinados patégenos, ca-
paces de convertir a una célula no especifica
en una eficaz respondedora para una molécula
determinada (Alarcon and Martinez-Martin,
2010). La descripcién de TC21 y RhoG como
las primeras moléculas implicadas en la trogo-
citosis, las convierte en punto de partida para
el estudio del proceso trogocitico en general y

la resolucion de la SI en particular.
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A) Las células T presentan una capacidad fagocitica remanente, mostrada por la utiliza-

cion de bolas de latex recubiertas de anticuerpo especifico para el TCR.

1. Las células T pueden fagocitar particulas de gran tamarfio (1-6 um) a través de la estimu-
lacién del TCR de manera especifica. Esta capacidad muestra la existencia de la maquinaria
requerida para un fenémeno fagocitico en la célula T, un fagocito no profesional.

2. Las particulas fagocitadas quedan englobadas intracelularmente en compartimentos mul-
tivesiculares, compartimento cldsicamente implicado en fagocitosis.

3. La capacidad fagocitica de la célula T esta bloqueado en ausencia de TC21 y RhoG o en pre-

sencia de formas dominantes negativas de ambas proteinas.

B) TC21 y RhoG controlan la internalizacién de los TCR contactados desde la SI.

4. La internalizacién del TCR desde la SI estd inhibida en ausencia de TC21 y RhoG.

5. En el proceso global de modulacién negativa del TCR (niveles de TCR en membrana), TC21
y RhoG afectan a la internalizacién de un pequefio porcentaje de TCR, que corresponde a los
TCR contactados e internalizados por un mecanismo independiente de clatrina, localizados
en el cSMAC dela SI.

6. Los TCR contactados de manera TC21 y RhoG dependiente, siguen una ruta de internali-
zacién interaccionando con diferentes componentes del sistema de endocitosis, cuyo destino

son los cuerpos multivesiculares.

C) TC21 y RhoG controlan el proceso trogocitico.

7. La adquisicién de fragmentos de membrana y los CPH procedentes de la célula presenta-
dora de antigeno por parte de la célula T (trogocitosis), estd inhibido en ausencia de TC21 y
RhoG.

8. La internalizacién de los TCR contactados por un mecanismo independiente de clatrina,
pero dependiente de TC21 y RhoG (ruta fagocitica) da lugar al proceso trogocitico.

9. La expresién del material adquirido en la membrana de la célula T estd inhibido en ausen-
cia de TC21 y RhoG, y esto se traduce en una incapacidad para convertirse en CPA para otras

células T de la misma especificidad antigénica.

D) Funcién de la formacion de la SI.

10. La SI permite la incorporacién de material a través del cSSMAC, adquiriendo de esta mane-

ra una funcién degradativa de la sefal (para su finalizacién) y la de reexpresion de la informa-

cién procedente de la célula presentadora.
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Anexo 1. Videomicroscopia
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