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SUMMARY

T cell receptor (TCR) stimulation triggers the generation of several second messengers
such as calcium and Diacylglycerol (DAG). DAG may induce Ras activation and
subsequent ERK cascade stimulation. Calcium and DAG/Ras pathways control T cell
activation, which involves up-regulation of several genes, and activation induced cell death
(AICD), which is mediated by up-regulation of pro-apoptotic genes such as Fas Ligand
(FasL). Fas ligand mediates both, apoptotic and inflammatory responses in the immune
system. FasL function critically depends on the different forms of FasL: soluble Fas Ligand
(sFasL) lacking the transmembrane and cytoplasmic domains is a poor mediator of
apoptosis, whereas full-length, membrane-associated FasL (mFasL) is pro-apoptotic. It has
been shown that mFasL can be released from T lymphocytes via the secretion of mFasL-
bearing exosomes. mFasL in exosomes retains its activity in triggering Fas-dependent
apoptosis, providing an alternative mechanism of cell death that does not necessarily imply
cell-to-cell contact. Diacylglycerol kinase alpha (DGK ), a diacylglycerol (DAG)-
consuming enzyme, acts as a negative modulator of the DAG levels generated during T cell
activation, and constitutes one of the negative regulators controlling the DAG/Ras pathway
which lead to T lymphocyte activation. The evidences showing that DAG/Ras/ERK pathway
may act as a divergence point in the signals leading to activation and AICD, prompted us to
analyzed the role of DGK o on AICD on a T cell line and primary T lymphoblasts. Here we
show that overexpresion of DGK o decreases FasL-mediated AICD of T lymphocytes,
whereas the inhibition of DGK o enhanced AICD. The effect of DGK o on AICD was not
due to changes in the transcriptional regulation of FasL gene or changes in the
transductional level of FasL protein. Instead, DGK o regulates the release of exosomes
bearing FasL. The inhibition of DGK « increases the secretion of lethal exosomes bearing
mFas Ligand and subsequent apoptosis. On the contrary, the overactivation of the DGK
pathway inhibits exosome secretion and subsequent apoptosis. DGK o was found associated
with the trans Golgi Network and late endosomal compartments. Our results show that
DGK « effect on apoptosis occurs via the regulation of the release of lethal exosomes by the
exocytic pathway, and point out that the spatial orchestration of the different pools of DAG
(plasma membrane and Golgi membranes) by DGK is crucial for the control of cell
activation, but also for the regulation of the secretion of lethal exosomes, which in turn
controls cell death.
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Abreviaturas

7-AAD, 7-Amino-actinomicina D;

Ab, anticuerpo;

mAb, anticuerpo monoclonal;

Act D, actinomicina D;

ADN, acido desoxirribonucleico;

Ag, antigeno;

ARN, acido ribonucleico;

ARNm, ARN mensajero.

AICD, Activation-induced cell death (muerte celular inducida por activacion)
BSA, Albumina de suero bovino;

Cch, carbamil colina (carbacol);

CD, cluster de diferenciacion;

CTL, cytotoxic T lymphocyte (linfocito T citotoxico);
Cont, control;

CsA, ciclosporina A;

DAG, diacilglicerol,

DGKa, diacilglicerol quinasa alfa;

DGK; , inhibidor de diacilglicerol quinasa;

DMSO, dimetilsulfoxido;

DOG, 1,2-dioctonoil-sn-glicerol;

DTT, dithiotreitol;

ERK, extracellular-signal regulated kinase;

F(ab), dominio variable de la Inmunoglobulina;

Fc, fragmento cristalizable de la inmunoglobulina;
FasL, Fas ligando;

FBS, fetal bovine serum (suero fetal bovino);

GFP, green fluorescent protein (proteina verde fluorescente);
h, horas;

HEK, human embrionic kidney cells;

HMI1R, Human muscarinic receptor type 1 (receptor muscarinico de tipo 1);
HRP, horseradish peroxidase (peroxidasa de rabano);



Abreviaturas

Ig, inmunoglobulina;

IL, interleuquina;

IP5 , inositol 1,4,5-trifosfato;

JE6.1, Jurkat clon E6.1;

JNK, c-jun N-amino terminal kinasa.

kDa, kiloDalton;

Kd, kinase dead (mutante cataliticamente inactivo);
LB, medio de Luria Bertani;

MAPK, proteina kinasa activada por mitdogenos;
MEK, MAPK kinasa;

min, minutos;

MMP; , inhibidor de metaloproteinasas de la matriz extracelular.
MVB, multivesicular body (cuerpo multivesicular);
Mw, molecular weight (peso molecular);

NF-«B, factor nuclear kB

PA, acido fosfatidico;

PBS, Phosphate buffer saline (tampon fosfato salino);
PHA-m, phitohemaglutinina M;

PKC, protein kinasa C;

PKD, protein kinsasa D;

PI, ioduro de propidio;

PIC, protease inhibitor cocktail (cocktail de inhibidores de proteasas).

PLC, fosfolipasa C;

PMA, forbol 12-miristato acetato;
PMSF, fenil metil sulfonil fluoruro;
PIP, , fostatidil inositol 4,5-bifosfato.
PFA, paraformaldehido;

PS, solucién de permeabilizacion;
PTK, protein tirosina kinasa;

pto, punto experimental;

RasGRP, Ras guanyl exchange factor;
SB, sample buffer (tampon de carga);
SDS, dodecil sulftato sodico;

SDS-PAGE, Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes;



Abreviaturas

Stau, estaurosporina

TCR, T-cell receptor (receptor de célula T);

TGN, trans Golgi network;

TNF, tumor necrosis factor (factor de necrosis tumoral);
WB, Western blotting (inmunotransferencia);

z-VAD, z-Val-Ala-DL-Asp-fluorometilketone;
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1. Antecedentes y objetivos.

“Aquel que pregunta es un tonto por un momento, pero

el que no pregunta permanece tonto para siempre.”

Antiguo proverbio chino.
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Antecedentes v Objetivos

1.1 Antecedentes.

La coordinacion entre los procesos de muerte y proliferacion celular juega un papel vital en
el mantenimiento, homeostasis y el correcto funcionamiento del organismo [Golstein, 1998].
La muerte celular programada o apoptosis es un proceso de gran importancia fisiologica que se
produce de forma natural en el desarrollo normal de los organismos pluricelulares, teniendo
lugar en toda clase de eucariotas multicelulares: nematodos, insectos, plantas, y vertebrados
[Vaux et al., 1994; Ameisen, 1996], asi como en eucariotas unicelulares como el hongo
Dictyostelium discoideum, el parasito Tripanosoma brucei o el ciliado Tetrahymena thermofila
[Ameisen et al., 2002]. Es un mecanismo muy conservado a lo largo de la escala evolutiva que
participa de manera esencial en el desarrollo embrionario y en la homeostasis del organismo

durante la vida adulta [Gliksmann et al., 1951; Kerr et al.,1972; Jacobson et al., 1997].

La apoptosis juega un papel importante en la correcta funcion del sistema inmune. Un
defecto o una frecuencia demasiado baja en muerte celular tienen lugar en varios tipos de
cancer, como en algunos linfomas, en enfermedades autoinmunes, y en la expansion de
infecciones virales. Por el contrario un exceso de muerte celular tiene lugar en diversas
inmunodeficiencias, como el SIDA [Thompson et al., 1995; Fadeel et al., 1999].

Durante la homeostasis del sistema inmune se dan muchos ejemplos cldsicos de muerte
celular programada. Existe un tipo especial de muerte celular que afecta a las células T
maduras que han sido previamente activadas, proceso denominado muerte celular inducida
por activacion o AICD (del inglés “Activation-Induced Cell Death”) [Kabelitz et al., 1993;
Russel et al., 1995]. El mecanismo que controla este proceso estd regulado por el sistema
Fas/ligando de Fas [Vignaux et al, 1994; Dhein et al, 1995]. Fas (CD95) es un receptor de
superficie que pertenece a la familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR-1), y
que al ser ligado por su ligando fisioldgico, FasL, induce muerte celular por apoptosis [Nagata
et al, 1995]. Se ha descrito en linfocitos T un mecanismo de induccién de apoptosis mediada
por FasL el cual implica la secrecion al medio extracelular de pequefias vesiculas,
denominadas microvesiculas o exosomas, que contienen FasL en su membrana [Martinez-

Lorenzo et al., 1999; Monleodn et al., 2001].
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Antecedentes v Objetivos

1.2 OBJETIVOS.

e Estudio de las respuestas celulares reguladas por el diacilglicerol (DAG)

que tienen lugar tras la estimulacion de receptor en linfocitos T humanos.

e Estudio de la via de sefializacion intracelular mediada por diacilglicerol
(DAG) durante los procesos de activacion celular y muerte celular

inducida por activacion (AICD) del linfocito T.

e Papel de la diacilglicerol quinasa alfa (DGK o) durante la muerte celular
inducida por activacion (AICD) mediada por el sistema Fas/FasL en

linfocitos T humanos.

13



2. Introduccioén.

“Empecemos por el principio: las descripciones
de una historia natural y el entusiasmo como

perseverancia del sentimiento.”

Ana Vallés, “Eloxio do entusiasmo.”
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Introduccion

2.1 La muerte celular programada o apoptosis.

Desde comienzos de la mitad del siglo XX, la acumulacién de diversas observaciones
experimentales indicaban la funcion fundamental que la muerte celular tenia en los organismos
multicelulares [Glikksman et al., 1951; Lockshin et al., 2001]. El término muerte celular
programada fue introducido en 1964, al describirse que la muerte celular durante el desarrollo
embrionario no ocurre de una forma accidental, si no que sigue una secuencia de pasos
controlados que van a dar lugar a una autodestruccion de la célula de una forma local y
temporalmente definida [Lockshin et al., 1964]. Posteriormente, en 1972 se describieron
algunas caracteristicas morfoldgicas de células que morian en condiciones fisioldgicas [Kerr et
al., 1972], acunandose por primera vez el término apoptosis, en contraposicion al término
necrosis, proceso de muerte que se observaba fundamentalmente durante manifestaciones

patologicas.

Desde el punto de vista del mecanismo, el término muerte celular programada responde a
estudios que demostraron la existencia de una maquinaria intracelular de muerte, cuyos
componentes se expresan en todas las células del organismo [Weil et al., 1996], es decir, existe
un “programa” que controla el mecanismo de muerte celular, siendo un proceso regulado a
nivel genético muy conservado a lo largo de la escala evolutiva. Este fendbmeno, que por su
definicion pudiera introducir una connotacidén negativa para el organismo es, sin embargo, un
proceso esencial. Asi, estd implicado en multitud de procesos biologicos, como la
morfogénesis o0 sinaptogénesis (especialmente en el desarrollo embrionario), el
desarrollo/formacion/destruccion de tejidos y estructuras, el control del nimero de células, la
eliminacion de células dafiadas, anormales o no funcionales, la generacion de células

diferenciadas, etc...
2.2 Apoptosisy necrosis.

Como se ha comentado anteriormente, la muerte celular en animales superiores puede ocurrir

principalmente a través de dos procesos o mecanismos diferentes: necrosis o apoptosis.

e La necrosis es un proceso desordenado de muerte celular, provocado generalmente por
un dafio fisico, quimico u osmotico. Durante este proceso el volumen celular aumenta,
se pierde la integridad de la membrana plasmatica y de las membranas internas,
provocando su rotura. Como consecuencia de estas roturas se produce la liberacion no

controlada al medio extracelular del contenido intracelular, lo que puede llegar a
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desencadenar respuestas inflamatorias locales asi como dafio en las células y tejido
adyacentes [Thompson et al., 1995; Leist et al., 2001]. Este tipo de muerte celular suele

estar asociada a situaciones patoldgicas y/o dafo celular accidental.

La apoptosis, o muerte celular programada, en cambio es un proceso de
autodestruccion celular ordenado y controlado. Tiene lugar en varias fases, e implica la
activacion de un programa de muerte [Kerr et al., 1972]. La célula va reduciendo
paulatinamente su volumen y se produce condensacion del nucleo. La envoltura nuclear
y los nucleolos se rompen, mientras la cromatina se condensa y se rompe en fragmentos
regulares. En las fases finales, la membrana plasmatica comienza a formar una especie
de “burbujas” (en inglés “blebs™), que van a dividir la célula en pequefios cuerpos
apoptdticos que contienen citosol, la cromatina fragmentada y los diferentes organulos

celulares.

MACROFAGO
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Durante las fases mas tempranas del proceso apoptoético se pierde la asimetria de la
membrana plasmatica, teniendo lugar la translocacion del fosfolipido fostatidilserina,
que esta situado en la cara interna de la membrana plasmatica, hacia la carta exterior de
la membrana [Martin et al., 1995]. Esta translocacion constituye una de las principales
sefnales de reconocimiento de la célula apoptdtica por parte de los macrofagos. Una vez
llevado a cabo el programa de muerte, los cuerpos apoptdticos resultantes van a ser

fagocitados rapidamente y degradados por parte de macrofagos y/o células vecinas.
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En los ultimos anos diversos estudios han observado que las descripciones morfologicas y
bioquimicas que caracterizan diferencialmente los procesos de muerte por apoptosis o por
necrosis no son estrictamente validas a la hora de describir y caracterizar otros tipos de muerte
celular. Se han descrito situaciones “intermedias” de muerte celular, que presentan
caracteristicas tanto de apoptosis como de necrosis (procesos denominados apo-necrosis,
muerte celular programada “apoptosis-like” o “necrosis-like”), procesos de muerte celular por
autofagia, muerte celular por apoptosis independiente de la activacion de las caspasas, asi
como procesos de muerte celular programada no apoptotica o parapoptosis [Sperandio et al.,
2000; Leist et al., 2001; Jambrina et al. 2003].

2.3 Consecuencias inmunoldégicas de la muerte celular.

El hecho de que una célula muera por necrosis o por apoptosis puede tener consecuencias
inmunolégicas bien distintas. Durante el proceso necrético la pérdida de la integridad de la
membrana plasmatica induce la liberacion del contenido intracelular al exterior, pudiendo
causar un proceso inflamatorio no controlado y activaciéon de una respuesta inmune
generalizada [Rathmell et al., 1999]. En el caso de células infectadas por patéogenos, este hecho
puede facilitar la extension de la infeccion a las células vecinas. Por otra parte, se ha descrito
que la muerte por necrosis puede afectar de una forma positiva a la iniciacion de la respuesta
inmune, al favorecerse una reaccion inflamatoria local y la maduracion de células

presentadoras de antigeno [Steinmann et al., 2000; Sauter et al., 2000]

En cambio, durante la muerte celular por apoptosis la célula mantiene la integridad de la
membrana plasmatica, y no se libera su contenido al medio extracelular. La formacion de
cuerpos apoptoticos va a permitir su rapida degradacion al ser fagocitadas por las células
vecinas, limitdndose asi reacciones locales de inflamacion no controladas y un posible dafio
tisular. Por otra parte, este proceso de fagocitosis de los cuerpos apoptoticos puede ser
utilizado por las células dendriticas o macrofagos para presentar antigenos presentes en las
células apoptoticas, permitiendo la activacion de células T especificas. [Albert et al., 1998;
Steinmann et al., 2000].
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2.4 Mecanismos moleculares de la apoptosis.

La apoptosis es un programa de muerte celular controlado, el cual requiere la interaccion de

multiples factores. Se puede dividir en tres etapas o fases:

e Fase de iniciacion: en la cual la célula recibe una senal de muerte, que puede venir
tanto del exterior como del interior celular, como por ejemplo: la estimulacion de
receptores de superficie, dano al ADN, tratamiento con farmacos citotdxicos, radiacion,
pérdida de senales de supervivencia, etc... Estas sefiales van a provocar una
susceptibilidad a la muerte celular por apoptosis.

e Fase de compromiso: esta fase comienza con la activacion de unas proteasas
especificas, las caspasas, de modo que la sefial de iniciacioén del programa apoptotico se
va a traducir en un proceso letal para la célula.

e Fase efectora: en la cual las caspasas van a llevar a cabo su funcion, dando lugar a los

cambios bioquimicos y morfologicos que caracterizan la etapa final de la apoptosis.

2.4.1 Las caspasas: componente central del programa apoptotico.

Muchos de los mecanismos moleculares que estan implicados en la muerte celular por
apoptosis se han conservado a lo largo de la escala evolutiva, desde nematodos hasta
mamiferos [Vaux et al., 1994; Hengartner and Horvitz, 1994]. La iniciacién del proceso de
muerte por parte de sefiales pro-apoptdticas induce la activacion de una cascada de proteasas
especificas, que culmina con la proteolisis de diferentes sustratos celulares y el
desmantelamiento de la célula de una forma rapida y controlada. El componente central de este
sistema proteolitico estd formado por una familia de proteasas, las “caspasas” [Alnemri et al.,
1996], caracterizadas como Cistein-proteASAS con especificidad de hidrélisis en un residuo
de 4cido ASPartico.

La mayoria de los estudios experimentales que permitieron el avance en el conocimiento de
la maquinaria apoptotica fueron realizados mediante estudios genéticos en el nematodo
Caenorhabditis elegans. En este organismo se caracterizaron diversos genes implicados en la
induccion de apoptosis observada en 131 de las 1090 células iniciales que posee C. elegans
[Ellis et al., 1986; Ellis et al., 1991; Xue and Horvitz, 1995]. Se identificaron dos genes: ced-3
y ced-4, implicados en este proceso. La proteina CED-3 fue caracterizada como una cistein-

proteasa, cuya activacion mediada por oligomerizacion con la proteina CED-4 era necesaria
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para inducir apoptosis. La primera caspasa caracterizada en vertebrados e implicada en
procesos apoptdticos fue la caspasa-1 o ICE (del inglés “Interleukin-14-Converting Enzyme”),
identificandose como la cistein proteasa homologa de CED-3 de C. elegans [Thornberry et al.,
1992; Yuan et al., 1993]. CED-4 se ha descrito como el homoélogo del factor activador de
proteasas apoptdticas 1 de mamiferos, APAF-1. Se han identificado 14 caspasas en mamiferos
[Zhang et al., 2003], presentando rasgos comunes entre ellas, siendo capaces de reconocer

diferentes motivos tetrapeptidicos, lo que les confiriere cierta especificidad de sustrato.

Las caspasas son sintetizadas como pro-enzimas inactivas, denominadas pro-caspasas, cuyo
procesamiento proteolitico y posterior asociacion en heterotetrameros (dos subunidades
pequefias mas dos subunidades grandes) da lugar a su activacion [Walker et al., 1994;
Stennicke et al., 1998]. Las caspasas de tipo proapoptdtico se dividen en dos grandes grupos.
Las caspasas iniciadoras, procaspasas -2, -8, -9y -10, son activadas por sefales de muerte y
provocan la activacion de las caspasas ejecutoras o efectoras: las procaspasas -3, -6 y -7,
siendo éstas las encargadas de proteolizar diferentes sustratos celulares asi como a otras
caspasas, amplificando la sefial de muerte y ejecutando el programa apoptdtico [revisado en
Earnshaw et al., 1999]. Se conocen més de 60 sustratos celulares para las caspasas, entre los
que se encuentran proteinas anti-apoptoticas, como Bcl-2 [Cheng et al., 1997], proteinas
implicadas en la reparaciéon del ADN o en la organizacioén de la cromatina [Kaufmann et al.,
1993], proteinas estructurales, asi como proteinas implicadas en la regulacion del citoesqueleto
[Rudel and Bokoch, 1997].

2.4.2 Apoptosis mediada por receptores de muerte.

Los organismos superiores han desarrollado receptores capaces de transmitir sefales de
muerte al interior celular. Esta via de sefalizacion o “via extrinseca de induccion de apoptosis”
esta mediada por los receptores de muerte (en inglés, ““death receptors™) que se encuentran en
la superficie celular, y que transmiten la sefial apoptotica al interior de la célula tras su
estimulacion con sus ligandos especificos, resultando en el reclutamiento y activacion de la
procaspasa-8 [Irmler et al., 1997]. Estos receptores pertenecen a la superfamilia del receptor
para el factor de necrosis tumoral (TNF-R), e incluye entre otros, el TNFR-1, Fas (CD95/APO-
1) y los receptores de TRAIL DR-4 y DR-5 [Ashkenazi et al., 2002]. Estos receptores poseen
dominios extracelulares ricos en cisteina, lo que les permite el reconocimiento especifico de
sus respectivos ligandos, lo cual da lugar a la oligomerizacion y posterior activacion del
receptor de muerte [Tanaka et al., 1998; Naismith et al., 1998].
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El siguiente paso tras la estimulacion del receptor estd mediado por el dominio
citoplasmatico del receptor, el cual contiene una secuencia conservada denominada dominio de
muerte (DD, del inglés “death domain™) [Itoh et al., 1993]. La conexion entre los receptores
de muerte y la activacion de las caspasas iniciadoras es llevada a cabo por proteinas
adaptadoras, conexion llevada a cabo mediante asociaciones fisicas e interacciones
homotipicas entre dominios de muerte (DD), dominios conocidos como dominios efectores de
muerte (DED) y los dominios de reclutamiento de caspasas (CARD) [Thornberry et al., 1998;
Hofmann et al., 1997]. Proteinas adaptadoras como FADD/MORTI1, TRADD y RIP poseen
dominios DD a través de los cuales son reclutadas a los dominios DD de los receptores de
muerte activados, formandose de este modo el complejo de sefializacion inductor de muerte
o DISC (del inglés “death inducing signalling complex™). Algunos de estos adaptadores
contienen, ademas, el dominio efector de muerte DED, el cual va a reclutar a las caspasas
iniciadoras, resultando en su activacion, como es el caso de la caspasa-8 [Boldin et al., 1995;
Medema et al., 1997; Kischkel et al., 1995] (figura 1).

TNFR-1
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l DED, Death Effector Domain

. DD, Death Domain
Apoptosis

Figura 1. Induccion de apoptosis a través de la familia TNF-R.
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2.5 Receptores de muerte de la familia del receptor de TNF.

Los mamiferos han desarrollado una variedad de rutas de sefializacion que dan lugar al inicio
y progreso del programa apoptotico. Entre estas rutas, la apoptosis inducida por receptores de
muerte constituye una de las vias mejor estudiadas [revisado en Peter et al., 1999]. Los
receptores de muerte mejor caracterizados se engloban dentro de la superfamilia del receptor
del factor de necrosis tumoral (TNF-R), siendo los receptores mejor estudiados el TNF-R1,
Fas (CD95/APO1), APO2L (TRAIL), DR4 y DRS.

2.5.1 Receptores de TNF (TNF-R).

El factor de necrosis tumoral (TNF) es una citoquina producida principalmente por
macrofagos activados, linfocitos T y otras células en respuesta a estimulos invasores,
induciendo una gran variedad de efectos biologicos. EI TNF se ha descrito como un mediador
implicado en respuestas inflamatorias, posee actividad antiviral y citotoxica, y es capaz de
estimular el crecimiento y diferenciacion celular [Vassalli et al., 1992]. Su actividad depende
de su asociacion con el receptor TNFR-1 (p55/CD120a) o con el receptor TNFR-2. La union
de TNF al receptor TNFR-1 activa a los factores de transcripcion NFkB y AP-1, dando lugar a
la induccién de genes de caracter proinflamatorio e inmunoregulador. Unicamente el receptor
TNFR-1 posee el dominio de muerte DD, siendo su unién con TNF capaz de inducir apoptosis

en algunos tipos celulares [Tartaglia et al., 1993].
2.5.2 El receptor Fas (CD95/APO1) y su ligando especifico: FasL.

La via apoptdtica iniciada por el receptor Fas es una de las mejor caracterizada a nivel
genético y bioquimico dentro del sistema inmune [Peter et al., 1998]. Fas es una glicoproteina
de membrana de tipo I de ~45 kDa que se encuentra ampliamente expresada en la membrana
plasmatica de timocitos, células T y B normales y tumorales, células epiteliales, asi como en
varios tejidos: higado, corazén, pulmones y ovarios [Watanabe-Fukunawa et al., 1992]. Se ha
observado que la transmision de la sefial de muerte puede ser llevada a cabo por
entrecruzamiento del receptor con anticuerpos agonistas multivalentes, como el mAb CH-11, o
tras su estimulacion con su ligando natural, FasL [Nagata et al., 1995], siendo este proceso
dependiente de la trimerizacion de Fas presente en la membrana plasmatica [Siegel et al.,
2000%].
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El ligando fisiologico de Fas, denominado FasL o CD9SL, es una citokina de ~40 kDa
perteneciente a la familia del TNF. Es una proteina de membrana de tipo II que se expresa
predominantemente en células T activadas, linfocitos T citotoxicos, neutrofilos y células NK
activadas (“‘natural Killers), asi como en aquellos tejidos que mantienen un status de
“privilegio inmune” (cornea, placenta, testis, cerebro) [Nagata, 1999]. Se ha encontrado un
receptor sefiuelo para FasL, DcR3, el cual no posee el dominio de muerte (DD) y que se
encuentra sobre-expresado en tumores de pulmon y colon [Pitti et al., 1998].

Tras la estimulacion y multimerizacion de Fas, un complejo de proteinas se va a asociar con
su dominio citoplasmatico. La proteina adaptadora FADD o MORTI1 (del inglés, Fas
Associated protein with_Death Domain) se une al dominio DD de Fas. El dominio efector de
muerte DED de FADD recluta a continuacion varias subunidades de procaspasa-8, formandose
asi el complejo DISC. Esta unién induce la activacion autoproteolitica de la caspasa-8 y su
liberacion al citosol [Medema eta al., 1997; Martin et al., 1998]. Segun la cantidad de
caspasa-8 activa y del tipo celular [Scaffidi et al., 1998], se inician vias de sefializacion
intracelular diferentes. En las células de tipo I, cantidades grandes de caspasas-8 activa van a
activar la cascada de caspasas tras activacion directa de la caspasas efectoras caspasa -3 y -7.
En cambio, en las células de tipo II, pequeiias cantidades de caspasa-8 activa van a inducir la

via de muerte mitocondrial (figura 2).

OC)Q FasL

Células Tipo 11

Caspasa 8

Células Tipo I Caspasa 3

Apoptosis

Figura 2.Vias de induccion de apoptosis mediada por Fas en células tipo I y II.
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2.5.3 Via apoptodtica mitocondrial o via “intrinseca” de apoptosis.

La mitocondria estd implicada en la amplificaciéon de la via apoptotica mediada por los
receptores de muerte (via extrinseca de induccion de apoptosis), cuando se generan pequeiias
cantidades de la caspasa iniciadora caspasa-8 activa, y por tanto no tiene lugar una cascada de
activacion de caspasas suficientemente fuerte. Esta amplificacion tiene lugar a través de la
proteina Bid de la familia de Bcl-2, cuyo procesamiento por la caspasa-8, induce la
translocacion de Bid a la membrana de la mitocondria. En la mitocondria, Bid reacciona con
los miembros pro-apoptoticos de la familia Bel-2 Bax y Bak, induciéndose la liberacion al
citosol de factores pro-apoptoticos mitocondriales, como el citocromo c, el factor inductor de
apoptosis AIF y las procaspasas -2, -3 y -9 [Luo et al., 1998; Gross et al., 1999; Susin et al.,
1999]. Esta liberacién va a inducir el ensamblaje del complejo activador de caspasas o
apoptosoma [Li et al., 1997], formado por el citocromo c, APAF-1 y la procaspasa-9 (figura 2)
[Zou et al.,, 1997]. El apoptosoma induce a continuacién un eficiente procesamiento y
activacion de las caspasas -9, -3 y -7, lo que conduce a una rapida amplificacion de la cascada

de caspasas (con la activacion posterior las caspasas -6, -2, -8 y -10).

La mitocondria tiene también un papel central en la integracion y la propagacion de las
sefiales de muerte que se originan en el interior celular o via intrinseca de induccion de
apoptosis. Esta via de apoptosis se activa por dafio en el ADN, ciertas radiaciones, estrés
oxidativo, sobrecarga de calcio i6nico, deprivacion de nutrientes y sefales inducidas por
diversos farmacos [Kaufmann et al., 2000; Wang, 2001]. La mayoria de estas condiciones dan
lugar a una pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Ay,,) y apertura del poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (PTP), procesos que estdn bajo el control de los
miembros de la familia Bcl-2 (Bcl-2, Bel-X;, Bid, Bax, Bak y Bim) [Kroemer et al., 1997].
Estos eventos inducen un desacoplamiento de la cadena de transporte electrénico en la
mitocondria, generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el desmantelamiento de la
membrana externa de la mitocondria, lo que causa la liberacion al citosol de citocromo c,
procaspasas -2, -3y -9, asi como AIF (factor implicado en la condensacion y fragmentacion del

ADN de manera independiente de caspasas) [Susin et al. 1999].
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2.5.4 Receptores de muerte DR4 y DRS.

DR4 y DRS5 (del inglés “death receptor’”) son receptores de muerte cuyo ligando,
APO2L/TRAIL (del inglés “tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand”),
miembro también de la familia de TNF, es capaz de inducir apoptosis. [Wiley et al., 1995]. Se
han identificado cuatro receptores para APO2L: DR4, DRS5, DcR1 y DcR2, de los cuales
unicamente DR4 (TRAIL-R1) y DRS (TRAIL-R2) son capaces de inducir apoptosis, mientras
que DcR1 y DcR2 son receptores sefiuelo. Estos receptores se expresan en bazo, timo, prostata,
ovario, intestino delgado, colon y placenta, estando ausentes en el cerebro [Wiley et al., 1995].
Al igual que Fas, la apoptosis inducida a través de DR4 y DRS5 es dependiente del
reclutamiento de la proteina adaptadora FADD y de la consiguiente activacion de la caspasa-8
[Sprick et al., 2000].

2.6 Fas/FasL en el sistema inmune.

Uno de los mecanismos principales que controla la apoptosis en el sistema inmune periférico
es el sistema Fas/FasL [Russel el al., 1993; Vignaux et al., 1994; Dhein et al., 1995]. Tanto las
células T activadas, los linfocitos T citotoxicos, neutrofilos y células NK activadas, como
multitud de tipos celulares de origen no linfoide expresan el receptor Fas en membrana
plasmatica (comentado en el apartado 2.5.2), y por tanto son sensibles a la induccién de
muerte por FasL. Ademds de esta actividad pro-apoptotica, se ha descrito que el sistema
Fas/FasL es capaz de inducir reacciones de caracter pro-inflamatorio mediadas por neutrofilos
y macréfagos. [Chen et al., 1998; Holhbaum et al., 2000]. En diversos estudios se ha observado
que la inyeccidon intraperitoneal de células que expresan FasL induce la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias, como la IL-13, MIP-1 o y B (del inglés “macrophage inflamatory
protein”), quemoquinas, asi como la infiltracion y activacion de neutrdfilos en la cavidad
peritoneal [Chen et al., 1998; Miwa et al., 1998; Holhbaum et al., 2000]. Ademas, esta
actividad pro-inflamatoria observada se encuentra directamente correlacionada con la
capacidad citotoxica de FasL [Holhbaum et al., 2000]. Por tanto, uno de los mecanismos que
debe regular la actividad pro-inflamatoria y/o la actividad inductora de apoptosis llevada a
cabo por FasL estd basado en el control preciso de la expresion de FasL en la superficie

celular y su interaccion con el receptor Fas.
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2.6.1 Control de la expresion de FasL.

Existen tejidos en los que es imprescindible evitar una respuesta inmune y el proceso
inflamatorio asociado, lo cual conllevaria un dafio y una posible destruccion del tejido. En
estos tejidos, denominados “sitios de privilegio inmune”, como la cornea, la placenta, los
testiculos o el cerebro, FasL es expresado constitutivamente en la superficie celular, siendo
capaz de inducir la muerte de las células del sistema inmune que pudieran infiltrarse en el

tejido, evitandose asi un proceso inflamatorio y el dafo tisular. [Nagata, 1999].

Durante el desarrollo de la respuesta inmune especifica, el reconocimiento del antigeno de la
célula diana a eliminar es llevado a cabo por el complejo receptor de antigeno de células T
(TCR), el cual induce la expresion de FasL en el linfocito T. En este caso la expresion de FasL
debe estar muy controlada de forma que solo se produzca la eliminacion de células dianas
especificas.

En linfocitos T, una vez FasL es sintetizado, es dirigido y almacenado en lisosomas
secretores especializados [Bossi and Griffiths, 1999]. Estas vesiculas intracelulares son una
combinacion especial de lisosomas y granulos secretores que se observan en diversas células
de origen hematopoiético [Stinchcombe and Griffiths, 1999]. Ciertas células T especializadas,
como los linfocitos T citotoxicos y células NK, almacenan en su interior diversos componentes
citotdxicos, como perforina, granzima A y B e hidrolasas acidas, siendo utilizados junto con
FasLL para destruir células diana infectadas o tumorales [Henkart et al., 1984]. Durante la
formacién de la denominada “sinapsis inmunologica”, la estimulacion del TCR induce la
fusion de estos lisosomas secretores con la membrana plasmatica [Bossi and Griffiths, 1999],
produciendo la liberacion polarizada de su contenido hacia la célula diana. Como consecuencia
de este proceso FasL se expresa en la superficie celular, donde podra interaccionar con el

receptor Fas presente en la célula diana.
2.6.2 Regulacion funcional de la actividad citotoxica de FasL.

Una vez llevada a cabo su funcion, FasL. en la membrana plasmatica es rapidamente
procesado por metaloproteinasas de la matriz extracelular, proceso que se observa en otros
miembros de la familia del TNF, como TNF-a, y el ligando para CD40 (CD40L) [Kayagaki et
al., 1995]. La accién de estas metaloproteinasas provoca el corte proteolitico del dominio
extracelular de FasL (extremo carboxi-terminal), que es el dominio implicado en la unién al

receptor de Fas. Este procesamiento proteolitico da lugar a una fraccion soluble de FasL de ~26
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kDa (sFasL), y una fraccion de ~14 kDa, unida a la membrana plasmatica. Aunque en un
principio se describid que la forma soluble de FasL (sFasL) retenia su potencial citotoxico
[Tanaka et al., 1995; Kayagaki et al., 1995], estudios posteriores demostraron su baja
toxicidad, siendo la forma de membrana no proteolizada mFaslL. de 40 kDa, la forma
funcionalmente activa capaz de inducir apoptosis [Suda et al., 1997; Schneider et al., 1998].
Este procesamiento proteolitico de FasL ha sido propuesto como un mecanismo de regulacion
negativa o inhibicion funcional de la accidn a nivel de membrana plasmatica de FasL [revisado
en Tanaka et al., 1998].

2.6.3 Secrecion de mFasL citotoxico en microvesiculas.

Ademads de la expresion de FasL en la superficie celular, se ha descrito en linfocitos T
activados otro mecanismo implicado en la induccién de muerte celular a través del sistema
Fas/FasL. Este mecanismo estd basado en el hecho de que FasL puede ser localizado en la
membrana de pequefias vesiculas intracelulares. Estas vesiculas se forman por invaginacion
interna de la membrana hacia el lumen de endosomas de tipo tardio, dando lugar a la formacién
de cuerpos multivesiculares (MVB, del inglés “Multivesicular Bodies™) [Denzer et al., 2000;
Martinez-Lorenzo et al., 1999; Bossi and Griffiths, 1999; Monle6n et al., 2001], donde quedan
almacenadas. Tras la estimulacion/activacion del linfocito T via TCR, se induce la
degranulacién de estos MVBs hacia la membrana plasmatica, resultando en su fusiéon con la
membrana y la consiguiente liberacion al exterior celular de las vesiculas contenidas en su
interior, denominadas microvesiculas o exosomas. Estos exosomas expresan en su superficie
FasL en su forma de membrana no procesada, mFasL de 40 kDa, asi como el ligando de los
receptores DR4 y DR5 Apo2L. Cuando son enfrentados a células diana, estos exosomas
secretados que contienen FasL poseen capacidad inductora de apoptosis mediada por la

interaccion de FasL con el receptor Fas [Martinez-Lorenzo et al., 1999; Monledn et al., 2001].

2.7 Muerte Celular Inducida por Activacion (AICD).

El inicio de la respuesta inmune estd determinado por la capacidad de las células T para
reconocer y responder a estimulos antigénicos. Este reconocimiento antigénico es llevado a
cabo a través del complejo receptor de antigeno TCR/CD3 (del inglés “T Cell antigen

Receptor’) [Brown et al., 1988]. La estimulacion de las células T via TCR desencadena una
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cascada intracelular de procesos bioquimicos que conducen a la activacion, proliferacion y
diferenciacion de la célula T, dando lugar a la funcion efectora del linfocito T. A su vez, la
estimulacion del TCR en estas células activadas es capaz de desencadenar un proceso
apoptotico denominado muerte celular inducida por activacion o AICD (del inglés
“Activation Induced Cell Death”) [Ashwell et al., 1987; Jones et al., 1990; Russel et al., 1991;
Kabelitz et al., 1993 ].

Ambos procesos inducidos tras la estimulacion del TCR, activacién y apoptosis, requieren
de la activacion de la expresion génica, transcripcion y traduccion ("' fase de programacion"),
seguida de una 'fase efectora', que conducird bien a proliferacion celular o bien hacia
apoptosis. Durante la “fase de programacion” tiene lugar la expresion de una gran variedad de
proteinas implicadas en la activacion del linfocito T, como CD69/AIM (del inglés ““Activating
inducer molecule™), la interleuquina-2 (IL-2) y su receptor (IL2-R) [Desai et al., 1990,
Izquierdo et al., 1996], asi como moléculas pro-apoptoticas como el receptor Fas y FasL [Anel
et al., 1994; Strasser et al., 1995; Lenardo et al., 1997]. Junto con el sistema TNFa/TNFaR, el
sistema Fas/FasL ha sido descrito como uno de los mecanismos principales que controla la
muerte celular por activacion o AICD en el sistema inmune periférico [Vignaux and Golstein,
1994; Dhein et al., 1995].

2.7.1 Activacion y muerte celular durante el desarrollo timico.

La interpretacion de la sefal iniciada a nivel del TCR, activacion o muerte celular, va a
depender del estado de maduracidn/activacion de la célula T y/o del contexto celular en el cual
se produce el reconocimiento del antigeno. Durante las primeras fases del desarrollo timico de
células T, aquellos linfocitos inmaduros CD4/CD8 (DN, ““double negative™) que no expresan
receptores de antigeno TCR funcionales debido a una falta de reordenamientos productivos del
receptor, no reciben una sefial de supervivencia a través del TCR, y como consecuencia
mueren mediante apoptosis (muerte por defecto) [revisado en Haks et al., 1999]. En los
siguientes estadios del desarrollo timico, los timocitos inmaduros van a expresar los co-
receptores CD4 y CDS8 (células CD4"/CD8", DP “double positive”). En estas células la
estimulacion del TCR puede conducir bien a apoptosis, seleccion negativa, o por el contrario
a su selecciéon positiva, procesos dependientes de la especificidad/avidez del TCR implicado
[Finkel et al., 1989]. Ambos procesos requieren el reconocimiento mediado por TCR de

péptidos antigénicos asociados con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
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(MHC) expresados en la superficie de células presentadoras de antigeno. Aquellos linfocitos
que expresan receptores de antigeno con alta afinidad (timocitos autorreactivos), sufren
apoptosis en respuesta a sefiales de muerte que reciben del microentorno timico (seleccion
negativa) [Nossal et al., 1994]. En cambio, aquellos timocitos doble positivos CD4 /CD8" que
expresan receptores TCR funcionales son seleccionados positivamente, diferencidndose en
células CD4" o células CD8" (fase temprana del estadio maduro, SP “‘single positive™)
[revisado en Jameson et al., 1998; Sebzda et al., 1999].

2.7.2 Activacion y muerte celular en el sistema inmune periférico.

Una vez la respuesta inmune ha sido llevada a cabo, la mayoria de los linfocitos T activados
durante este proceso ya no son necesarios y por tanto han de ser eliminados para asi mantener
la homeostasis en el sistema inmune. Este proceso de muerte es inducido principalmente por
deprivacion de factores de crecimiento y AICD. En el sistema inmune periférico la AICD de
los linfocitos T depende de su estado de activacion: los linfocitos T recién activados son
resistentes a la induccion de apoptosis, resistencia inicial que precede a un estado sensible a la
muerte celular [Lenardo et al., 1999; Baumann et al., 2002; Bosque et al., 2005]. Por el
contrario, s6lo unos pocos linfocitos T periféricos activados sobreviven al proceso de AICD,
dando lugar a las células T de memoria [Opfermanm et al., 1999; revisado en Krueger et al.,
2003]. Asimismo, la activacion inducida por estimulacion del TCR en linfocitos T citotoxicos
inicia una respuesta bioquimica que conduce a la secrecion de citoquinas, diversos mediadores
citotdxicos, como el sistema perforina/granzimas, y a la expresion de FasL en la membrana

plasmatica [Anel et al., 1994] (comentado en el apartado 2.6.1).

Por lo tanto, la muerte celular inducida por activaciéon o AICD juega un papel importante
en el mantenimiento de la tolerancia inmune periférica y central, asi como en la homeostasis
del sistema inmune, evitando posibles dafios autoinmunes y procesos linfoproliferativos
[Nossal et al., 1994; Nagata et al., 1995].
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2.8 El receptor de antigeno de células T (TCR).

El receptor de antigeno de células T (TCR) es un complejo transmembrana que se expresa en
forma de heterodimeros TCRa3 o TCRy. El tipo TCRop es el mas abundante, mientras que la
forma TCRyd es expresada principalmente en linfocitos T asociados con tejidos periféricos
[Chien et al.,, 1996]. El TCR esta formado por una region extracelular, implicada en el
reconocimiento del antigeno, una region transmembrana y un dominio citoplasmico pequeio.
El TCR se encuentra asociado al complejo CD3, el cual estd formado por la asociacion en
dimeros de sus diferentes subunidades: v, 9, €, o 1. El dimero TCRa3 se va a asociar con los
dimeros ye, 0 'y £&/Mn/En, los cuales son esenciales para la correcta funcion del TCR. Estos
dimeros del complejo CD3 son los encargados de la transduccion de la senal al interior celular,
la cual es mediada por el dominio citoplasmatico del complejo CD3 [Clevers et al., 1988;
Perez-Aciego et al., 1991; Abraham et al., 1992,] (figura 3).

2.8.1 Los co-receptores CD4 y CD8 de linfocitos T.

Para la completa estimulacion antigénica del TCR son necesarias, ademads, varias moléculas
accesorias, las cuales aumentan la avidez e interaccion por el antigeno presentado en la célula
presentadora de antigeno. CD4 y CDS8 son dos glicoproteinas que funcionan como co-
receptores del complejo TCR/CD3. Durante la fase de timocitos inmaduros, los co-receptores
CD4 y CDS8 se expresan conjuntamente. Durante el proceso de maduracion se selecciona una
de estas glicoproteinas, dando lugar a células TCR'CD4" o células TCR'CDS". Las células
CD4" expresan TCRs especificos para el complejo mayor de histocompatibilidad MHC de
clase 1I y ejercen principalmente funciones cooperadoras. En cambio las células CD8"
reconocen MHC de clase | y son mayoritariamente linfocitos T citotoxicos [Gay et al., 1987;
Norment et al., 1998]. Estas interacciones contribuyen a la formacion del complejo
trimolecular MHC/TCR/CD4 o MHC/TCR/CDS8 [Weiss et al., 1994; Thome et al., 1996;]. La
union de CD4 o CD8 al MHC induce la activacion de la quinasa p56'*, quinasa asociada
intracelularmente a CD4 o CDS, generandose junto con la activacion de protein tirosin
quinasas (PTKs) mediada por el complejo CD3 (quinasas FYN, ZAP70), las cascadas de
sefializacion bioquimicas necesarias para la activacion funcional del linfocito T [Weiss et al.,
1994] (figura 3).
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Figura 3. El complejo receptor de antigeno
de células T (TCR). Las cadenas o y 3 del
TCR se van a asociar al complejo CD3, el
cual transmite la sefial de reconocimiento
del antigeno al interior celular mediante
una cascada de fosforilaciones mediada por
protein tirosin quinasas (PTKs). A la
izquierda del complejo TCR/CD3 se
muestra el co-receptor CD4 (o CDS).

2.8.2 Senalizacion a través del TCR.

La estimulacion del TCR durante la formacion de la “sinapsis inmunologica” induce la
fosforilacion y activacion de protein tirosin kinasas intracelulares (PTKs) como Lck y Fyn,
pertenecientes a la familia Src, y proteinas adaptadoras, proceso que estd mediado por el
complejo CD3 [Letourneur et al., 1992] (figura 3). Estas activaciones van a desencadenar la
activacion de la fosfolipasa C y (PLC v), la cual cataliza la hidrélisis de fosfatidilinositol 4,5
bifosfato (Pls,sP;) de la membrana plasmatica, produciendo un aumento en los segundos
mensajeros inositol trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG). El IP; induce un flujo de Ca*’
intracelular desde el reticulo endoplasmatico al citosol, activdndose la ruta
calmodulina/calcineurina y posteriormente el factor de transcripcion NF-AT. El aumento de
DAG induce activacion de la protein quinasa C 6 (PKC) y Ras [Desai et al., 1990; Izquierdo
et al., 1992: Ebinu et al., 1998; Villalba et al., 1999], con la consiguiente activacion de la ruta
Ras/Raf/ERK?2 y de la cascada de MAP kinasas (MAPK) [Izquierdo et al., 1993] (figura 4).

2.8.3 La linea celular JHM1-2.2.

El modelo celular utilizado en este estudio consiste en la linea celular JHM1-2.2, la cual ha
sido descrita como un excelente modelo para el estudio de las sefales intracelulares que
median tanto la activacion celular [Desai et al., 1990] como AICD [Izquierdo et al., 1996;
Abraham and Weiss, 2004]. Esta linea celular fue generada por expresion estable del receptor
muscarinico humano de tipo I (HM1R) en la linea celular Jurkat, clon E6.1 (JE6.1) [Desai et
al., 1990], la cual deriva de una leucemia linfoblastica aguda de tipo T [Weiss et al., 1984].
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2.8.4 Senalizacion a través del receptor muscarinico HM1R.

El receptor muscarinico de tipo 1 (HM1R) esta formado por siete segmentos transmembrana
y pertenece a la familia de receptores acoplados a proteina G heterotriméricas. La estimulacion
del receptor HM1 con su agonista carbacol (CCh), provoca la activacion a nivel de membrana
plasmatica de la fosfolipasa  (PLC B), provocando de manera similar a la estimulacion del
TCR, un incremento rapido de DAG y de IP; a nivel de la membrana plasmatica, con la
consiguiente activacion de la ruta de sefalizacion mediada por las vias calcio/calcineurina,
DAG/Ras/Raf/ERK?2 y la ruta DAG/PKC/MAP kinasas (MAPK) (figura 4).

o Estimulacion Carbacol
antigénica

OO0 OCOQOOOO0CC ., ()Y L1000 DOOOOG— 000 OC

&
calmodulina

CD69 ' Activacion
IL-2 celular

Figura 4. Seiializacién intracelular mediada por el TCR y el HM1R en células JHM1-2.2.
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La estimulacion farmacologica combinada de la via calcio/calcineurina mediante el uso de
iono6foros de calcio (como la ionomicina), y de la via PKC/MAPK con ésteres de forbol
(como el PMA), o bien la estimulacion del receptor HM1R, mimetizan gran parte de las
respuestas celulares que tienen lugar durante los procesos de activacion y apoptosis que tienen
lugar tras la estimulacion del TCR en células T [Desai et al., 1990; Abraham and Weiss, 2004].
El receptor HMIR constituye una herramienta valiosa en este sentido, ya que permite estudiar
las respuestas celulares que tienen lugar tras la estimulacion de dos receptores diferentes que
comparten parte de la cascada de sefializacion intracelular: activacion de PLC y aumento de
DAG e IP;, pero no conlleva la activacion de protein tirosin quinasas (PTKs) llevada a cabo
tras la estimulacion del TCR. De este modo es posible analizar la contribucién relativa de
distintas moléculas y mediadores intracelulares tras la estimulacion del receptor (TCR o

HMIR) y sus consecuencias sobre los procesos de activacion y/o apoptosis del linfocito T.

2.8.5 Induccion de la expresion de FasL.

La activacion de estas cascadas de sefializacion (calcio/calcineurina, DAG/Ras/Raf/ERK2 y
la ruta DAG/PKC/MAP kinasas) van a culminar con la activacion de diferentes factores de
transcripcion, entre los que destacan NF-AT [Latinis et al., 1997], NF-xB [Matsui et al., 1998],
Egr [Mittelstadt et al., 1999], c-jun y fos (AP-1) [Faris et al., 1998] y c-myc [Brunner et al.,
2000]. La activacion de estos factores de transcripcion da lugar a la induccion de la experesion
de una gran variedad de proteinas, entre las que se encuentran diversas citoquinas y sus
receptores especificos que estdn implicados en la activacion del linfocito T, como CD69, IL-2
y sureceptor IL2-R [Desai et al., 1990, Izquierdo et al., 1996]; asi como inducen la expresion
del receptor Fas y FasL [Anel et al., 1994; Strasser et al.,1995; Lenardo et al., 1997] (figura 4).

Se ha descrito que la ruta calcio/calcineurina es necesaria para la induccion del ARNm de
FasL [Vignaux et al., 1995]: el tratamiento con ciclosporina A (CsA), un inhibidor especifico
de la calcineurina, inhibe la induccion de FasL tras estimulacion del TCR y del HM1R [Anel et
al., 1994; Izquierdo et al., 1996]. Sin embargo esta ruta, si bien es necesaria, no es suficiente
para la induccion del ARNm de FasL [Latinis et al., 1996]. A su vez, la estimulacion de la ruta
PLC/DAG/PKC también es capaz de inducir expresion del ARNm de IL-2 y FasL [Desali et al.,
1990; Izquiedo et al., 1996]. A su vez, otros estudios indican que tanto la via Ras/ERK2 como
la via MAPK contribuyen, junto con la via del calcio/calcineurina, a la regulacién
transcripcional del gen de FasL [Izquierdo et al., 1995; Latinis et al., 1997, van den Brink et
al., 1999].
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En resultados previos se habia descrito que la estimulacion del receptor HM1R con carbacol
en la linea celular JHM1-2.2 es suficiente para inducir varias respuestas celulares implicadas
tanto en la activacion celular mediada por la expresion de IL-2 y CD69 [Desai et al.1990;
Izquierdo et al., 1995; Sanjuan et al., 2001], como en la expresion de FasL durante la muerte

celular inducida por activacion (AICD) [Izquierdo et al., 1996].

2.9 Diacilglicerol quinasa alfa (DGK «).

El segundo mensajero lipidico DAG esta implicado en funciones importantes durante la
sefializacion intracelular: induce activacion de PKC, y ademas es un potente activador del
intercambiador de nucleétidos de guanina RasGRP, el cual activa a Ras. Ademas, el DAG y el
acido fosfatidico (PA, producto de la fosforilaciéon del DAG) ocupan un papel central en la
biosintesis de los lipidos fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y triacilgliceroles, por parte del
DAG; y fosfatidilserina y fosfatidilinositol por parte del PA. Una vez llevado a cabo su
funcién, el DAG es fosforilado a acido fosfatidico, reaccion catalizada por enzimas de la
familia de las diacilglicerol kinasas (DGKs). De este modo se regula de manera negativa la
accion de este segundo mensajero lipidico. La actividad enzimatica DGK ha sido detectada en
multitud de tejidos y tipos celulares [revisado en Sakane and Kanoh, 1997]. En 1959 fue
descrita por primera vez en cerebro de rata, siendo la isoforma alfa la primera en ser purificada
en 1983 [Kanoh et al., 1983]. La familia de las DGKs estd compuesta en mamiferos por 9
miembros o isoformas (a, B,7v,9,M, ¢, 1, y 0), clasificadas en 5 grupos atendiendo a sus

dominios estructurales [Sakane and Kanoh., 1997].

La enzima diacilglicerol quinasa o (DGK o) es una DGK de tipo I, que se encuentra
expresada en altos niveles en el citosol de los linfocitos T [Sakane et al., 1991].
Estructuralmente la DGK o se compone de 3 regiones: una pareja de dominios de union a
calcio o motivos EF-hands, situados en la region N-terminal, los cuales poseen un papel
regulador negativo sobre la actividad de la enzima; una pareja de dominios ricos en cisteina
CRM (zinc-fingers), implicados en la localizacion de la enzima a la membrana plasmatica; y la

region Carboxi-terminal donde se encuentra el dominio catalitico de la enzima (figura 6).
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Figura 6. Estructura de la DGK a.

2.9.1 Diacilglicerol quinasa o y sefializacion a través del TCR.

Como se ha descrito en el apartado 2.8.4, la estimulacion del TCR o del HMIR induce un
aumento a nivel de membrana plasmatica de DAG. Como respuesta a la estimulacion de estos
receptores se induce la translocacion transitoria de la DGK o desde el citosol a la membrana
plasmatica [Sanjuan et al., 2001]. Una vez en la membrana, la DGK o es la implicada en
catalizar la fosforilacion de DAG, produciéndose acido fosfatidico (PA), lo que disminuye los
niveles de DAG y evitando de este modo una sefializacion prolongada a través de este
segundo mensajero. La translocacion a la membrana plasmatica requiere del dominio N-
terminal de la DGK a, siendo también responsable de la disociaciéon del enzima de la
membrana una vez llevada a cabo su funcion [Sanjuan et al., 2001]. Se ha descrito que esta
translocacion a la membrana plasmatica y la actividad enzimatica del la DGK o est4 implicada
en la atenuacion de las sefales de activacion celular inducidas tras la estimulacion del receptor

[Sanjuan et al., 2001; Sanjuan et al., 2003].

2.9.2 Diacilglicerol quinasa o y activacion celular del linfocito T.

Utilizando este modelo se ha estudiado el papel de la DGK o como modulador de las
respuestas de activacion celular derivadas de la estimulacion de receptor en células T. Durante
estas respuestas de activacion celular, el aumento en los niveles de DAG estd directamente
relacionado con la expresion del marcador de activacion celular CD69, ya que su expresion es
estrictamente dependiente del incremento de DAG en la membrana plasmatica [Cebrian et al.,

1989]. La activacion de la DGKa en respuesta a interleuquina 2 (IL-2), el principal factor de
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crecimiento en células T, es necesaria para una transicion coordinada de la fase G, a la fase S
del ciclo celular [Flores et al., 1999]. Ademas, formas de la DGK o localizadas en la
membrana plasmatica y que son constitutivamente activas atenian la expresion en membrana
de CD69. A su vez, la inhibicion farmacologica de la DGK, asi como la expresion de una
forma cataliticamente inactiva de la DGK o, inducen sefiales prolongadas de activacion
[Sanjuan et al., 2001], las cuales tienen lugar a través de una sefializacion sostenida a través de
RasGRP [Jones et al., 2002]. Por lo tanto, la regulacion en los niveles del DAG por parte de la
DGK o desempenan una funcion importante en la correcta propagacion de sefales que

conllevan a la activacion del linfocito T.

Por lo tanto y en resumen de lo descrito en los apartados anteriores, se ha observado que la
estimulacion del TCR o del HMIR, puede desencadenar dos respuestas celulares bien
diferentes en el linfocito T: activacién/proliferacion o muerte celular por AICD. Ambos
tipos de respuesta presentan efectores, segundos mensajeros y vias de sefalizaciéon comunes:
aumentos del calcio intracelular y del DAG, activacion de protein tirosin quinasa C (PKC),
activacion de la via Ras/MAP quinasas (MAPK), etc. En este sentido no esté claro si existe una
identidad parcial o total entre estas vias de sefalizacién, por lo que el control de la respuesta
final, activacion o muerte, debe basarse en un balance estricto entre las sefiales positivas y
negativas que controlan cada una de estas vias. Este balance determinaria, en ultima instancia,
tanto la magnitud como la especificidad de la respuesta final que se lleva a cabo. En este
sentido se ha estudiado en el presente trabajo la posible implicacion de la ruta del
DAG/DGKa, la cual estd implicada en el control de las respuestas que dan lugar a la
activacion del linfocito T, en el control de la induccion de la muerte celular inducida por

activacion (AICD) en el linfocito T.

2.10 Fas/FasL y AICD: Implicaciones patologicas.

Como se ha comentado anteriormente, el sistema Fas/FasL y la AICD desempefian una
importante funcion como mecanismo de control y regulacion de la homeostasis del sistema
inmune. A continuacion, se resumen las principales implicaciones patologicas derivadas de
alteraciones en el sistema Fas/FasL, asi como en la muerte celular inducida por activaciéon o
AICD en el linfocito T.
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2.10.1 Enfermedades autoinmunes y el sistema Fas/FasL.

La funcion biologica de Fas/FasL ha sido estudiada en ratones con pérdida de funcion para
estas dos proteinas, identificandose varias mutaciones recesivas para Fas: ratones lpr
(linfoproliferacion); y para FasL: ratones gld (enfermedad linfoproliferativa generalizada).
Estas mutaciones causan desordenes complejos en el sistema inmune, como linfoadenopatias,
esplenomegalia, desérdenes de cardcter autoinmune e inflamatorio. Se produce una
acumulacion de linfocitos atipicos, los cuales no expresan los co-receptores CD4 y CD8, y
produccion de autoanticuerpos, que incluyen anticuerpos anti-ADN y el factor reumatoide
[Cohen et al., 1991; Feldmann, 2001; Li-Weber and Krammer, 2003]. En ¢l caso de humanos
se ha descrito el sindrome de Canale-Smith y el sindrome linfoproliferativo autoinmune
(ALPS) tipo Ia, con pérdida de caracter heterocigético de funcion de Fas; que en el caso de
disfuncion de FasL es denominado ALPS de tipo Ib. Los nifios con esta disfuncion muestran
linfoadenopatia masiva no maligna, hepatoesplenomegalia, hipergammaglobulinemia,
poblaciones aumentadas y alteradas de células T activadas, asi como una serie de alteraciones
autoinmunes [Fisher et al., 1995]. En el caso de disfuncion de Fas, la mutacion observada
conlleva la deleccion del dominio de muerte, de modo que las células T no sufren AICD
[Rieux-Laucat et al., 1995; Siegel et al., 2000°].

Fallos en la AICD podrian estar implicados en enfermedades autoinmunes 6rgano-especificas
de tipo cronico, como es el caso de la artritis reumatoide, miocarditis, tiroiditis de Hashimoto,
diabetes mellitus dependiente de insulina y en la esclerosis multiple [De Maria and Testi,
1998]. Un fallo en AICD explicaria la persistencia de las células T activadas infiltradas en el
tejido, manteniéndose en el tiempo el proceso inflamatorio [Feldmann, 2001] asi como la

destruccion de tejido mediada por linfocitos T citotoxicos..

2.10.2 Mantenimiento del privilegio inmune.

Aquellos tejidos donde se ha de evitar un proceso inflamatorio y el dafio tisular subsiguiente,
como son la cornea, el cerebro, placenta y la testis, expresan constitutivamente FasL. De esta
manera se evita la accion de linfocitos infiltrados en el tejido, los cuales van a ser eliminados
por apoptosis via Fas [Griffith et al., 1995; Bonfoco et al., 1998]. En el caso de los ratones gld
(con disfuncion de FasL) el transplante de cornea es rechazado, frente a la supervivencia del
transplante observado en los ratones salvajes (“wild type™) [Stuart et al, 1997]. Estos resultados
indicarian que el FasL expresado en la cornea probablemente podria ser el responsable del

€xito observado durante los transplantes de cornea en humanos.
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2.10.3 Elsistema Fas/FasL y su implicacion en cancer.

Los defectos en la regulacion de apoptosis podrian constituir uno de los factores que pueden
favorecer la transformacion neoplasica [Thompson et al., 1995]. La pérdida de funcion del
receptor Fas se ha observado en diversos linfomas y mielomas [Robertson et al., 1995]. En
estos pacientes se observan sintomas autoinmunes con una alta presencia de anticuerpos. El
defecto en apoptosis mediada por Fas se puede llegar a considerar como uno de los factores a
tener en cuenta durante los primeros pasos de la génesis tumoral, ofreciendo un factor de
resistencia y supervivencia a las células tumorales. En este sentido se ha sugerido que Fas
pudiera considerarse como un gen supresor de tumores [Peng et al., 1996].

La expresion constitutiva de FasL se ha detectado en diversos tumores, como carcinoma de
colon, hepatocarcinomas y melanomas [Hahne et al., 1996; O’Connel et al., 1996; Strand et al.,
1996], siendo uno de los mecanismos que se ha propuesto utilizado por la célula tumoral para
evadir el ataque del sistema inmune, y que contribuiria al mantenimiento del privilegio inmune

del tumor [revisado en O'Connell et al., 2001].
2.10.4 Tratamiento de tumores: apoptosis inducida por Fas/FasL.

El sistema Fas/FasL también estd implicado en la apoptosis inducida por el tratamiento de
distintas lineas tumorales con drogas utilizadas en la quimioterapia del cancer. El tratamiento
de lineas tumorales leucémicas, hepatorcarcinoma, hepatoblastoma, lineas celulares de cancer
gastrico y de carcinoma de colon con drogas antitumorales de muy diverso mecanismo de
accion (metrotexato, ciclofosfamida, doxorubicina, etopdsido, mitomicina) inducen regulacién
positiva de los mensajeros de Fas y FasL, y apoptosis mediada por la interaccion de ambos
[Friesen et al., 1996; Kasibhatla et al., 1998].

2.10.5 Fas/FasL y la apoptosis inducida en linfocitos por el HIV.

La infeccién con el virus de inmunodeficiencia humana (HIV) esta asociada con un
progresivo descenso en la poblacién de linfocitos T CD4". Se ha detectado en pacientes
infectados con HIV un aumento en la expresion de Fas y mayores niveles de FasL en células T,
observandose una mayor susceptibilidad a apoptosis mediada por Fas [Debatin et al., 1994;
Baumler et al., 1996 Xu et al., 1997]. Estas observaciones sugieren que la desregulacion del
sistema Fas/FasL. juega un papel importante durante la eliminacién de células T inducida por
HIV.
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2.11 Conclusion.

El sistema Fas/FasL y la muerte celular inducida por activacién (AICD) estan implicados de
una manera importante en la modulacion de la funcion y la homeostasis del sistema inmune,
asi como en multitud de funciones fisioldgicas. La identificacion del sistema FasL y de Fas ha
facilitado la caracterizacion de las principales rutas de sefializacion de apoptosis en linfocitos
T. La caracterizacion de este sistema reveld que la homeostasis del sistema inmune, asi como
la de otros tejidos estd controlada por un factor inductor de muerte, estando algunas patologias
causadas por una alteracion en este sistema. Esta consideracion no excluye que puedan ser
identificadas nuevas rutas de induccién de apoptosis que permitan desarrollar nuevos
tratamientos terapéuticos mas especificos contra las enfermedades y patologias que afectan al

sistema inmune.
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3.1 Anticuerpos utilizados.

e Anticuerpo monoclonal anti-fB-actina, clone AC-15 (Sigma-Aldrich).

e Anticuerpo monoclonal anti-CD3, clon UCHT1 (BD-Pharmingen).

e Anticuerpo monoclonal anti-CD4, clon RPA-T4 marcado con FITC (BD-Pharmingen).

e Anticuerpo monoclonal anti-CDS, clon HIT8a marcado con PE-Cy5 (BD-Pharmingen).

e Anticuerpo monoclonal anti-CD28, cedido por Dr. Moretta (Instituto Gianina Gaslini,
Genova, Italia)

e Anticuerpo monoclonal anti-CD45, cedido por Dr. Sanchez-Madrid (Hospital de la
Princesa, Madrid).

e Anticuerpo monoclonal anti-CD63, clone NKI-C-3 (Oncogene).

e Anticuerpo monoclonal anti-CD63, clone HSC6 marcado con R-PE (BD-Pharmingen).

e Anticuerpo monoclonal anti-CD69, clone FN50 marcado con Cy-Chrome (BD-
Pharmingen).

e Anticuerpo monoclonal anti-citocromo c, clone 7H8.2C12 (BD-Pharmingen).

e Anticuerpo monoclonal (mAb) citotoxico anti-Fas (CD95), clon CH-11 (MBL).

e Anticuerpo monoclonal anti-Fas (CD95) DX2 (BD-Pharmingen), IgG que reconoce
especificamente el receptor Fas humano. No posee actividad citotéxica al no producir
entrecruzamiento del receptor Fas. Bloquea la interaccion con FasL.

e Anticuerpo monoclonal anti-Fas Ligand (CD95L) NOK-1 (BD-Pharmingen), se une a
FasL, bloqueando su interaccion con el receptor de Fas.

e Anticuerpo monoclonal anti-Fas Ligand (CD95L) G247-4 (BD-Pharmingen), utilizado en
inmunotransferencia (Western-blotting).

e Anticuerpo de raton MslgG, utilizado como control inespecifico (Coulter).

e Anticuerpo policlonal de conejo anti-Fas Ligand (CD95L) Q-20 y péptido bloqueante
(Santa Cruz Biotechnology).

e Anticuerpo policlonal de conejo anti-GFP (Living Colors-Clontech).

e Anticuerpo policlonal de conejo anti-Giantina, clone PRB-114C (Covance).

e Anticuerpo monoclonal anti-Golgi58K, clone 58k-9 (Sigma).
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e Anticuerpo monoclonal anti-DGKa, cedido por Dr. H. Kanoh (Universidad Medica de
Sapporo, Japon).

e Anticuerpo monoclonal anti-lamp 1, clone 25 (BD-Pharmingen).

e Anticuerpo policlonal de conejo anti-PKD, clone D-20 (Santa Cruz Biotechnology).

e Anticuerpo policlonal anti-TGN46 y anticuerpo monoclonal anti-TGN38, cedidos por Dr.
G. Banting (Universidad de Bristol, Reino Unido).

e Anticuerpo secundario de cabra dirigido contra IgGs de ratén o conejo conjugado con
fosfatasa alcalina (Dako).

e Anticuerpo secundario de cabra dirigido contra IgGs de raton o conejo conjugado con FITC
o Cy5 (Jackson Immunoresearch Inc.).

e Anticuerpo de rata dirigido contra IgG; de ratén conjugado con bolas magnéticas (Miltenyi

Biotec).

3.2 Reactivos utilizados.

e Acido clorihidrico (Merck).

e Acido etilendiamino tetraacético, EDTA (Sigma-Aldrich).
e Acido p-coumarico (Merck).

e Acrilamida-Bis 30% (Sigma-Aldrich).

e Actinomicina D (Sigma-Aldrich).

e 7-Amino-Actinomicina D (Sigma-Aldrich).

e Anexina V-PE (Phycoerythrine) (BD-Pharmingen).

e Anexina V binding buffer (BD-Pharmingen).

e Persulfato de amonio, APS (Sigma-Aldrich).

e Azida sodica (Sigma-Aldrich).

e Carbamyl colina (Carbacol) (Sigma-Aldrich).

e Ciclosporina A (Sigma).

e C(itrato sodico monohidrato (Merck).
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DGK inhibitor I R59949 (Calbiochem).

Dimetilsulfoxido (Sigma-Aldrich).
1,2-dioctonoil-sn-glicerol , DOG (Sigma-Aldrich).

Ditiotreitol, DTT (GibCo BRL-Invitrogen).

Dodecil sulfato sodico, SDS (Fluka Chemie).

Dual Luciferasa Reporter Assay Kit (Promega).

Formaldehido (Fluka Chemie).

Medio para separacion de linfocitos Fi

Glicerol (Fluka Chemie).

Glicina (Merck).

GM6001, inhibidor de amplio espectro de metaloproteinasas de la matriz extracelular
(Calbiochem).

Geneticina, G418 (GibCo).

HEPES (Merck).

Ionomicina (Ion6foro de calcio) (Sigma-Aldrich).
Ioduro de propidio (Sigma-Aldrich).

Interleuquina-2 recombinante humana (Glaxo IMB).

Leche en polvo desnatada (Nestle).
Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen).
Luminol (Sigma-Aldrich).

Marcadores proteicos de peso molecular (Promega).

Material diverso de cultivo celular: placas, botellas y tubos (BD-Falcon).
Medio de cultivo celular RPMI 1640 (GibCo-Invitrogen).

Medio Eagle modificado por Dulbecco, DMEM (GibCo-Invitrogen).
Medio de cultivo celular OptiMEM 1, (GibCo-Invitrogen).
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Membranas de nitrocelulosa Hybond (Amersham Biosciences).
Metanol (Merck).

2-B Mercaptoetanol (Merck).

Mowiol (Sigma-Aldrich).

Nonidet P40 (Fluka Chemie).

Papel de filtro Watman (Watman International Ltd.).

Peliculas de auto radiografia Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences).
Penicilina-Estreptomicina (GibCo-Invitrogen).

Percoll/RediGrad para gradientes de densidad (Amersham Biosciences).
1,10-phenantroline (Merck).

Phitohemaglutinina-M, PHA-M (Sigma-Aldrich).

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich).

PMSF (Sigma-Aldrich).

Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich).

Proteina G inmobilizada en agarosa (Sigma-Aldrich).

Reactivo de Bradford (BioRad).

RNasa A (Sigma-Aldrich).

Saponina (Sigma-Aldrich).

Solucién intensificadora de quimioluminiscencia ECL (Amersham Biosciences).
Estaurosporina (Sigma-Aldrich).

Suero fetal bovino, FBS (GibCo-Invitrogen).
Tampon de Laemmli (Biolabs).

Tampon Tris (Merck).

TEMED (Sigma-Aldrich).

Tween-20 (Sigma-Aldrich).

Tripsina-EDTA (GibCo).

Trypan Blue (Sigma-Aldrich).

Triton X-100 (Merck).

z-Val-Ala-DL-Asp-fluoremetylketone, z-VAD.fmk (Bachem AG).
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3.4 Metodologia Experimental.

3.4.1 Cultivo de las lineas celulares Jurkat E6.1 y JHM1- 2.2.

La linea celular Jurkat, clon E6.1 (JE6.1) deriva de una leucemia linfoblastica aguda de tipo T
[Weiss et al., 1984], y procede de la American Type Culture Collection (ATCC, USA). Esta
linea celular fue cultivada en suspension en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal
bovino (FBS) 10% , 1 mM L-glutamina, 10 mM HEPES, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml
estreptomicina (medio RPMI completo).

La linea celular JHM1-2.2 fue generada por transfeccion estable del receptor muscarinico
tipo I humano (HM1) en la linea celular Jurkat (Desai et al. 1990). Esta linea celular fue
cultivada en suspension en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (FBS) 5% , 1
mM L-glutamina, 10 mM HEPES, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina
(medio DMEM completo). Como medio de seleccion para mantener la expresion del receptor

muscarinico el medio de cultivo fue suplementado con 0,5 pg/ml del antibidtico G418.

Ambeas lineas celulares expresan de forma constitutiva CD2, CD3, CD4 [Weiss et al., 1984],
el receptor Fas y son sensibles a la muerte celular inducida por activacion (AICD) inducida por
la estimulacion del receptor de células T (TCR) [Dhein et al., 1995].

La viabilidad celular y la expresion de marcadores celulares de membrana plasmatica fue
controlada periddicamente para evitar la deriva clonal debida al cultivo in vitro. La ausencia de
contaminacion por micoplasmas en los cultivos celulares, asi como en los medios de cultivo

utilizados fue analizada periddicamente mediante la técnica de PCR.
3.4.2 Cultivo de la linea celular HEK293T y células Hela.

Las células humanas embrionarias de rifion (HEK) 293T y la linea celular de origen epitelial
Hela son células adherentes, y fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con suero
fetal bovino (FBS) 5% , 1 mM L-glutamina, 10 mM HEPES, penicilina-estreptomicina (100
U/ml and 100 pg/ml).

44



Materiales y Métodos

3.4.3 Obtencion y cultivo primario de linfocitos T humanos
aislados de sangre periférica: generacion de blastos T.

Los linfocitos T humanos fueron obtenidos a partir de sangre venosa periférica de donantes
sanos mediante gradiente de densidad. Para ello se recogieron 40 ml de sangre sobre un tubo
que contenia 1.25 ml de EDTA 0.2M, pH 7.4 como agente anticoagulante. Una vez obtenida la
sangre se diluyo en proporcion 1:1 con medio RPMI completo sin suero y la mezcla se anadio
cuidadosamente sobre una solucion Ficoll-Paque Plus, manteniendo una proporcion de sangre-
RPMI:Ficoll-Paque de 3:1. A continuacion la preparacion fue centrifugada a 800 x g durante
30 minutos, a 20C sin freno. Este procedimiento permite una separacion de las células
mononucleares en funcién de su densidad, que forman un “anillo” en la interfase entre el
plasma sanguineo y el Ficoll-Paque, mientras que los eritrocitos y neutréfilos se depositan en el
fondo del tubo. Mediante aspiracion con pipeta Pasteur de este “anillo”, se recogieron las
células mononucleares en un tubo estéril. Para eliminar el Ficoll-Paque contenido en la
fraccion recogida, las células fueron sometidas a dos lavados con 30 ml de medio RPMI
completo sin suero, centrifugando a 700 x g durante 10 minutos. Finalmente se contaron las
células mononucleares y se resuspendieron a una concentracion de 1x10° cel/ml en medio
RPMI completo.

A partir de estas células se generaron blastos T por activacion de los linfocitos T con el
mitégeno phitohemaglutinina PHA-m a una dosis de 10 pg/ml. Las células fueron mantenidos
en cultivo durante 3 dias sin proceder al cambio de medio para asi favorecer el proceso de
activacion, proliferacion y transformacion blastica. A partir del tercer dia de activacion con
PHA-m los blastos T activados fueron diluidos con medio RPMI completo suplementado con
interleuquina-2 recombinante humana a una concentracién de 20 ng/ml (dia 0), para inducir la
expansion clonal de los blastos T. La IL-2 es un factor de crecimiento que inicia la progresion
del ciclo celular desde la fase G, a fase S, al interactuar con el receptor IL-2R. El medio de
cultivo fue diluido 1/3 con medio RPMI completo + IL-2 cada dos dias y los blastos T fueron

cultivados durante un maximo de 10 dias.
3.4.4 Mantenimiento de los cultivos celulares.
Las células se cultivaron a 37°C en atmoésfera saturada de humedad, con un 5% de CO; en

un incubador termostatizado. Las manipulaciones de las células y medios de cultivo se llevaron

a cabo en campanas de flujo laminar vertical en condiciones estériles.
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Excepto cuando se indique de otra forma, los experimentos, se llevaron a cabo en medio
completo RPMI o DMEM. Para ello las células fueron centrifugadas a 700 x g durante 5
minutos, el medio de cultivo fue decantado y las células se resuspendieron en medio de cultivo
fresco a una concentracion de 1x10° cel/ml. A los diferentes tiempos experimentales
estudiados, las células fueron recogidas y centrifugadas a 700 x g durante 5 minutos para
eliminar el medio de cultivo (lavado de las células). A continuacion el pellet de células fue
resuspendido en PBS-0.1% azida sodica a 4°C. El uso de azida sodica y una temperatura de 4 C
durante pasos del desarrollo experimental fue utilizado para evitar modulaciones derivadas del
proceso de recogida y posterior tratamiento de las células. A continuacion las células fueron

centrifugadas de nuevo (lavado) para su posterior tratamiento segun el analisis a realizar.
3.4.5 Analisis de muerte celular por apoptosis.

Para el andlisis de muerte celular se utiliz6 como marcador de fases tempranas de apoptosis
unidon de Anexina V marcada con ficoeritrina (Anexina V-PE). La Anexina V es una proteina
que se une de forma especifica y con alta afinidad al fosfolipido fosfatidilserina, cuya
translocacion/exposicion de la cara interna hacia la cara externa de la membrana plasmatica es
uno de los primeros eventos que tienen lugar durante el proceso apoptético, precediendo a la
pérdida de la integridad de la membrana plasmatica. Como marcador de fases tardias de
apoptosis/necrosis se analizd6 permeabilidad al soluto de bajo peso molecular 7-Amino-
Actinomicina D (7-AAD). El 7-AAD es un compuesto fluorescente que se une al ADN y que
no puede atravesar la membrana plasmatica de células viables o células que estan en las
primeras etapas de apoptosis (donde la integridad de la membrana plasmatica se mantiene).
Las células fueron tratadas en medio completo DMEM o RPMI (segun el tipo celular) con los
diferentes estimulos durante el tiempo indicado. Las células se recogieron y se centrifugaron a
700 x g durante 4 minutos. El sobrenadante de cultivo fue aspirado y el pellet de células fue
resuspendido en PBS, se centrifugd de nuevo para eliminar restos de rojo fenol del medio de
cultivo (lavado de las células). El pellet de células lavado fue incubado durante 10 minutos en
oscuridad y a 4'C con una pre-mezcla de Anexina V-PE (2 pl/pto) y 7-AAD (1 pg/ml) en
tampon de unién para Anexina V (“Binding Buffer’”). Posteriormente las células fueron
analizadas por citometria de flujo en un citometro Epics XL-MCL Beckman Coulter (laser de
excitacion de 488 nm y cuatro lineas de deteccion: FL1 505-545 nm, FL2 555-600 nm, FL3
605-635 nm y FL4 660-700 nm). El marcaje con Anexina V-PE fue analizado por aumento de
fluorescencia medida en la linea de deteccion FL2 y la permeabilidad a 7-AAD por aumento

en la fluorescencia medida en la linea de deteccion FL4.
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Para analizar la contribucion del sistema Fas-FasL en la muerte celular inducida en cada
condicion experimental se realizaron experimentos en paralelo en los cuales las células fueron

pre-incubadas durante 30 minutos con:

1) Anticuerpo anti-Fas DX2 (0.5 pg/ml), el cual se une al receptor Fas humano
bloqueando su interaccioén con FasL,

11) Anticuerpo anti-Fas Ligand NOK-1 (0.5 pg/ml), que se une a FasL bloqueando
su interaccion con el receptor de Fas,

1i1) Ciclosporina A (200 ng/ml), inhibidor de la expresion del gen para FasL.

3.4.6 Analisis de degradacion de ADN en células JHM1-2.2
por citometria de flujo.

El ioduro de propidio es un compuesto fluorescente que se intercala en la doble cadena de los
acidos nucleicos emitiendo en rojo lejano (600 nm) cuando es excitado a 488 nm. Para el
analisis de la degradacion de ADN, las células fueron fijadas con etanol, tratadas con RNase A
para digerir el ARN de doble cadena y posteriormente tefiidas con ioduro de propidio y
analizadas por citometria de flujo. Mediante el anélisis del contenido en ADN (cuantificado
como intensidad de fluorescencia del ioduro de propidio) se pueden distinguir las diferentes
cantidades de ADN presentes en la célula segun el estado celular en el que ésta se encuentre:
fase Go/Gj, fase de S o fase G,/M del ciclo celular, o fase de degradacion del ADN subGy/G;.

1x10° de células JHM1-2.2 por punto experimental fueron recogidas y centrifugadas a 800 x
g durante 4 minutos. El sobrenadante fue eliminado y el pellet de células fue lavado con PBS-
0.1% azida sodica a 4°C. Las células fueron fijadas durante 5 minutos a 4°C afiadiendo 900 ul
de etanol al 70%. Las células fijadas fueron lavadas dos veces en PBS. Para extraer los
fragmentos de ADN que se encuentren en el citosol como consecuencia de su degradacion se
anadid 1 ml/pto de tampon de extraccion de ADN ( 0.2 M Na,HPO,4 / 0.1 M acido citrico, pH
7.8). Las células fueron incubadas en este tampon durante 10 minutos a temperatura ambiente
y centrifugadas a 800 x g 5 minutos. El sobrenadante fue eliminado y se resuspendi6 el pellet
en 400 pl de solucion de tincion de ADN (PBS-RNasa 100 pg/ml-loduro de propidio 20
ug/ml). Las células fueron incubadas durante 30 minutos a 37 °C y la fluorescencia del ioduro

de propidio fue analizada mediante citometria de flujo en el canal FL3 (605-635 nm).
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3.4.7 Vectores de expresion utilizados.

En los experimentos de transfecciones transitorias en célula JHM1-2.2 o en células
HEK?293T se utilizaron diferentes vectores de expresion basados en el plasmido pEF4/Myc-

HisB. Las diferentes proteinas a expresar fueron subclonadas en este vector.

- pEF4/Myc-His B, vector vacio, no codifica para ninguna proteina eucariota. Este
vector fue utilizado como control de transfeccion. Este vector de expresion contiene el
promotor para el factor humano de elongacion 1 alfa (hEF-1a), que permite la expresion

de altos niveles de proteina en un amplio rango de tipos celulares.
- pEF-GFP, vector que codifica para la proteina verde fluorescente GFP.

- pEF-GFP-DGK a , vector que codifica para la proteina de fusion GFP-Diacilglicerol

quinasa a en su forma salvaje (wild type).

- pEF-GFP-DGK a Kd , codifica para la proteina de fusion GFP-Diacilglicerol quinasa
a en su forma cataliticamente inactiva (“Kinase Dead”). Este plasmido fue generado

sustituyendo la glicina 432 por alanina.

- pEF-GFP-A(1-192)-DGK a , codifica para la proteina de fusion GFP-Diacilglicerol

quinasa o con una defeccion de 192 aminodcidos del dominio N-terminal.
- pEF-Myr-GFP-DGK a , codifica para la proteina de fusion GFP-Diacilglicerol
quinasa o modificada en el extremo N-terminal de GFP por adicion de un lugar de

miristoilacion. Esta modificacion localiza la GFP-DGK a en la membrana plasmatica.

Los plasmidos para las construcciones GFP-DGK a fueron amablemente cedidos por la Dra.
Isabel Mérida (Centro Nacional de Biotecnologia-CSIC, Madrid).

- pEF-p35, codifica para la proteina viral anti-apoptotica inhibidora de caspasas p35.

- pBXhFasL, vector que contiene el ADNc para la proteina humana FasL (CD95SL),

cedido por el Dr. Nagata (Osaka Bioscience Institute, Japon).
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- pEF4hFasL, vector de expresion para la proteina humana FasL, generado a partir de la
digestion con Xba I del plasmido pBXhFasL y posterior subclonacion del ADNc para
hFasL en el vector de expresion pEF4/Myc-His B.

- pEF-GFP-PKD, vector de expresion para la proteina de fusion GFP-Protein quinasa D,

cedido por la Dra. Doreen Cantrell (University of Dundee, Reino Unido)
3.4.8 Transfecciones celulares por electroporacion.

13x10° de células JHM1-2.2 en crecimiento exponencial (a una concentracion de 450.000
cel/ml) fueron transfectadas de forma transitoria utilizando la técnica de electroporacion (Gene
Pulser II, Bio-Rad). La electroporacion se llevo a cabo en cubetas de electroporacion de 0.4 cm
en un volumen de 600 ul, 20 ug de ADN, voltaje de 230 V y capacitancia de 975 pF. Una vez
electroporadas las células fueron diluidas en 10 ml de medio DMEM completo. Previamente a
la realizacion de los experimentos las células transfectadas fueron sometidas a un gradiente de
densidad en Ficoll-Paque Plus para eliminar las células muertas y restos celulares presentes en
el medio de cultivo como consecuencia de la electroporacion. Para ello las células fueron
afiadidas cuidadosamente sobre una solucion Ficoll-Paque Plus, manteniendo una proporcion
de células:Ficoll-Paque de 3:1. A continuacion la preparacion fue centrifugada a 800 x g
durante 30 minutos, a 20°C sin freno. Este procedimiento permite una separacion de las células
en funcion de su densidad. Las células muertas y restos celulares se depositan en el fondo del
tubo, mientras que las células viables permanecen en un “anillo” en la interfase entre el medio
de cultivo y el Ficoll-Paque. Mediante aspiracion con pipeta Pasteur del “anillo” de células, se
recogieron las células viables en un tubo estéril. Para eliminar el Ficoll-Paque contenido en la
fraccion recogida las células fueron sometidas a dos lavados con 30 ml de medio DMEM sin
suero, centrifugando a 700 x g durante 5 minutos. Finalmente se contaron las células y se
resuspendieron a una concentracion de 1x10° cel/ml en medio DMEM completo, dejandose en

estas condiciones al menos 2 horas antes de la realizacion del experimento.
3.4.9 Transfeccion de células HEK293T.

Las transfecciones de células HEK293T fueron llevadas a cabo utilizando el método de

transfeccion con Lipofectamine 2000 segun las instrucciones dadas por el fabricante.
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3.4.10 Analisis de expresion de las diferentes construcciones
utilizadas en las transfecciones transitorias.

Se realizd un analisis de los niveles de expresion de las diferentes construcciones con GFP a
las 24, 48 y 72 horas post-transfeccion. Para ello las células transfectadas fueron recogidas,
centrifugadas durante 5 minutos a 700 x g y lavadas una vez con PBS. El pellet de células fue
resuspendido en tampo6n PBS-Ioduro de propidio (PI, 200 ng/ml). La permeabilidad a ioduro de
propidio (PI) fue utilizada como marcador de células no viables. El anélisis es llevado a cabo
por citometria de flujo (Coulter Epics XL-MCL), analizando la emision de fluorescencia verde
(505-545 nm, FL1) en aquellas células que excluyen PI (605-635 nm, FL3). El nivel maximo
de expresion de GFP fue observado a las 48h post-transfeccion, utilizandose este tiempo para
los experimentos a realizar. La expresion de las construcciones GFP-DGK o fue también

analizada mediante Western Blotting y microscopia de fluorescencia.
3.4.11 Medida de la concentracion de proteina.

La proteina total de los extractos celulares a analizar mediante Western Blotting se cuantificd
segun el método de Bradford, basado en un desplazamiento del maximo de absorcion (de 465 a

595 nm) del colorante azul de Coomasie G en presencia de proteina.

3.4.12 Analisis de proteinas mediante inmunodeteccion (\Western
Blotting).

Las células (2x10° por punto experimental) se recogieron y se lavaron dos veces con PBS a
4°C y fueron lisadas a 4°C durante 10 min en tampén de lisis RIPA suplementado con 0.1 mM
de PMSF y PIC. El lisado celular fue centrifugado a 15.500 x g durante 5 min. El sobrenadante
fue recogido y se midié la cantidad de proteina contenida en el sobrenadante mediante el
método de Bradford. Las muestras (25 pg proteina/pto en el caso de lisados celulares totales)
se mezclaron con tampdén de Laemmli (60 mM Tris, 10% glicerol 2% SDS, 0.002% azul de
bromofenol, pH 6.8) con DTT (20 mM) y fueron calentadas 5 minutos a 100°C. Para la
deteccion de CD63, las muestras se mezclaron con tampon de Laemmli sin DTT (condiciones
no reductoras). La separacion de las proteinas en funcion de su peso molecular se realizod por
electroforesis en geles de 10% poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

de las diferentes muestras. La electroforesis fue llevada a cabo en tampon de electroforesis (25
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mM Tris, 0.2 M glicina, 0.1% SDS) durante 2 horas a 75 V. Posteriormente las proteinas
separadas fueron transferidas del gel a una membrana de nitrocelulosa. La transferencia se
llevo en condiciones himedas durante 1.5 horas a 350 mA en tampon de transferencia. Una vez
acabada la transferencia las membranas de nitrocelulosa se bloquearon con una solucién de
PBS al 5% (p/v) de leche desnatada en polvo, 0.2 % Tween-20 durante 1 hora a temperatura
ambiente o a 4°C toda la noche. Se realizaron 4 lavados de las membranas (10 minutos cada
uno) y posteriormente fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente con los
diferentes anticuerpos primarios en tampon PBS al 0,5 % (p/v) de leche desnatada, 0,2 %
Tween-20. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anticuerpo policlonal de conejo
anti-FasL. Q-20, anticuerpo policlonal de conejo anti-GFP, anticuerpo monoclonal anti-f3-
actina, anticuerpo monoclonal anti-CD63, anticuerpo monoclonal anti-CD28, anticuerpo
monoclonal anti-CD45, anticuerpo monoclonal anti-lampl, anticuerpo monoclonal anti-
Golgi58k, anticuerpo monoclonal anti-DGKa, y anticuerpo policlonal de conejo anti-PKD .
Seguidamente las membranas fueron lavadas 3 veces y a continuacion se procedid a su
incubacion 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario anti-Ig de conejo o
anti-Ig de raton conjugado con peroxidasa de rabano (HRP). Las membranas se lavaron 5 veces
y posteriormente se procedio a la deteccion de los inmunocomplejos a traves una reaccion de
quimioluminiscencia utilizando reactivos ECL (Amersham-Pharmacia) y revelado en peliculas
autorradiograficas. El posterior andlisis de las diferentas membranas reveladas se realizo por

densitometria utilizando para ello el software Quantity One de Bio-Rad.

3.4.13 Analisis por citometria de flujo de antigenos expresados en
la membrana plasmatica.

La técnica de citometria de flujo y la existencia de anticuerpos monoclonales hacen posible la
identificacion de determinadas moléculas/proteinas en la superficie de las células, debido a la
capacidad que tienen los anticuerpos de unirse covalentemente a determinados fluorocromos,
ya sea de forma directa o indirecta.

1x10° de células por punto experimental fueron recogidas, centrifugadas a 700 x g durante 3
minutos y lavadas con PBS-0.5% BSA-0.1% azida soédica. A continuacion, las células se
incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente con los anticuerpos a estudio:
anticuerpo monoclonal anti-human CD3, anticuerpo monoclonal anti-human CD69-R-PE,
anticuerpo monoclonal anti-human CD63-PE, anticuerpo monoclonal anti-human Fas (DX2),

anticuerpo monoclonal anti-human FasL (NOK1), anticuerpo monoclonal anti-human CD4-
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FITC y anticuerpo monoclonal anti-human CD8-PE-Cy5 diluidos en PBS- 0,5 %BSA -0,1%
azida sodica. Como control isotipico de especificidad de los anticuerpos se utilizdé anticuerpo
Ms IgG. Las células fueron lavadas 3 veces con el mismo tampoén, y en el caso de anticuerpos
conjugados con fluorocromo (CD4-FITC, CD8-PE-Cy5, CD63-PE y CD69-Cy-Chrome) las
muestras fueron lavadas dos veces con PBS, resuspendidas en PBS y analizadas directamente
en el citometro de flujo. En los puntos marcados con anticuerpos no conjugados con
fluorocromo (CD3, DX2 y FasL) las células se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente con un anticuerpo de cabra F(ab)2 anti-raton marcado con FITC diluido en PBS-5%
BSA-0.1% azida. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS- 0,5 %BSA -0,1% azida sédica,

una vez con PBS, fueron resuspendidas en PBS y analizadas por citometria de flujo.

3.4.14 Analisis de 1a morfologia celular por microscopia de
transmision.

1x10° células JHM1-2.2 fueron afiadidas directamente sobre placas de cultivo de 35 mm con
fondo de cristal en medio DMEM completo, se dejaron en el incubador durante 1 hora y fueron
estimuladas con los diferentes estimulos. A los diferentes tiempos de induccidén se tomaron
fotografias de transmision utilizando la técnica de Nomarski en un microscopio Nikon
ECLIPSE TE 2000U usando un objetivo Plan Apo NA 1.4 60x.

3.4.15 Analisis por microscopia confocal de fluorescencia.

Las células fueron recogidas a los diferentes tiempos indicados, se centrifugaron 5 minutos
a 700 x g, el sobrenadante fue eliminado y el pellet de células fue incubado con soluciéon de
fijacion (PBS-PFA 4%-10 mM HEPES pH 7.3) durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Las células fijadas fueron lavadas dos veces con PBS-10 mM HEPES para retirar el PFA. A
continuacion las células fueron sometidos a una incubacion de 5 minutos con PBS-NH4Cl 50
mM para eliminar la autofluorescencia de las células y posteriormente se lavaron con PBS-10
mM HEPES. Para visualizar los ntcleos las células fueron incubadas durante 20 minutos con
7-AAD (4 pg/ml) en PBS-0.1% TritonX-100, lavadas con PBS-10 mM HEPES, se
resuspendieron en Mowiol y fueron montadas sobre cristales de fluorescencia. Se analizo la
fluorescencia verde (GFP) utilizando excitacion con un laser Argoéon (488 nm) y la

fluorescencia roja (7-AAD) excitando la muestra con laser HeNe (543 nm).
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En los marcajes intracelulares por inmunofluorescencia las células en el paso de incubacion
con PBS-NH4Cl 50 mM fueron lavadas con PBS-10 mM HEPES y bloqueadas durante una
hora con PBS-5% BSA-0.1 % saponina a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas tres
veces en solucion de permeabilizacion (PS) PBS-0.5%BSA-0.1% saponina-15 mM glicina-10
mM HEPES, y a continuacién fueron incubadas con los diferentes anticuerpos primarios
durante 1 hora a temperatura ambiente: anticuerpo monoclonal anti-CD63 (NKI-C-3),
anticuerpo policlonal anti-FasL. (Q-20), anticuerpo monoclonal anti-Giantina, anticuerpo
monoclonal TGN38, anticuerpo policlonal anti-TGN46 y anticuerpo monoclonal anti-LBPA.
Las células fueron lavadas cinco veces con solucion PS y posteriormente fueron incubadas 1
hora a temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo secundario diluido en solucién
PS (anticuerpo de cabra F(ab)2 anti-raton o anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado con
FITC, o conjugado con Cy5 en el caso del marcaje por inmunofluorescencia en células
transfectadas con GFP). Las células fueron lavadas cinco veces con solucion PS y dos veces
con PBS-10 mM HEPES. Se realiz6 un ultimo lavado con H,O, milliQ y las células fueron
montadas en Mowiol sobre cristales para su posterior andlisis en el microscopio. Las muestras
fueron analizadas en un microscopio confocal Bio-Rad 2100 Nikon ECLIPSE TE 2000U
usando un objetivo Plan Apo NA 1.4 60x. La fluorescencia verde (GFP o FITC) fue analizada
utilizando excitaciéon con laser Argon (488nm) y la fluorescencia roja (CyS) excitando la
muestra con laser Diodo Rojo (635 nm). Para reducir un posible solapamiento en la emision de
fluorescencia la sefal verde y roja fueron adquiridas en modo secuencial. Las células fueron
observadas en 15 planos focales sucesivos e imdgenes de secciones Opticas de 0.4 um fueron
adquiridas con un didmetro de iris de 1.6 mm. No se observo marcaje inespecifico cuando las
células fueron incubadas tnicamente con los anticuerpos secundarios. Las imagenes digitales
adquiridas y el analisis de colocalizacion fue llevado a cabo utilizando el software
LaserSharp2000 (BioRad).

3.4.16 Ensayo dual de actividad de gen reportero de luciferasa.

Para los ensayos de andlisis de induccion de los diferentes genes a estudio se utilizod la
técnica de ensayo dual de actividad de gen reportero de luciferasa. Esta técnica esta basada en
la emision de luminiscencia como consecuencia de la actividad enzimatica de la luciferasa de
Renilla reniformis y de la luciferasa de Photinius pyrali, luciferasas codificadas por dos

vectores de expresion diferentes.
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Para ello las células JHM1-2.2 fueron co-transfectadas por electroporacion con los

siguientes vectores de expresion:

e Un vector para la luciferasa de Renilla pRL-TK, que se encuentra bajo un promotor
constitutivamente activo (promotor para la timidin kinasa del virus herpes simplex).
Este vector es usado como “reportero” control.

e un vector inducible que contiene el gen reportero para la luciferasa de Photinus pyralis
bajo el promotor del gen a estudio, en este caso:

1) pLuc-486FasL, vector de expresion bajo el control de los
primeros 486 nucledtidos corriente arriba del sitio de inicio del
gen humano para FasL [Latinis et al., 1997].

i1) pAIM1.4-Luc, vector de expresion bajo el control del promotor

del gen humano para CD69 [Lopez-Cabrera et al., 1995].

e vy uno de los siguientes plasmidos:

1) vector “vacio” pEF4B como control de transfeccion,
11) vector pEF-GFP-DGKao,

iiil)  pEF-GFP-DGKa Kd,

1v) pEF-GFP-A(1-192)-DGKa,

V) pEF-Myr-GFP-DGKo.

Se utilizo la siguiente relacién molar entre los diferentes plasmidos a co-transfectar:

- pEF-GFP-DGKa : pLuc-486FasL o pAIM1.4-Luc relacion 1:3.
- pLuc-486FasL o pAIM1.4-Luc : pRL-TK relacion 7:1.

La co-transfeccion con el vector para la luciferasa de Renilla (pRL-TK) fue utilizado como
control interno para normalizar la eficiencia de transfeccion (normalizacion de la cantidad de
plasmido por célula asi como de las posibles diferencias por condicion experimental). A las 48
horas post-transfeccion, las células co-transfectadas fueron tratadas como se describe y el
ensayo de actividad de luciferasa fue llevado a cabo de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Promega). Los datos de actividad de luciferasa medidos como emision de
luminiscencia fueron normalizados con el “reporter” control (emision de luminiscencia de la
luciferasa de Renilla) y comparados con el control sin estimular, para asi obtener el numero

de veces de induccién del gen reportero a estudio.
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3.4.17 Analisis por citometria de flujo de FasL intracelular.

1x10° de células por punto experimental fueron recogidas, centrifugadas tres minutos a 700 x
g y lavadas con PBS. Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 15
minutos a temperatura ambiente, se bloquearon durante 15 minutos en PBS-5% BSA-0,1%
Triton-X100 y posteriormente se incubaron durante 1 hora con anticuerpo de ratéon anti-human
FasL (NOK-1) en PBS- 0,5 %BSA -0,1% Triton-X100. Las células fueron lavadas 3 veces con
el mismo tampon e incubadas durante 1 hora con anticuerpo de cabra F(ab)2 anti-ratén
marcado con Cy5. Se realizaron tres lavados con PBS- 0,5 %BSA -0,1% Triton-X100 y un

ultimo lavado con PBS antes de ser analizadas por citometria de flujo (FL4, 660-700nm).

3.4.18 Obtencion mediante ultracentrifugacion de microvesiculas/
exosomas de los sobrenadantes de cultivo.

La obtencion y purificacion de la fraccion de los sobrenadantes de cultivo que contiene
microvesiculas/exosomas ha sido descrita previamente [Blanchard et al., 2002; Martinez-
Lorenzo et al., 1999]. Utilizando los protocolos descritos en estos estudios, 20x10° de células
JHM1-2.2 o blastos T fueron tratadas como se indica en 1 ml de medio completo. Previamente
a la realizacion de los experimentos, el suero (FBS) utilizado en el medio de cultivo fue
primero filtrado utilizando filtros de 0.22 pm y posteriormente ultracentrifugado durante 16h a
100.000 x g con el fin de eliminar posibles restos de exosomas presentes en el suero de cultivo.
A los diferentes tiempos de induccion utilizados las células fueron recogidas y tras una
centrifugacion a 700 x g durante 5 minutos, los sobrenadantes de cultivo fueron recogidos.
Para eliminar posibles células asi como restos celulares estos sobrenadantes fueron clarificados
por varias centrifugaciones seriadas. Para ello fueron primero sometidos a tres centrifugaciones
a 5000 x g durante 5 minutos, y dos centrifugaciones a 10.000 x g durante 2 minutos,
recogiéndose el sobrenadante en cada paso. Los sobrenadantes de cultivo clarificados de esta
forma se sometieron a ultracentrifugacion a una velocidad de 100.000 x g durante 18 horas,
con el fin de pelletear la fraccion de microvesiculas/exosomas. El sobrenadante de esta
ultracentrifugacién fue recogido y guardado a 4°C hasta su utilizacion. La fraccién particulada
contenida en el pellet ultracentrifugado fue resuspendida y lisada durante 10 minutos a 4°C en
100 ul de tampon de lisis RIPA suplementado con 0,1 mM PMSF y PIC. Estos lisados fueron
sometidos a electroforesis en geles de 10% poliacrilamida-SDS en condiciones

desnaturalizantes. Las proteinas separadas fueron transferidas posteriormente a una membrana
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de nitrocelulosa (Hybond™ ECL™) y la presencia de CD63, FasL y DGK a fue analizada
por Western Blotting utilizando los correspondientes anticuerpos primarios y secundarios.
CD63 es una glicoproteina de 53 kDa con alto grado de glicosilacion [Wang et al., 2001],
detectandose en WB bajo condiciones no reductoras como una banda comprendida entre 60-30
kDa. Para la detecciéon de CD63 por WB las muestras lisadas se mezclaron con tampon de
Laemmli (60mM Tris, 10% glicerol 2% SDS, 0.002% azul de bromofenol, pH 6.8) en

condiciones no reductoras (sin DTT) y fueron sometidas a electroforésis.

3.4.19 Ensayos de citotoxicidad sobre células diana JE6.1 de la
fraccion de exosomas de los sobrenadantes de cultivo de
células efectoras.

Con el fin de analizar la capacidad citotoxica inductora de apoptosis de la fraccidén de
microvesiculas/exosomas se realiz6 un ensayo funcional sobre células diana. Para ello se
recogieron y clarificaron los sobrenadantes de cultivo de células JHM1-2.2 o blastos T (células
efectoras) control o estimuladas con las diferentes condiciones experimentales y se procedi6 a
su ultracentrifugacion. El sobrenadante ultracentrifugado fue recogido y el pellet conteniendo
las microvesiculas/exosomas fue resuspendido en 1 ml de medio RPMI completo. A
continuacion el sobrenadante y el pellet resuspendido fueron afiadidos sobre 1x10° de células
Jurkat E6.1 (células diana). Se utilizaron las células Jurkat E6.1 como células diana para evitar
el efecto del carbacol presente en el medio de cultivo de las células efectoras JHM1-2.2
inducidas con este estimulo. Las células Jurkat E6.1 no expresan el receptor muscarinico
(HM1R) y por lo tanto el carbacol no es capaz de inducir apoptosis sobre estas células. Una
vez enfrentado el sobrenadante y el pellet procedentes de la ultracentrifugacion sobre las
células JE6.1 se analiz6 la muerte celular (apoptosis) inducida analizando marcaje con Anexina
V-PE y permeabilidad a 7-AAD (descrito en apartado 3.4.5) a las 15 y 24 horas de incubacion.

Para analizar la contribucion del sistema Fas/FasL en la muerte celular inducida en cada
condicion experimental se realizaron los siguientes experimentos en paralelo sobre las células
efectoras JHM1-2.2 y blastos T, sobre el sobrenadante y pellet ultracentrifugados y sobre las

células diana JE6.1:
A) Las células efectoras JHM1-2.2 o blastos T fueron pre-incubadas durante 30 minutos

con Ciclosporina A (CsA, 200 ng/ml) antes de la induccion con los diferentes estimulos.

La ciclosporina A es un potente inhibidor de la calcineurina, bloqueandose la activacion
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el factor de transcripcion NF-ATc y la posterior expresion del gen para FasL [Izquierdo
et al., 1996].

B) El sobrenadante procedente de la ultracentrifugacion, asi como el pellet resuspendido
en medio completo fueron incubados durante 30 minutos a 37°C con el anticuerpo anti-
Fas Ligand NOK-1 (0.5 pg/ml) antes de su incubacion con las células JE6.1 diana.

NOK-1 se une a FasL bloqueando su interaccion con el receptor de Fas.

C) Las células diana JE6.1 fueron pre-incubadas durante 30 minutos a 37°C con el
anticuerpo anti-Fas DX2 (0.5 pg/ml) antes de afiadir el sobrenadante y el pellet
ultracentrifugados. El anticuerpo DX2 se une al receptor Fas humano bloqueando su

interaccion con FasL.

3.4.20 Separacion de linfocitos T CD4" y CD8" mediante MACS.

Las subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8" presentes en los cultivos de blastos T
fueron separadas mediante MACS (““Magnetic Automatic Cell Sorting™, Miltenyi Biotec). Esta
técnica permite el aislamiento de subpoblaciones celulares a partir de mezclas complejas en
funcién de sus marcadores de superficie, de modo que las células que se van a separar seon
identificadas con anticuerpos conjugados a ultramicroesferas magnetizables. Se realiz6 una
separacion positiva para los linfocitos T CD4" utilizando un sistema de bolas paramagnéticas
(MACS Microbeads) asociadas a columnas magnéticas. Para ello 100x10° de linfoblastos T
obtenidos de sangre periférica cultivados durante 6 dias con rIL-2 se centrifugaron a 400 x g
durante 5 minutos, se resuspendieron en 100 pul de medio RPMI completo sin FBS, se
afiadieron 80 pl de anticuerpo monoclonal anti-CD4 y se incubaron durante 15 minutos a 4°C.
Se anadid6 1 ml de RPMI y se centrifug6 a 400 x g durante 5 minutos. Se elimind el
sobrenadante y se resuspendi6 el pellet celular en 80 pl de PBS-Heparina con 20 pl de
anticuerpo anti-IgG de raton conjugado a ultramicroesferas magnetizables por cada 10x10° de
células. Se incubaron durante 12 minutos a 4°C, se afiadié 1 ml de PBS-Heparina y se
centrifugd 8 minutos a 400 x g. Se resuspendio el pellet celular en 500 ul de PBS y se procedio
a la separacion positiva de los linfoblastos CD4" y separacion por seleccion negativa de la
subpoblacion CD8" mediante autoMACS. Las subpoblaciones recogidas se lavaron con medio
RPMI completo con FBS centrifugando a 400 x g durante 8 minutos. Se resuspendio el pellet
de células en RPMI completo con FBS con IL-2 (20 ng/ml) y se cultivaron durante 24 horas

antes de la realizacion del experimento correspondiente.
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3.4.21 Fraccionamiento subcelular.

La técnica de fraccionamiento subcelular y andlisis por gradiente de densidad en Percoll ha
sido utilizada previamente para aislar lisosomas secretores que contienen FasL en linfocitos T
citotoxicos [Bossi and Griffiths, 1999]. Para ello, 20x10° células JHM1-2.2 fueron recogidas y
centrifugadas a 700 x g durante 5 minutos a 4°C. A partir de este punto se mantuvieron unas
condiciones de 4°C durante todo el proceso. Se realizé un primer lavado de las células con PBS
y un segundo lavado con una solucién 50 mM HEPES/90 mM KCI (solucién de lisis). El pellet
de células fue resuspendido en 2 ml de solucion de lisis con PMSF (0.1 mM) y PIC para evitar
la accion de las proteasas intracelulares durante el proceso de lisis. A continuacion las células
fueron sometidas durante 12 minutos a 4°C a una lisis suave utilizando un homogeneizador de
vidrio montado sobre un brazo automatico. Para comprobar el grado de lisis-rotura celular se
anadio 5 pl del colorante Tryan Blue sobre 10 ul de lisado celular, colorante utilizado como
marcador de viabilidad celular. Una vez finalizada la homogenizacion el lisado celular fue
centrifugado a 700 x g durante 5 minutos para asi pelletear el material nuclear. El sobrenadante
fue recogido y sometido a un gradiente de densidad en Percoll. Primeramente se prepard un
gradiente discontinuo de densidad en un tubo polyalomero (especifico para el rotor y centrifuga
utilizados) anadiendo 4 ml de una solucion 90% de percoll/50 mM HEPES/90 mM KCI. Sobre
estos 4 ml se afiadieron con suavidad 5.3 ml de una soluciéon 39% de percoll/50 mM HEPES/90
mM KCI. El lisado celular (2 ml) fue afiadido con cuidado por la pared del tubo, sobre el
gradiente de Percoll preparado. El tubo de centrifuga fue enrasado con solucion de lisis y
centrifugado a 40.000 x g / 4°C durante 30 minutos (ultracentrifuiga CENTRIKON T-2070,
rotor TST 41.14, mode NORMAL, sin freno). La fraccion soluble (parte superior del
gradiente) fue aspirada y se fueron recogiendo fracciones de 330 pul desde la parte superior del
gradiente (26 fracciones por gradiente). Para diluir la cantidad de Percoll presente en las
fracciones se anadieron 100 pl de solucion de lisis con PMSF. Se tomaron 150 ul de cada
fraccion y se afiadid 75 pl de tampon de Laemmli (60mM Tris, 10% glicerol 2% SDS, 0.002%
azul de bromofenol, pH 6.8) con DTT (20mM) y fueron calentadas 5 minutos a 100°C. La
deteccion de CD63 se realizd en condiciones no reductoras, afiadiendo a las fracciones tampon
de Laemmli sin DTT. A continuacion las fracciones fueron centrifugadas a 13.000 x g durante
10 minutos a temperatura ambiente para pelletear parte del percoll presente en las muestras.
Las diferentes muestras fueron sometidas a electroforesis en geles grandes de 10%
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La electroforesis fue llevada a
cabo a 4°C en tampon de electroforesis (25 mM Tris, 0.2 M glicina, 0.1% SDS) durante 4 horas

a 160 V. Las proteinas separadas fueron transferidas posteriormente del gel a una membrana de
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nitrocelulosa. La transferencia se llevo a cabo en condiciones humedas durante 4 horas a 1.2 A
en tampoOn de transferencia. Una vez acabada la transferencia las membranas de nitrocelulosa
se bloquearon con una solucion de PBS al 5% (p/v) de leche desnatada en polvo, 0.2 % Tween-
20 durante 1 hora a temperatura ambiente o a 4°C toda la noche. Se realizaron 4 lavados de las
membranas (10 minutos cada uno) y posteriormente fueron incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente con los diferentes anticuerpos primarios en tampon PBS al 0,5 % (p/v)
de leche desnatada y 0,2 % Tween-20. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:
anticuerpo policlonal de conejo anti-FasL Q-20, anticuerpo monoclonal anti-CD63, anticuerpo
monoclonal anti-lampl, anticuerpo monoclonal anti-Golgi58k, anticuerpo monoclonal anti-
DGKa, y anticuerpo policlonal de conejo anti-PKD . Seguidamente las membranas fueron
lavadas 3 veces y a continuacion se procedid a su incubacion 1 hora a temperatura ambiente
con un anticuerpo secundario anti-Ig de conejo o anti-Ig de ratdon conjugado con peroxidasa de
rabano. Las membranas se lavaron 5 veces y posteriormente se procedio a la deteccion de los
inmunocomplejos a través una reaccion de quimioluminiscencia utilizando reactivos ECL

(Amersham-Pharmacia) y revelado en peliculas autorradiogréficas.

A continuacion las diferentes muestras fueron sometidas a electroforesis en geles de 10%
oliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y reductoras. La electroforesis fue
llevada a cabo en tampdn de electroforesis (25mM Tris, 0.2 M glicina, 0.1% SDS) durante 2
horas a 75 V. Las proteinas separadas fueron transferidas del gel a una membrana de
nitrocelulosa. La transferencia se llevd a cabo en condiciones himedas durante 1.5 horas a 350
mA en tampon de transferencia. Una vez acabada la transferencia las membranas de
nitrocelulosa se bloquearon con una solucion de PBS al 5% (p/v) de leche desnatada en polvo,
0.2 % Tween-20 durante 1 hora a temperatura ambiente o a 4°C toda la noche. Se realizaron 4
lavados de las membranas (10 minutos cada uno) y posteriormente fueron incubadas durante 1
hora a temperatura ambiente con los diferentes anticuerpos primarios en tampon PBS al 0,5 %
(p/v) de leche desnatada, 0,2 % Tween-20. Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios:
anticuerpo policlonal de conejo anti-FasL Q-20, anticuerpo policlonal de conejo anti-GFP,
anticuerpo monoclonal anti-B-actina, anticuerpo monoclonal anti-CD63, anticuerpo
monoclonal anti-lampl, anticuerpo monoclonal anti-Golgi58k, anticuerpo monoclonal anti-
DGKa, y anticuerpo policlonal de conejo anti-PKD . Seguidamente las membranas fueron
lavadas 3 veces y a continuacion se procedié a su incubacion 1 hora a temperatura ambiente
con un anticuerpo secundario anti-Ig de conejo o anti-Ig de ratdon conjugado con fosfatasa
alcalina. Las membranas se lavaron 5 veces y posteriormente se procedid a la deteccion de los
inmunocomplejos a través una reaccion de quimioluminiscencia utilizando reactivos ECL y

revelado en peliculas autorradiograficas.

59



4. Resultados.

60



Resultados

4.1 Expresion del receptor de antigeno de células T y del receptor
Fas en la linea celular JHM1-2.2.

La linea celular Jurkat deriva de una leucemia linfobléastica aguda de tipo T [Weiss et al.,
1984] y fue utilizada para generar la linea celular JHM1-2.2, mediante transfeccion estable del
receptor muscarinico humano de tipo I (HM1R) [Desai et al. 1990]. Ambas lineas celulares
expresan de forma constitutiva CD2, CD3, CD4 [Weiss et al., 1984], el receptor Fas (CD95) y
son sensibles a la muerte celular inducida por activacion (AICD) tras la estimulacion del
receptor de antigeno de células T (TCR) [Dhein et al., 1995; Izquierdo et al., 1996].

En los primeros experimentos se analizo la expresion en membrana plasmatica del complejo
TCR/CD3 y del receptor de Fas por citometria de flujo en la linea celular JHM1-2.2 y en blastos
T humanos obtenidos de sangre periférica, utilizando para ello el anticuerpo monoclonal anti-
CD3, clon UCHT1 (Figura 1A), y el anticuerpo monoclonal anti-Fas, clon DX2 (Figura 1B).
Ambos tipos celulares expresan en la membrana plasmatica el complejo TCR/CD3, asi como

altos niveles del receptor Fas.

A JHM1-2.2 Blastos T B JHM1-2.2 Blastos T
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Figura 1. Analisis por citometria de flujo de la expresidn en superficie de CD3 y del receptor Fas
en células JHM1-2.2 y blastos T humanos. Los perfiles grises representan la expresion de CD3 (A)
o del receptor Fas (B). Los perfiles blancos corresponden a los controles negativos (control isotipico
de células marcadas con anticuerpo Ms 1gG). Como anticuerpo secundario se utilizd anticuerpo de
cabra anti-ratén marcado con FITC. El eje de abscisas (eje X) indica la intensidad de fluorescencia y
el eje de ordenadas (eje Y) indica el nimero de células.
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4.2 Induccion de muerte celular inducida por activacion (AICD)
en la linea celular JHM1-2.2

La linea celular JHM1-2.2 ha sido utilizada para estudiar las sefales que dan lugar a la
activacion del linfocito T [Abraham et al., 2004], asi como a la muerte celular inducida por
activacion (AICD) [Izquierdo et al., 1996]. En estas células, la estimulacion del receptor
muscarinico (HM1R) con su agonista carbacol (CCh) mimetiza en parte las respuestas celulares
que tienen lugar durante la activacién y muerte celular inducida por la estimulacién del TCR.

Durante el proceso de apoptosis, uno de los primeros cambios morfologicos que tienen lugar
es la translocacioén/exposicion del fosfolipido fosfatidilserina de la cara interna hacia la cara
externa de la membrana plasmatica. La Anexina V es una proteina que se une de forma
especifica y con alta afinidad a este fosfolipido. La exposicion de fosfatidilserina precede a la
pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, evento que tiene lugar en las etapas tardias
de la muerte celular por apoptosis. Se analiz6 la sensibilidad de las células JHM1-2.2 a la
apoptosis inducida por carbacol (CCh) mediante marcaje con Anexina V-PE como marcador de
fases tempranas de apoptosis (15 h), y medida de la permeabilidad a 7-AAD como marcador de
las fases tardias de apoptosis (24 h), mediante citometria de flujo (Figura 2). El tratamiento con
CCh durante 15 horas indujo una muerte celular de un 40+5% (células positivas para
AnexinaV-PE, figura 2A), siendo la apoptosis inducida dosis dependiente. A su vez, la
estimulacion del TCR con anti-CD3 o con fitohemaglutinina M (PHAm) durante 15 horas
indujo muerte celular.
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Figura 2. Efecto de CCh en la viabilidad de las células JHM1-2.2. Las
celulas JHM1-2.2 fueron estimuladas con CCh (500, 50 y 5 x#M), PHAm (0.5
1g/ml) o anti-CD3 pegado a plastico (5 ug/ml) y la muerte celular inducida
(15 y 24 h) fue analizada por marcaje con AnexinaV-PE (A) y permeabilidad a
7-AAD (B), y posterior analisis mediante citometria de flujo.
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Uno de los cambios morfoldgicos mas llamativos que tienen lugar durante el proceso de
apoptosis es la condensacion del citoplasma celular, la reduccién del volumen celular y las
alteraciones de la membrana plasmatica, la cual empieza a formar unas “burbujas” (en inglés
“blebs™). La Figura 3 muestra como el tratamiento de las células JHM1-2.2 con CCh indujo
condensacion celular y el burbujeo tipico de la muerte celular por apoptosis.

Control CCh 15h

Figura 3. Cambios morfoldgicos inducidos por estimulacion de
CCh en células JHM1-2.2. Las células JHM1-2.2 fueron
estimuladas con CCh 500 M y se tomaron fotografias por

microscopia de transmision a 15, 20 y 24 horas de estimulacion.

Durante las ultimas fases de apoptosis tienen lugar la fragmentacion del ADN, proceso que es
llevado a cabo por la activacion de endonucleasas especificas durante el programa apoptdtico.
Estas endonucleasas degradan la estructura de la cromatina en fragmentos de aproximadamente
300 kilobases y posteriormente en pequefios fragmentos de 180 pares de bases que salen fuera
de la célula. Mediante citometria de flujo y la tincién del ADN con el fluorocromo ioduro de
propidio (PI) se puede analizar el contenido de ADN de la célula analizada. La Figura 4A
muestra como el tratamiento con CCh en células JHM1-2.2 durante 24 h indujo degradacion de
ADN, medida por la aparicion de células sub-diploides.
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Figura 4. Andlisis por citometria de flujo de la degradacién de ADN en células
JHM1-2.2. (A) Células JHM1-2.2 fueron estimuladas con CCh (500 #M) o mAb
anti-Fas CH-11 (50 ng/ml) durante 24 h. El contenido en ADN cuantificado como
intensidad de fluorescencia de ioduro de propidio fue analizado por citometria de
flujo. La degradacién del ADN fue determinada como el porcentaje de células con
ADN situado en la posicién subGy/G; del ciclo celular. (B) Las células JHM1-2.2
fueron tratadas como se indica en (A) en presencia de z-VAD.fmk (100 #M) (panel
central). Células JHM1-2.2 fueron transfectadas de forma estable con el vector de
expresion pEF-p35 (panel derecho) y fueron tratadas y analizadas como se indica en

(A).

Las caspasas son los miembros ejecutores de la maquinaria que lleva a cabo el programa de
apoptosis. Estd descrito que el tratamiento con inhibidores de caspasas inhibe la apoptosis
inducida por varios estimulos [Elkert et al., 1999]. Ademas la activacion de las endonucleasas
implicadas en la ruptura del ADN también estd mediada por las caspasas [Samejima and
Earnshaw, 1998]. Se analizd el efecto de la inhibicion de las caspasas en la degradacion del
ADN inducida por CCh. El tratamiento de las células JHM1-2.2 con el inhibidor de caspasas de
amplio espectro z-Val-Ala-DL-Asp-fluorometilketone (z-VAD.fmk) (Figura 4B), asi como la
expresion de la proteina viral inhibidora de caspasas p35 [Bump et al., 1995] (Figura 4B
derecha) inhibieron la degradacion del ADN tras la estimulacién con CCh.
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Por lo tanto la estimulacion del receptor HM 1R con su agonista CCh en las células JHM1-2.2,
tuvo como efecto la muerte celular con las caracteristicas morfologicas y bioquimicas clasicas
de la muerte por apoptosis: condensacion celular y burbujeo, exposicion de fosfatidilserina al
exterior celular y la degradacion del ADN de manera dependiente de las caspasas.

4.3 Implicacion del sistema Fas/FasL en la AICD inducida por CCh

Para determinar la implicacion del sistema Fas/FasL en la AICD inducida por CCh en células
JHM1-2.2, se utilizaron anticuerpos bloqueantes dirigidos contra Fas o FasL. Como se observa
en la figura 5, la inhibicion de la interaccion Fas/FasL con el anticuerpo bloqueante anti-Fas
DX2, o con el anticuerpo bloqueante anti-FasL NOK-1, inhibi6 la apoptosis inducida por CCh,
anti-CD3 y PHAm. En el caso de la apoptosis inducida con mAb citotdxico anti-Fas CH-11,
solo el bloqueo del receptor Fas con DX2 inhibid la muerte celular. En cambio la induccion de
apoptosis con actinomicina D (inhibidor de la sintesis de 4cidos nucleicos) o estaurosporina
(inhibidor de amplio espectro de protein quinasas) [Bertrand et al., 1994], estimulos que
inducen muerte celular por un mecanismo independiente del sistema Fas/FasL, no se vio
afectada por estos anticuerpos bloqueantes. Por lo tanto la unién de FasL a su receptor Fas es
necesaria para la induccion de apoptosis por CCh en células JHM1-2.2.
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Figura 5 Implicacién del sistema Fas/FasL en la AICD inducida por CCh en
celulas JHM1-2.2. Ceélulas JHM1-2.2 fueron estimuladas durante 15 h con CCh
(500 y 50 uM), anti-CD3 pegado a plastico (5 uxg/ml), PHAm (0.5 zg/ml), mAb
anti-Fas CH-11 (40 ng/ml), actinomicina D (0.1 xg/ml) y estaurosporina (1 ¢M) en
presencia o ausencia de 0.5 xg/ml de los anticuerpos bloqueantes anti-Fas DX2 o
anti-FasL NOK-1. El anélisis de muerte celular fue llevado a cabo mediante
marcaje con Anexina V-PE y analisis por citometria de flujo.
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4.4 La inhibicion de la DGK o potencia la AICD inducida por el
sistema Fas/FasL.

La estimulacion del receptor de célula T (TCR) en los linfocitos T induce la activacion de la
fosfolipasa C v, (PLC v,), y un rdpido aumento de diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato
(IP3) a nivel de la membrana plasmatica [Desai et al. 1990; Weiss and Littman, 1994]. La
estimulacion del receptor muscarinico en células JHM1-2.2 induce la activacion de la
fosfolipasa C B (PLC B), y posterior aumento de DAG e IP; [Desai et al. 1990]. Una vez llevada
a cabo su funcion, el DAG es fosforilado a 4cido fosfatidico (PA) [Sanjuan et al., 2001:
Abraham et al., 2004], reaccion que esta catalizada por los miembros de la familia de
diacilglicerol quinasas (DGKs). Esta fosforilacion regula negativamente la accion de este
segundo mensajero y evita una sefializacion prolongada a través de DAG [Sanjuan et al., 2001].

La DGK o es una enzima de 80 kDa que se expresa en altos niveles en los linfocitos T,
siendo una enzima mayoritariamente citosolica [Sakane et al., 1997]. Se analiz6 la expresion
de esta enzima por WB (Figura 6). Los niveles enddégenos de DGK a no se vieron afectados
por la estimulacion con CCh (4, 6 y 8 horas) en la linea celular JHM1-2.2. A su vez, el cultivo
de blastos T humanos en presencia de IL-2 durante varios dias tampoco afectd los niveles
intracelulares de la DGK a. Estos resultados descartaron posibles modulaciones sobre la
expresion de la DGK o debidas a las condiciones experimentales utilizadas.
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Figura 6. Expresion de DGK « en células JHM1-2.2 y blastos T humanos. La
expresion de DGK « se detectd por Western Blotting utilizando el anticuerpo mAb
anti-DGK « en células JHM1-2.2 estimuladas con CCh (500 ©M, 4,6 y 8 horas) y en
blastos T humanos activados varios dias con IL-2 (20 ng/ml). £l tamafio y posicion
de los marcadores de peso molecular se muestran en la parte izquierda.
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Se ha descrito que el pre-tratamiento con el inhibidor especifico de DGKs de tipo I R59949
[Jiang et al., 2000], inhibe la produccién de PA tras la estimulacion con CCh en células JHM1-
2.2 [Sanjuan et al., 2001]. Ademas, se ha demostrado la funcién que los niveles de DAG y la
actividad de la DGK a ejercen en la correcta propagacion de las senales derivadas del DAG
que conllevan a la activacion del linfocito T [Sanjuan et al., 2001; Jones et al., 2002; Zhong et
al., 2003]. Dado que tras la estimulacion de los receptores TCR o HMIR, la via de sefalizacion
mediada por el segundo mensajero DAG ha sido implicada tanto en la activacion del linfocito T
[Feske et al., 2001, Sanjuan et al., 2001] como en la AICD [Strasser et al., 1995, Izquierdo et
al., 1996] nos indujo a estudiar la implicacion de la DGK o en la AICD en linfocitos T.

Dentro de las DGKs de tipo I inhibidas por el R59949 (isoformas o, By y), la DGK a es la
unica presente en linfocitos T [Topham et al., 1999], con lo que se utilizo este inhibidor como
una primera aproximacion al estudio de la funcién de DGK o en AICD. Células JHM1-2.2
fueron pre-incubadas con R59949 durante 20 minutos y posteriormente estimuladas con CCh,
PHAm y anti-CD3. La inhibicion de la DGK o aument6 la muerte celular inducida por todos
estos estimulos, siendo el incremento dependiente de la dosis de R59949 utilizada (Figura 7A).
La apoptosis inducida por el anticuerpo citotoxico anti-Fas CH-11, actinomicina D o
estaurosporina no se vid afectada por la inhibicion de la DGK o (Figura 7B). Estos estimulos
inducen muerte celular utilizando vias independientes del metabolismo de DAG [Nagata et al.,
1997], confirmando la especificidad del efecto de la inhibiciéon de la DGK o en la muerte
inducida por la estimulacion de receptores que inducen elevacion de DAG.

A B

100 , 1oor
: 15 h 4 15h
- 80F m 80F
Q 60 Y e . []-
< =7 b T i T +R59949 5 M

T (0]
2 .. S B + R59949 10 M
O 0
8 20t 0 20 Il -+ R59949 20 uM
N3 Tii X Ti-
o T 1l T
ot - . - : 0 ‘ '

Control CCh500 CCh50 o-CD3 PHAm Control o-Fas ActD Estaur

Fgura 7. Efecto de la inhibicion farmacoldgica de la DGKaen AICD. Células JHM1-2.2 fueron
estimuladas durante 15 horas con CCh (500 y 50 xAf), anti-CD3 pegado a pléstico (5 pg/ml) y PHAm
(0.5 pg/ml) (A), o con el anticuerpo monoclonal anti-Fas CH-11 (40 ng/ml), actinomicina D (0.1
ug/ml) o estaurosporina (1 M) (B), en presencia o ausencia de R59949 (5, 10y 20 uM).
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El bloqueo de la interaccion entre Fas y FasL utilizando los anticuerpos bloqueantes anti-Fas
DX2 y anti-FasL. NOK-1 revertio el efecto potenciador en muerte del inhibidor de la DGK
o (Figura 8) tras la estimulacion con CCh o PHAm, confirmando que Ila inhibicion
farmacoldgica de la actividad de la DGK o aument6 la AICD mediada por el sistema Fas/FasL.
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Figura 8. Células JHM1-2.2 fueron tratadas como se indicaen (A)y (B)
en presencia o ausencia de 0.5 pg/ml de los anticuerpos blogueantes
anti-Fas DX2 o anti-FasL NOK-1. El anélisis de muerte celular fue
llevado a cabo mediante marcaje con Anexina V-PE y analisis por
citometria de flujo.

4.5 Expresion de la construccion GFP-DGK a en células JHM1-2.2.

La estimulacion del receptor HM1R o del TCR en las células JHM1-2.2 induce translocacion
transitoria de la DGK a desde el citosol a la membrana plasmatica [Sanjuan et al., 2001]. Si el
efecto potenciador de AICD que lleva a cabo el inhibidor R59949 es ejercido via inhibicion de
la DGK a, la sobre-expresion de la DGK o deberia inhibir la AICD inducida con CCh. Para
estudiar la posible implicacion de la DGK o en AICD se realizaron experimentos utilizando
transfecciones transitorias con una construccion de la DGK o, que permite la expresion de una
proteina quimérica de fusion con la proteina fluorescente GFP (GFP-DGK ).

[ EF-Hand
DGK a
Mw 29 kDa 80 kDa - Region catalitica

- Esquema de la proteina de fusion GFP-DGK o.
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Se procedio a la transfeccion transitoria de células JHM1-2.2 con un vector de expresion para la
proteina GFP y con la construccion para la proteina GFP-DGK ao. A las 48 horas post-
transfeccion, las proteinas expresadas fueron analizadas mediante Western blotting (WB),
utilizando para su deteccion un anticuerpo anti-GFP (figura 9A). En el carril de la izquierda, se
detectd una banda de un tamafo aproximado de 107 kDa correspondiente a la proteina de fusion
GFP-DGK oa. La presencia y localizacion subcelular de la construccion GFP-DGK a fue
también analizada utilizando microscopia confocal (figura 9B) y citometria de flujo (figura 9C).
La figura 9C muestra los perfiles de expresion de las células transfectadas con un vector vacio
(pEF4B) y células transfectadas con el vector para la construccion GFP-DGK a. A las 48 horas
post-transfeccion, se obtuvieron los niveles maximos de expresion de la construccion GFP-

DGK a, siendo positivas aproximadamente el 50-60 % de las células vivas.

A B

pEF4B pEFGFP-

Mw (kDa) DGK a
83 — —_— <
62 —
-
475 —
C :

®
e 52 o | | pEF4B
L 1 |
> ' ! pEFGFP-DGKo
=

ol . , /
100 101 102 103 104

Fluorescencia GFP

Figura 9. Expresion de la proteina de fusion GFP-DGK . Células JHM1-2.2
fueron transfectadas por electroporacion con un vector vacio (pEF4B) o con el
vector de expresion pEF-GFP-DGK «. (A) Analisis por Western Blotting de la
expresion de GFP-DGK ¢ utilizando un anticuerpo especifico anti-GFP. (B)
Analisis por microscopia confocal de la expresion de la construccién GFP-DGK «.
Los nulcleos fueron visualizados utilizando marcaje con 7-AAD. (C) Perfil de
expresion de la construccion GFP-DGK « analizado por citometria de flujo
(emision de fluorescencia verde, 505-545 nm) comparados con el perfil de
expresion del vector vacio pEF4B. El marcador indica el porcentaje de células
GFP positivas.
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4.6 Efecto de la expresion de la GFP-DGK o sobre la induccion
de AICD.

Para estudiar el efecto de la expresion de la GFP-DGK a en AICD, 48 horas post-transfeccion
se analiz6é la apoptosis inducida por CCh en la poblacion que expresa GFP-DGK o y en la
poblacion que no expresa la construccion GFP-DGK o (Figura 10). La expresion de la
construccion GFP-DGK o en células JHM1-2.2 redujo la muerte celular en etapas tempranas
(de 46+4% a 27+2% de células Anexina V + tras 15 h de induccion, figura 10A). Cuando se
analiz6 la muerte celular a las 20 horas de inducciéon (% de células permeables a 7-AAD,
figura 10B) la inhibicion en AICD observada fue mayor. Como se muestra en la Figura 10C, el
grado de inhibicidn de la apoptosis observado fue dependiente de los niveles de expresion de la
construccion GFP-DGK a: en aquellas células que expresan altos niveles de la construccion
GFP-DGK o (células con mayor intensidad de fluorescencia verde) Ila inhibicion fue
aproximadamente de un 90 %. Como se puede observar, el efecto inhibidor de muerte en la
poblacion que expresa la construccion GFP-DGK a. fue especifico de la AICD inducida a través
del HM1R, mientras que la apoptosis inducida con actinomicina D no se vid afectada. A su vez,
la expresion de GFP-DGK o no inhibi6é eventos corriente abajo del receptor Fas, ya que la
apoptosis inducida por estimulacion del receptor Fas con el anticuerpo citotoxico anti-Fas CH-
11 no se viod afectada (figura 10A y 10B).
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477 La DGK a no afecta la regulacion transcripcional del
gen de FasL.

La estimulacion del receptor HM1R en células JHM1-2.2 induce en etapas tempranas (2-3 h)
regulacién positiva del ARN mensajero para FasL [Izquierdo et al., 1996]. Se ha descrito que la
via Ras/MAPK esta implicada en el control transcripcional de Fasl. [Latinis et al., 1997], asi
como que la DGK o regula la via de sefializaciéon mediada por Ras [Jones et al., 2002]. Todas
estos datos podrian sugerir que el efecto inhibidor observado de la DGK o sobre la AICD
inducida por estimulacién del HMIR podria deberse a una inhibicion de la via de senalizacidén
de Ras y de la transcripcion del gen de FasL.

Con el fin de analizar el efecto de la DGK o sobre la transcripcion del gen de FasL. se

realizaron ensavos de actividad de un gen reportero de luciferasa que contiene el promotor del
gen de FasL. Las células JHM1-2.2 fueron co-transfectadas con un vector de expresion

inducible que contiene el gen reportero para la luciferasa pLuc-486FasL. gen que se encuentra
bajo el control de los primeros 486 nucledtidos corriente arriba del sitio de inicio del gen de
FasL (esquema).

Emision
luminiscencia

Emision
fuminiscencia

pLuc-486FasL

ARN mensajero

Gen para FasL

Esquema del ensayo de actividad de gen reportero de luciferasa bajo el promotor del gen de FasL.
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Los datos de actividad de luciferasa medidos como emision de luz fueron comparados con el
punto control de células sin estimular, para asi obtener el nimero de veces de induccion del gen
reportero a estudio. La figura 11 muestra como tras la estimulacién durante 4.5 horas del HM1R
en células JHM1-2.2, se produce una induccién de 4-5 veces del gen reportero para FasL. La
inhibicion farmacolédgica de la DGK o con R59949 no afectd la induccion del gen reportero
para FasL tras estimulacion con CCh. La estimulacion farmacoldgica con esteres de forbol
(PMA), que inducen la activacién de la protein quinasa C (PKC), junto con el ion6foro de
calcio ionomicina (Ionom) fue utilizada como control interno de induccién del gen de FasL, y
como control de induccién del gen de FasL por activacion de PKC y aumento de calcio
intracelular en condiciones independientes de los niveles de DAG e IP; generados tras
estimulacion del receptor.
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Figura 11. La inhibicion farmacolégica de DGK « no afecta la
regulacion transcripcional del gen de FasL. Células JHM1-2.2 fueron co-
transfectadas con el vector de expresion inducible pLuc-486FasL vy el
vector de expresion pRL-TK. 48 h post-transfeccion las células fueron
estimuladas durante 4.5 h con CCh (500 y 50 uA), PMA (10 ng/ml) més
lonomicina (0.5 wg/ml), en presencia o ausencia de R59949 (10 uM). El
ensayo de actividad de luciferasa fue llevado a cabo como se indica en
materialesy métodos.

A continuacion, se estudio el efecto que la expresion de la construccion GFP-DGK a tenia
sobre la regulacion del promotor del gen de FasL. Para ello, las células JHM1-2.2 fueron co-
transfectadas con el vector para la GFP-DGK o (pEF-GFP-DGK a) o con un vector control
(pEF4B), junto con el vector de expresion inducible que contiene el gen reportero para la
luciferasa pLuc-486FasL y el vector para la luciferasa de Renilla pRL-TK.

72



Resultados

La expresion de la construccion GFP-DGK a en las células JHM1-2.2 tampoco afectd los
niveles de induccion del gen de FasL tras 4.5 y 6 horas de estimulacién con CCh (Figura 12).
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Figura 12. La expresion de GFP-DGK a no afecta a la regulacion transcripcional del gen de
FasL, pero si afecta la regulacion transcripcional del gen de CD69. (A,B) Células JHM1-2.2
fueron co-transfectadas con el vector pEF-GFP-DGK « 0 con vector vacio pEF4B, junto con los
vectores pLuc-486FasL y pRL-TK. 48 h post-transfeccion las células fueron estimuladas durante
45y 6 h con CCh (500 y 50 uM), PMA (10 ng/ml), lonomicina (0.5 gg/ml) o PMA maés
lonomicina. (C) Células JHM1-2.2 fueron co-transfectadas con el vector pEF-GFP-DGK « 0 con
vector vacio pEF4B, junto con los vectores pAIM1.4-Luc y pRL-TK. 48 h post-transfeccion las
células fueron estimuladas durante 4.5 h con CCh (500 y 50 uM), oPMA (10 ng/ml) més
lonomicina (0.5 zg/ml).

Resultados previos indicaban que la DGK o estd implicada en la inhibicion de las sefiales de
activacion a través de la via Ras/MAPK, atenuando la expresion en membrana plasmatica del
marcador de activacion celular CD69 [Sanjuan et al., 2001; Jones et al., 2002; Sanjuan et al.,
2003]. Cuando las células JHM1-2.2 fueron co-transfectadas con el vector de expresion
inducible pAIM1.4-Luc, vector de expresion bajo el control del promotor del gen de CD69, la
expresion de GFP-DGK a redujo la induccion del “reportero” para CD69 (Figura 12C).
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Los datos obtenidos de induccion del gen reportero para FasL tras la estimulacion con el ester
de forbol PMA, indican que la via de sefializacion mediada exclusivamente por activacion de
PKC no regula de manera significativa la induccion del gen de FasL (fig. 11, fig. 12). En
cambio la estimulacién con ionomicina, que produce aumento de calcio intracelular, produce
una induccion de 4-5 veces del gen de FasL. Estos resultados junto con el hecho de que la
DGK o y la via de DAG no afectarian la induccion del gen de FasL, pero si la induccion del
gen para CD69 (fig. 12), sugieren la existencia de un punto de divergencia entre las sefales que
conllevan activacion y apoptosis tras la estimulacion de receptor. Otras vias reguladas por el
recambio de fosfatidilinositol, como el aumento de calcio intracelular en lugar de la via
DAG/PKC, regularian la induccion del gen de FasL mediada por estimulacion de receptor
[Izquierdo et al., 1996], mientras que la via DAG/PKC estaria implicada en la regulacion de las
sefales de activacion (fig. 12C).

Los resultados sobre la induccion del gen de FasL obtenidos muestran que el efecto de la
DGK a observado sobre la apoptosis mediada por FasL no es debido a un efecto sobre la
regulacion transcripcional de FasL. Por lo tanto, las siguientes aproximaciones experimentales
se centraron en caracterizar el posible efecto de la DGK a en la regulacion post-transcripcional
de FasL.

4.8 La DGK a no afecta los niveles intracelulares de FasL.

Esta descrito que células Jurkat y blastos T humanos sin estimular expresan niveles
significativos de FasL intracelular [Martinez-Lorenzo et al., 1996], y la estimulacion del TCR,
asi como la estimulacion del HM1R regulan de forma positiva el ARN mensajero para FasL,
con una inducciéon maxima entre las 3 y 5 horas de estimulacion [Izquierdo et al., 1996]. En
primer lugar se analiz6 mediante Western Blotting los niveles totales de FasL tras estimulacion
con CCh durante 4, 6 y 8 horas, observandose una induccién en los niveles intracelulares de
FasL a estos tiempos (figura 13).
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0(1\ e Figura 13. Inducciéon de expresion de FasL
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475 — fueron estimulados con CCh (500 uM) durante
' 4, 6 y 8 horas para inducir la expresion de
e e mmm s [os| . .

FasL. La expresién de FasL se detectd por WB

47.5 — utilizando el anticuerpo contra FasL Q-20.
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Para estudiar la posible regulacion a nivel traduccional de FasLL por parte de la DGK a, se
analizaron los niveles totales de FasL tras estimulacion con CCh durante 6 y 8 horas, en
presencia o ausencia del inhibidor de DGKs R59949. Como se muestra en la figura 14, el
tratamiento con R59949 en células JHM1-2.2 no afect6 los niveles totales de FasL preformado
(puntos Control -/+ R59949). La estimulacion con CCh (6 y 8 horas) indujo aumento en los
niveles intracelulares de FasL, no viéndose afectados los niveles de FasL por el pre-tratamiento
con el inhibidor de DGKs R59949.

Control CCh6h  CCh8h

Mw (kDa)
-t -+ -+ e,
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Figura 14. La inhibicion farmacoldgica de DGK a no afecta la
expresion intracelular de FasL. Células JHM1-2.2 fueron
estimulados con CCh (500 pM) durante 6 y 8 horas en presencia
a ausencia de R59949 (DGK; 10 uM). La expresion de FasL se
detectd por WB utilizando el anticuerpo anti-FasL Q-20.

A continuacion, se analizd6 mediante citometria de flujo el efecto de la expresion de la
construccion GFP-DGK o sobre los niveles totales de FasL. En este caso para la deteccion de
FasL se utiliz6 el anticuerpo anti-FasL. NOK-1 sobre células fijadas y permeabilizadas, ya que
el anticuerpo anti-FasL Q-20 s6lo es valido para la deteccion de FasL mediante WB. El andlisis
de los niveles intracelulares de FasL en células JHM1-2.2 transfectadas con la construccion
GFP-DGK a, tanto en condiciones basales (control sin estimular), como en condiciones de
induccion de expresion de FasL (estimulacion con CCh o con PMA mas lonomicina durante 6 y
8 horas), mostraron niveles intracelulares similares de FasL entre la poblacion GFP-DGK o + y
la poblacion que no expresa la construccion (GFP-DGK a -) (Figura 15).
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Figura 15. La expresion de GFP-DGK « no afecta los niveles intracelulares de FasL.
Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con la construccion GFP-DGK «. Tras 48 h
fueron estimuladas con CCh (500 uM, 50 uM) PMA (10 ng/ml) méas lonomicina (0.5
£g/ml) durante 6 y 8 horas. La expresion intracelular de FasL fue analizada en células
permeabilizadas utilizando marcaje indirecto con el anticuerpo mAb anti-FasL (NOK-1) y
analisis por citometria de flujo en la poblacion GFP-DGK « + (perfil verde) y en la
poblacion GFP-DGK « - (perfil blanco). Los perfiles punteados corresponden a los
controles negativos (control isotipico). El eje de abscisas (eje X) indica la intensidad de
fluorescencia y el eje de ordenadas (eje Y) indica el niamero de células.

El analisis llevado a cabo representa el efecto promedio de la expresion transitoria de la GFP-
DGK a, que produce niveles de expresion muy heterogéneos (figura 16A): hay células con
expresion baja (niveles bajos de intensidad de fluorescencia verde), junto a células con una alta
expresion (niveles altos de intensidad de fluorescencia verde). Para evitar un posible
enmascaramiento del efecto de la GFP-DGK a debido a la heterogeneidad en sus niveles de
expresion, se analizaron los niveles de FasL intracelular de las células que expresan altos
niveles de GFP-DGK a (poblacion GFP-DGK a +++), frente a la poblacion que no expresa la
construccion (GFP-DGK o -). Como se puede observar en la figura 16B, tampoco se
observaron diferencias en los niveles intracelulares de FasL entre ambas poblaciones celulares.
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Figura 16. Niveles altos de expresion de GFP-DGK « no afectan los niveles intracelulares de
FasL. (A) Perfil de expresion de la construccion GFP-DGK « analizado por citometria de
flujo.(B) Células JHM1-2.2 fueron tratadas y analizadas como se indica en la figura 15. La
expresion intracelular de FasL fue analizada en células permeabilizadas utilizando marcaje
indirecto con el anticuerpo mAb anti-FasL (NOK-1) y posterior andlisis por citometria de flujo
en la poblacion que expresa altos niveles de intensidad de fluorescencia verde/GFP (poblacion
GFP-DGK « +++, perfil verde) y en la poblacion GFP-DGK « - (perfil blanco). Los perfiles
punteados corresponden a los controles negativos (marcaje con Ms 1gG, control isotipico). Como
anticuerpo secundario se utilizd anticuerpo de cabra anti-raton marcado con Cy5. El eje de
abscisas (eje X) indica la intensidad de fluorescencia y el eje de ordenadas (eje Y) indica el
namero de células.

Algunos resultados previos indicaban que la DGK o se encuentra implicada en la inhibicion
de las senales de activacion a través de la via Ras/MAPK, atenuando la expresion en membrana
plasmatica del marcador de activacion celular CD69 [Sanjuan et al., 2001; Jones et al., 2002;
Sanjuan et al., 2003;]. Por ello se analiz6 el efecto de la expresion de la construccion GFP-
DGK o en la expresion en membrana plasmatica de CD69 tras estimulacion con CCh. Se
analizaron los niveles de este marcador por citometria de flujo en células JHM1-2.2
transfectadas con la construccion GFP-DGK a, estudiando la expresion de este marcador entre
la poblacion GFP-DGKa +y la poblacion GFP-DGK a - como control.
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Como se observa en la figura 17, las células en estado basal, sin estimular, no expresan CD69
en la membrana plasmatica. Tras la estimulaciéon con CCh (500 y 50 uM durante 6 horas) se
induce expresion de CD69 (desplazamiento del pico de fluorescencia). Comparando los perfiles
de expresion de CD69 entre ambas poblaciones, se observa que la poblacion de células GFP-
DGK o + expresa niveles menores de CD69 tras estimulacion con CCh (desplazamiento del
pico de fluorescencia menor cuando se compara con el marcaje de las células GFP-DGK a -).
El analisis de la expresion de CD69 en aquellas células que expresan altos niveles de GFP-DGK
a (poblacion GFP-DGK a +++) mostré que el grado de atenuacion en la expresion de CD69
observado fue mayor.
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Figura 17. La expresion de DGK « atenua la expresion del marcador de
activacion celular CD69. Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con la
construccion GFP-DGK «. Tras 48 h fueron estimuladas con CCh 500 pM,
50 uM durante 6 h. La expresion en membrana plasmatica de CD69 fue
analizada utilizando marcaje directo con el anticuerpo mAb anti-CD69-Cy-
Chrome y posterior analisis por citometria de flujo en la poblacion GFP-DGK
a+Yy GFP-DGK « +++ (perfil verde) y en la poblacion GFP-DGK « - (perfil
blanco).
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4.9 La expresion de formas constitutivamente activas de DGK o no
inhiben la AICD inducida por CCh.

En los apartados anteriores se observo como la expresion de DGK o en células JHM1-2.2
reducia tanto la induccion del gen para CD69 (apartado 4.7, fig. 12C) como la expresion en
membrana plasmatica de este marcador de activacion celular (apartado 4.8, fig. 16) tras la
estimulacion con CCh. Resultados previos habian demostrado que la expresion de formas
constitutivamente activas de la DGK a, localizadas en la membrana plasmatica actian como
moduladores negativos del DAG generado tras la activacion del TCR o del HMIR, reduciendo
la expresion de CD69 en la membrana plasmatica [Sanjuan et al., 2001]. Por lo tanto, la
utilizacion de estos mutantes constitutivamente activos podrian constituir un herramienta mas
potente para analizar un posible papel de la DGK o en la regulacion transcripcional del gen para
FasL a través de la via DAG/Ras/PKC. Por ello se analizo el efecto sobre la induccion del gen
reportero para FasL de dos construcciones constitutivamente activas de DGK a: GFP-A(1-
192)DGK a y Myr-GFP-DGK o. Estas construcciones se encuentran localizadas de forma
permanente en la membrana plasmatica (Figura 17A), y estan implicadas en la reduccion de los
niveles de DAG producidos en esta localizacion tras la estimulacion de los receptores [Sanjuan
et al., 2001]. La expresion de estas construcciones en células JHM1-2.2 tampoco produjo
ningun efecto sobre la induccion del gen de FasL, como se observa en la figura 18A.

GFP- A(1-192)DGK o Myr-GFP-DGK o

Figura 17. Localizacion en membrana
plasmética de las construcciones GFP-A(1-
192) DGK a, Myr-GFP-DGK a y GFP-DGK
a Kd. (A) Células JHM1-2.2 fueron trans-
fectadas con las construcciones GFP-A(1-
192)DGKea, Myr-GFP-DGK «. 48 horas
después fueron analizadas por microscopia

B Contiisl CCh 500 1M 6 horas confocal. (B) Células JHM1-2.2 fueron trans-
fectadas con la construccion GFP-DGK
a Kd. 48 horas después fueron estimuladas
con CCh (500 uM, 6 horas) y analizadas por
microscopia confocal. Los nlcleos fueron
visualizados utilizando marcaje con 7-AAD.

GFP-DGK o Kd
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También se estudio el efecto de la expresion de una construccion de DGK o cataliticamente
inactiva, GFP-DGK a Kd (del inglés “kinase dead’), sobre la induccion del gen de FasL. Tras
la estimulacion con CCh, esta construccion transloca de forma permanente a la membrana
plasmatica (figura 17B) y se comporta como una forma dominante negativa de la
DGKoa endogena localizada en la membrana plasmatica [Sanjuan et al., 2001]. La expresion de
esta construccion cataliticamente inactiva en células JHMI1-2.2 induce una acumulacion
sostenida de los niveles de DAG tras estimulacion del receptor, produciéndose una sefializacion
prolongada a través de la via Ras/MAPK [Jones et al., 2002]. Como se observa en la figura
18A, la expresion de esta construccion no afecté la induccion del gen de FasL. Las
consecuencias de la expresion de estas construcciones sobre la AICD fueron también
analizados. Ninguna de estas construcciones ejercid efecto alguno sobre la apoptosis inducida
tras estimulacién con CCh (figura 18B).
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Figura 18. La expresion de construcciones GFP-DGK « localizadas en la membrana
plasmatica no afectan la induccion del gen de FasL ni la AICD inducida tras estimulacion con
CCh. (A) Células JHM1-2.2 fueron co-transfectadas con los vectores pEF-GFP-A4(1-192)DGK «,
pEF-Myr-GFP-DGK «, pEF-GFP-DGK « Kd o vector vacio pEF4B, junto con el vector pLuc-
486FasL vy el vector pRL-TK. 48 h post-transfeccién las células fueron estimuladas durante 6 h
con CCh (500 y 50 uM), PMA (10 ng/ml), lonomicina (0.5 xg/ml) o PMA mas lonomicina. El
ensayo de actividad de luciferasa fue llevado a cabo como se indica en materiales y métodos. (B)
Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con pEF-GFP-A4(1-192)DGK ¢, pEF-Myr-GFP-DGK
a 0 pEF-GFP-DGK « Kd. 48 horas post-transfeccion fueron estimuladas durante 15 horas con
CCh (500 uM)o con anti-Fas CH-11 (40 ng/ml). El analisis de muerte celular fue analizado en
la poblacion GFP positiva frente a la poblacion GFP negativa mediante citometria de flujo y
marcaje con Anexina V-PE.

80



Resultados

Los resultados obtenidos en el apartado 4.7 (figura 11 y 12), mostraban que la expresion de
DGK a y la regulacion de la via del DAG no afectaban la induccion del gen de FasL, pero si la
induccion del gen de CD69 (fig. 12). Ademas, la DGK a no afecta la transcripcion ni la
traduccion de FasL (fig. 14 y 15), pero en cambio si que afecta la expresion en membrana
plasmatica del marcador de activacion celular CD69 (figura 12 y 17). Todos estos resultados,
junto con el hecho de que mutantes de DGK o regulan la activacion celular, confirmaria la
existencia de un punto de divergencia entre las sefiales reguladas por el DAG que median la
regulacion de genes implicados en la activacion y en la apoptosis del linfocito T.

4.10 La forma bioactiva, no procesada de FasL. (mFasL) no
se detectdo en membrana plasmatica.

Los resultados obtenidos hasta el momento indicaban que la inhibicion de apoptosis
dependiente de FasL llevada a cabo por la DGK o no es ejercida a nivel transcripcional ni
traduccional del FasL, por lo tanto se procedi6 al estudio de un posible efecto regulador a un
nivel post-traduccional.

Tras la induccion de la sintesis de FasL, la estimulacion del linfocito T induce la expresion de
FasL en la membrana plasmatica en su forma de 40 kDa (mFasL). Una vez en la membrana
plasmatica, FasL es rdpidamente procesado por metaloproteasas de la matriz extracelular
[Kayagaki et al., 1995], generandose un fragmento C-terminal soluble e inactivo de 24 kDa
(sFasL), y un fragmento N-terminal unido a la membrana plasmatica de 16 kDa. Este
procesamiento proteolitico ha sido implicado en la inhibicion funcional (regulacion negativa) de
la actividad pro-apoptotica de FasL [Tanaka et al., 1998].

En primer lugar se procedid al andlisis mediante citometria de flujo de la expresion en la
membrana plasmatica de la forma no procesada de FasL (mFasL) en las células JHM1-2.2 tras
estimulacion. Para ello se utilizé el anticuerpo mAb NOK-1, anticuerpo dirigido contra el
extremo C-terminal de FasL, y que por tanto solo reconoce la forma de membrana no procesada
de FasL (mFasL). Como se observa en la figura 19A, fue imposible detectar la forma de
membrana plasmatica no procesada de FasL (mFasL) tras estimulacion con CCh o con PMA
mas lonomicina, incluso en presencia de dos inhibidores de metaloproteasas: GM6001 y 1,10-
phenantroline [Mariani et al., 1995; Martinez-Lorenzo et al., 1996].
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Figura 19. Deteccion de FasL en sus formas no procesada (mFasL) y
procesada en células JHM1-2.2. (A) Células JHM1-2.2 fueron estimuladas

con CCh (500 uMm),

PMA (10 ng/ml) més lonomicina (0.5 gg/ml) durante 8
horas en presencia o ausencia de los inhibidores de metaloproteasas
GM®6001 (50 uM) o 1,10-phenantroline (2.5 mM). La presencia de FasL en
la membrana plasmatica fue analizada por citometria de flujo utilizando
marcaje indirecto con anticuerpo mAb anti-FasL NOK-1 y posterior marcaje
con anticuerpo de cabra anti-ratdbn marcado con Cy5. (B) Analisis por
Western Blot de la expresion de FasL en células JHM1-2.2 estimuladas con
CCh (500 uM, 6 y 8 horas) utilizando el anticuerpo anti-FasL Q-20.
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A continuacion, se analizd la presencia de la forma procesada presente en la membrana
plasmatica (fragmento N-terminal de 16 kDa) mediante Western Blotting en lisados totales de
células JHM1-2.2 estimuladas con CCh (Figura 19B). Para ello se utilizé el anticuerpo anti-
FasL Q-20, anticuerpo dirigido contra la parte N-terminal de FasL y, que por tanto, reconoce
tanto la forma no procesada de FasL. (mFasL, 40 kDa) como la forma procesada de 16 kDa.
Unicamente tras una sobre-exposicion de la membrana se pudo detectar una banda débil de 14
kDa (mFasL procesado) comparada con la banda de FasL no procesado (40 kDa). El
tratamiento con el inhibidor de metaloproteasas de amplio espectro GM6001 indujo una
disminucién de los niveles de la forma procesada de FasL de 16 kDa, corrobordndos de esta
forma la efectividad de este inhibidor, asi como la accioén proteolitica de las metaloproteasas
sobre FasL (figura 19A). La comparacion de los niveles de proteina de la forma procesada de
FasL (16 kDa) con la forma no procesada (40 kDa), indican que solo una pequefia fraccion de
FasL alcanzaria la membrana plasmatica, que a su vez seria procesada por las metaloproteasas
de la matriz. El hecho de que no pudiésemos detectar la forma no procesada, y por tanto
bioactiva (mFasL, 40 kDa) en la membrana plasmatica (figura 19A), incluso en presencia de los
inhibidores de metaloproteasas, sugieren que la pequefia parte que llegaria a la membrana
plasmatica (banda de 16 kDa en la figura 19B) seria rapidamente proteolizada por estas
proteasas.

Los resultados obtenidos hasta el momento muestran que tanto la expresion de la DGK a
como su inhibicidon farmacoldgica interfieren en la via de muerte mediada por FasL a un nivel
post-traduccional. El hecho de que no fuera posible detectar FasL en su forma no procesada y,
por tanto inductora de apoptosis (mFasL), en la membrana plasmatica de las células JHM1-2.2
nos plante6 considerar que la DGK a podria estar afectando otro mecanismo involucrado en la
apoptosis mediada por FasL.

4.11 La estimulacion del receptor HM1R induce la secrecion de
microvesiculas/exosomas con FasL bioactivo.

Se ha descrito que uno de los mecanismos que tienen lugar en la induccion de muerte en
linfocitos T implica la secrecion al medio extracelular de exosomas/microvesiculas que
contienen FasL en su forma no procesada (mFasL) [Martinez-Lorenzo et al., 1999; Monleo6n et
al., 2001; Andreola et al., 2002; Abrahams et al., 2003]. Los exosomas o microvesiculas son
pequenias estructuras de membrana que se forman por invaginacion interna hacia el lumen de la
membrana de endosomas tardios [Denzer et al., 2000]. Estos exosomas se acumulan en
endosomas de tipo multivesicular, denominados cuerpos multivesiculares (MVBs). En células
T se ha descrito que FasL es almacenado intracelularmente dentro de estos compartimentos
[Bossi and Griffiths, 1999; Monleon et al., 2001; Blott et al., 2001]. A su vez, la estimulacion
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con anti-TCR o con fitohemaglutinina (PHA) en células Jurkat o linfocitos T humanos
activados induce la degranulacion y fusion de estos cuerpos multivesiculares (MVBs) con la
membrana plasmatica [Blanchard et al., 2002], con la consiguiente secrecion/liberacion al
exterior celular de las microvesiculas/exosomas que contienen mFasL, en una fraccion
particulada y ultracentrifugable. Como consecuencia de este proceso, FasL es liberado al
exterior celular en su forma bioactiva no proteolizada (mFasL de 40 kDa) [Martinez-Lorenzo et
al., 1999; Monleon et al., 2001].

El antigeno CD63 se ha descrito como uno de los marcadores especificos presentes en la
membrana de estas microvesiculas/exosomas [Escola et al., 1998]. CD63 se encuentra presente
en los exosomas secretados por células T humanas tras su estimulacién a través de TCR
[Monleon et al., 2001, Blanchard et al., 2002], pero no se expresa en la membrana plasmatica.
CD63 es una proteina de la familia de las tetraspaninas que presenta diferentes grados de
glicosilacion, detectandose en condiciones no reductoras como una glicoproteina heterogénea
de 40-60 kDa. Este marcador fue utilizado para analizar si la estimulacién con CCh en células
JHM1-2.2 inducia la secrecion de microvesiculas/exosomas al exterior celular. Utilizando
protocolos de aislamiento/purificacion de exosomas descritos previamente [Martinez-Lorenzo
et al., 1999; Blanchard et al., 2002;], se recogieron los sobrenadantes de cultivo de células
estimuladas con CCh durante 10 horas y se procedié a la purificacion de estos exosomas. Pare
ello los sobrenadantes de cultivo de células JHMI1-2.2 fueron sometidos a varias
centrifugaciones secuenciales a baja velocidad (eliminacion de células y de restos celulares),
seguidas de ultracentrifugacion a 100.000 x g durante 16 horas. La presencia de CD63 en los
pellets ultracentrifugados fue analizada por Western Blotting (figura 20). Se puede observar
como la estimulacion con CCh (500 y 50 uM, 10 horas) indujo un aumento en la deteccion de
CD63 frente al correspondiente pellet del sobrenadante de células sin estimular (puntos control).

La presencia de otro marcador especifico de endosomas tardios, lamp-1 [Lebrand et al., 2002;
Kobayashi et al., 2002] fue también analizada. Como se puede observar estos exosomas
también contienen FasL, cuya presencia fue analizada utilizando el anticuerpo anti-FasL Q-20.
Para verificar que realmente la fraccion ultracentrifugada obtenida de los sobrenadantes de
cultivo no contenia restos celulares y/o cuerpos apoptoticos, se analizd la presencia de CD45 y
CD28, dos marcadores de membrana plasmatica. CD45 y CD28 son proteinas transmembrana
que se expresan altamente en la membrana plasmatica de linfocitos T. Ambos marcadores se
encuentran ausentes en los exosomas derivados de células T [Blanchard et al., 2002],
excluyendo la posibilidad de que la fraccion ultracentrifugada CD63" y lamp-1" derive de restos
de membrana plasmética o cuerpos apoptoticos.
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Figura 20. La estimulacion de HM1R con CCh
induce la secrecion de microvesiculas con
FasL. 2x10’ células JHM1-2.2 fueron estimu-
ladas con CCh (500 y 50 uM) durante 10 horas.
Los sobrenadantes de cultivo fueron recogidos
como se indica en materiales y métodos, y
sometidos a ultracentrifugacién. Se analiz6 la
presencia de CD63, lamp-1, FasL, CD45 vy
CD28 en los pellets ultracentrifugados mediante
WB. El carril izquierdo corresponde a un lisado
total de células JHM1-2.2 y fue utilizado como
referencia
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proceso de secrecion de vesiculas emergentes del aparato de Golgi [Sprong et al., 2001; Baron
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analogo permeable de DAG, el 1,2-dioctanoyl-sn-glicerol (DOG), el cual sufre internalizacion

entre la membrana plasmatica y las membranas intracelulares [Baron et al., 2002]. El

tratamiento de las células con DOG durante 10 horas fue suficiente para inducir la secrecion de
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Figura 21. DAG exo6geno induce la
liberacion de microvesiculas en
células JHM1-2.2. 2x10’
JHM1-2.2 fueron tratadas con 1,2-
dioctanoyl-sn-glicerol (DOG, 100 y 25
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presencia de los marcadores CDG63 y

lamp-1 mediante WB.
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4.12 La inhibicion de la DGK o aumenta la secrecion de exosomas
bioactivos con FasL.

Dado que el efecto inhibidor sobre la AICD llevado a cabo por la DGK o tiene lugar a un
nivel post-traduccional, se hipotetizd con la posibilidad de que la DGK a, disminuyendo los
niveles de DAG en el aparato de Golgi, pudiera inhibir la formacion de vesiculas secretoras a
partir del TGN y/o la dindmica/formaciéon de los cuerpos multivesiculares. De esta forma la
DGK a estaria regulando la muerte celular derivada de la secrecion de los exosomas con FasL.
Para ello se analiz6 el posible papel regulador de la DGK o en la secrecion de estas
microvesiculas/exosomas, estudiando el efecto del inhibidor R59949 sobre este proceso. Las
c€lulas, preincubadas o no con el inhibidor R59949, fueron estimuladas con CCh durante 10
horas y la presencia de CD63 y CD45 en los sobrenadantes de cultivo fue analizada por WB
(figura 22). El tratamiento con el inhibidor de la DGK o aument¢ la cantidad de CD63, y por lo
tanto la cantidad de exosomas secretados tras estimulacion con CCh, siendo también estas
fracciones negativas para el marcador de membrana plasmatica CD45.
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Figura 22. La inhibicion farmacoldgica de la DGK « aumenta la secrecion de
exosomas. (A) 2x10" células JHM1-2.2 fueron estimuladas con CCh (500 pM)
durante 10 horas en presencia o ausencia de R59949 (10 uM). Los sobrenadantes de
cultivo fueron recogidos como se indica en Materiales y Métodos, y sometidos a
ultracentrifugacion. Se analizd la presencia de CD63 y CD45 en los pellets
ultracentrifugados mediante WB. La posicién y el tamafio de los pesos moleculares
se muestran a la izquierda. (B) Analisis por densitometria de los niveles de CD63
detectados por WB y analizados en (A).
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La presencia de FasL en estas fracciones fue analizada por WB, utilizando el anticuerpo anti-
FasL Q-20, anticuerpo dirigido contra la parte N-terminal de FasL, que reconoce tanto la forma
no procesada de FasL (40 kDa) como la forma N-terminal procesada de FasL (14 kDa). La
estimulacion con CCh durante 10 horas indujo la secrecion de exosomas que contienen FasL
(figura 23). La inhibicidon farmacologica de la DGK a increment6 los niveles de FasL presentes
en estas fracciones, lo que concuerda con el aumento de CD63 observado (Figura 22) y, por
tanto, con la cantidad de microvesiculas secretadas.

Debido a los problemas de especificidad observados con varios anticuerpos comerciales
dirigidos contra FasL [Restifo et al., 2000; Strater et al., 2001] se procedi6 a la validacion de la
especificidad del anticuerpo Q-20 (que reconoce tanto la forma no procesada de FasL como la
forma procesada de 14 kDa) mediante la expresion de FasL en células HEK293. La expresion
ectopica de FasL en células no hematopoyéticas induce su localizacion en la membrana
plasmatica [Blott et al., 2001], donde es accesible a la accion de la metaloproteasas de la matriz
extracelular. En el panel derecho de la figura 23 se muestra el WB contra FasL (utilizando el
anticuerpo Q-20) en células HEK293 transfectadas con el vector de expresion pEF4B-FasL y
un vector vacio pEF4B. Las células HEK293 transfectadas con el vector para FasL expresan la
forma no procesada de FasL (mFasL, 40 kDa), y también se detectaron niveles altos de FasL en
su forma procesada (14 kDa). La especificidad del anticuerpo Q-20 también fue validada
bloqueando la uniéon del anticuerpo Q-20 a FasL con el péptido inmunoégeno (péptido

bloqueante).
B \ Figura 23. La inhibiciéon de DGK «a
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X X PP AN i i i
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El analisis de la presencia de FasL en las microvesiculas secretadas tras estimulacion con CCh
muestra como éstas unicamente contienen la forma no procesada de FasL (mFasL, banda de 40
kDa, figura 23), no detectandose la forma procesada de FasL de 14 kDa. Este resultado, junto
con el marcaje negativo para CD45 y CD28 (figura 20 y 22), confirma que la fraccion
purificada por ultracentrifugacion de los sobrenadantes de cultivo no deriva de restos
contaminantes de membrana plasmatica.

4.13 Ensayo de la citotoxicidad de las microvesiculas secretadas.

Los resultados anteriores sugerian que el efecto de la inhibiciéon de DGK o sobre el aumento
en AICD podria ser debido a un aumento en la secreciéon de microvesiculas/exosomas que
contienen FasL en su forma bioactiva no procesada (mFasL). Para confirmar este punto, se
analizo la capacidad inductora de apoptosis de la fraccion de microvesiculas obtenida de los
sobrenadantes de cultivo de células efectoras JHM1-2.2 cuando es enfrentada a células diana
que expresan el receptor Fas (esquema pagina siguiente).

Las células efectoras JHM1-2.2 fueron estimuladas con CCh (500 uM) o fitohemaglutinina
(PHAm, 5 pg/ml, pulso de 5 minutos [Martinez-Lorenzo et al., 1996]. A las 10 horas de
estimulacion, se recogieron los sobrenadantes de cultivo y éstos fueron clarificados por
centrifugaciones a baja velocidad como se indica en Materiales y Métodos. El sobrenadante
clarificado de esta forma fue sometido a ultracentrifugacion. A continuacion se enfrentd a
cé¢lulas diana tanto el sobrenadante ultracentrifugado como el pellet ultracentrifugado (que
contiene la fraccion de exosomas). Se utilizaron las células Jurkat E6.1 como células diana ya
que no expresan el receptor HM1, y por tanto no son sensibles a la muerte celular inducida por
CCh, lo que evita asi el posible efecto del CCh presente en el medio de cultivo sobre las células
diana. A las 15 y 24 horas se analiz6 la apoptosis inducida mediante marcaje con Anexina V
(figura 24A) y analisis de permeabilidad a 7-AAD (figura 24B). Se puede observar que el pellet
ultracentrifugado indujo apoptosis cuando fue enfrentado a las células diana Jurkat E6.1,
mientras que no se detectd induccion de muerte por parte del sobrenadante ultracentrifugado
(sin fraccion de microvesiculas). La capacidad citotoxica observada fue dependiente del numero
de células efectoras JHM1-2.2 estimuladas: a mayor numero de células (10x10°), lo cual
corresponderia con un mayor numero de microvesiculas secretadas, mayor induccion de
apoptosis.
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Esquema ensayo citotoxicidad

L
Célula diana
Jurkat E6.1

‘| Célula efectora
JHM1-2.2

Figura 24. Ensayo de
citotoxicidad de las
fracciones obtenidas de la
ultracentrifugacion de los
sobrenadantes de cultivo de
células JHM1-2.2. Analisis
de la
inducida por el sobre-
nadante ultracentrifugado
(Ultra-Sobrenadante) y por
el pellet ultracentrifugado
(Ultra-Pellet) de los sobre-
nadantes de cultivo de
5x10° o 10x10°  células
efectoras JHM1-2.2, sobre
células diana Jurkat E6.1.

muerte  celular

Como  marcadores de
apoptosis se analizd la
union de Anexina V-PE a
las 15 horas (A), vy
permeabilidad a 7-AAD a
las 24 horas (B), y analisis
por citometria de flujo.
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Se ha descrito que la estimulacion con PHAm de células Jurkat y blastos T induce la
liberacion de exosomas que contienen FasL siguiendo un patron bifasico: un primer pico tras 1
hora de estimulacién correspondiente a la liberacion de FasL pre-formado (pico de secrecion
independiente de procesos de sintesis de proteinas), y un segundo pico a partir de 7 horas. Este
segundo pico de liberacion es dependiente de la sintesis de novo de ARN mensajero para FasL
y la posterior sintesis de FasL [Martinez-Lorenzo et al., 1996].

Para analizar la contribuciéon del sistema Fas/FasL en la actividad citotoxica de los
sobrenadantes de cultivo de células efectoras JHM1-2.2, asi como la participacion del FasL pre-
existente y del FasL sintetizado de novo, se realizaron los siguientes experimentos en paralelo,
sobre las células efectoras, sobre la fraccion de microvesiculas obtenida, asi como sobre las
células diana:

1) Las células efectoras JHM1-2.2 fueron pre-incubadas durante 30 minutos con
Ciclosporina A (CsA, 200 ng/ml) antes de la induccion con los diferentes estimulos. La
ciclosporina A es un potente inhibidor de la calcineurina [Dhein et al., 1995],
induciéndose bloqueo del factor de transcripcion NF-ATc y la expresion del gen para
FasL [Izquierdo et al., 1996].

2) El pellet procedente de la ultracentrifugacion fue resuspendido en medio completo y
fue incubado durante 30 minutos con el anticuerpo bloqueante anti-FasL. NOK-1, antes
de su incubacioén con las células diana Jurkat E6.1.

3) Las células diana Jurkat E6.1 fueron pre-incubadas durante 30 minutos con el
anticuerpo bloqueante anti-Fas DX2 antes de afiadir el pellet ultracentrifugado.

La inhibicion de la sintesis de novo de FasL con CsA en las células efectoras practicamente
inhibio la apoptosis inducida por el pellet ultracentrifugado de los sobrenadantes de cultivo de
c€lulas efectoras JHM1-2.2 estimuladas con CCh o PHAm durante 15 horas (Figura 25A y
25B). En cambio, la secrecion de microvesiculas no se vi6 afectada por el tratamiento con CsA
(figura 25C), confirmandose que la presencia de mFasL sintetizado de novo en los exosomas es
necesaria para su capacidad inductora de apoptosis. El bloqueo de la interaccion de FasL con su
receptor Fas con los anticuerpos bloqueantes anti-Fas DX2 (a nivel de la célula diana) y anti-
FasLL NOK-1 (a nivel de las microvesiculas), también inhibi6 la apoptosis inducida sobre las
células diana Jurkat E6.1.
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En el caso de la estimulacion de las células efectoras con PHA, sdlo se produjo una inhibicion
parcial de la apoptosis inducida sobre las células diana, sugiriendo la existencia de otros
mecanismos a parte de FasL en la induccion de apoptosis, como Apo2L y/o TNFa [Martinez-
Lorenzo et al., 1996].
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Figura 25.Implicacion del sistema Fas/FasL en la citotoxicidad de las microvesiculas
secretadas por células efectoras JHM1-2.2 sobre células diana Jurkat E6.1. 10x10° células
efectoras JHM1-2.2 fueron estimuladas con CCh (500 pM) o PHAm (5 wg/ml, pulso de 5
minutos) en presencia o ausencia de CsA (200 ng/ml). A las 10 horas de estimulacion la
fraccion de microvesiculas secretadas fue recogida e incubada con en anticuerpo anti-FasL
NOK-1 (0,5ug/ml) como se indica y fue enfrentada a células diana Jurkat E6.1 en presencia
0 ausencia del anticuerpo anti-Fas DX2 (0,5ug/ml). La muerte celular inducida a las 15y 24
horas se analiz6 mediante marcaje con Anexina V (A) y permeabilidad a 7-AAD (B),
mediante citometria de flujo. (C) 20x10" células JHM1-2.2 fueron estimuladas con CCh
(500 pM) durante 10 horas en presencia o ausencia de CsA (200 ng/ml). Los sobrenadantes
de cultivo fueron recogidos y sometidos a ultra-centrifugacion. Se analizé la presencia de
CD63 en los pellets ultracentrifugados mediante WB.
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4.14 La inhibicion de la DGK o potencio la citotoxicidad de la
fraccion de exosomas secretada tras estimulacion con CCh.

Como se muestra en las figuras 22 y 23, la inhibicién farmacologica de DGKa con R59949 en
las células JHM1-2.2 indujo una mayor secrecion de microvesiculas al medio extracelular tras
la estimulacion con CCh. Por ello, se analiz6 la capacidad inductora de apoptosis de las
microvesiculas secretadas en estas condiciones sobre células diana Jurkat E6.1. El tratamiento
con R59949 sobre las células efectoras JHM1-2.2 también potencio la capacidad inductora de
apoptosis de las microvesiculas secretadas (figura 26), proceso que a su vez fue también
inhibido por el bloqueo de la interaccion Fas/FasL con el anticuerpo bloqueante anti-Fas DX2.
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— 20+
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3 Il + DX2 + R59949
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Control ~ CCh 500 puM
Exosomas de JHM1-2.2

Figura 26. La inhibicion farmacologica de DGK a en células efectoras JHM1-2.2
induce una mayor citotoxicidad de las microvesiculas secretadas. 10x10° células
efectoras JHM1-2.2 fueron estimuladas con CCh (500 uM) en presencia o ausencia
de R59949 (10 uM). Tras 10 horas de estimulacién la fraccion de microvesiculas
secretadas fue recogida y enfrentada a células diana Jurkat E6.1 en presencia o
ausencia del anticuerpo anti-Fas DX2. La muerte celular fue analizada a las 24
horas mediante marcaje con Anexina V.

A continuacidn, se realizaron una serie de experimentos complementarios para excluir la
posibilidad de que la fraccion de microvesiculas secretada consistiera de restos celulares o
cuerpos apoptoticos procedentes de las células efectoras JHM1-2.2. Con esta finalidad se
analiz6 la apoptosis inducida por CCh a las 10 horas (tiempo en el cual se recogi6 la fraccion de
microvesiculas secretadas) mediante marcaje con Anexina V. También se analizé la morfologia
celular mediante microscopia de transmision. Como control de apoptosis se analizo la muerte
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celular inducida por actinomicina D, que induce apoptosis de una manera independiente a la
secrecion de microvesiculas (figura 27 y 28). A las 10 horas de estimulacion con CCh en
presencia de R59949 no se detectd ni marcaje con Anexina V ni presencia de cuerpos
apoptoticos (“blebs”) en las células efectoras JHM1.2-2 (figura 27). En cambio, la actinomicina
D indujo a esos tiempos una muerte del 40+6% (% de células AnexinaV +), asi como presencia
de cuerpos apoptoticos y restos celulares en el medio de cultivo.
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Anexina V

Como segunda aproximacion se analizé la secrecion de microvesiculas en condiciones donde
no habia apoptosis, tratando las células efectoras JHM1-2.2 con el inhibidor de caspasas de
amplio espectro z-VAD.fmk antes de su estimulaciéon con CCh. Como se observa en la figura
28A, el pre-tratamiento con z-VAD.fmk no afectd a la secrecion de microvesiculas medida
mediante WB revelado con anti-CD63. A su vez, el pellet ultracentrifugado de los
sobrenadantes de cultivo de células JHM1-2.2 tratadas con actinomicina D (que presentan un
alto porcentaje de muerte celular y la presencia de cuerpos apoptéticos) no contenia
microvesiculas (figura 28A carril derecho).

93



Resultados

A continuacion, la capacidad de induccidon de apoptosis sobre las células diana Jurkat E6.1 de
los pellets ultracentrifugados de células efectoras JHM1-2.2 tratados en estas condiciones fue
analizada (Figura 28B). El tratamiento de las células efectoras con z-VAD.fmk no afect6 la
capacidad citotoxica de las microvesiculas secretadas, mientras que la fraccion de
microvesiculas de los sobrenadantes de cultivo en condiciones de apoptosis (JHM1-2.2 tratadas
con actinomicina D) no indujo muerte celular sobre células diana Jurkat E6.1.
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Figura 28. Validacion de la fraccion de microvesiculas obtenida de los sobrenadantes de
cultivo de células efectoras JHM1-2.2. (A) 10x10° células efectoras JHM1-2.2 fueron
estimuladas con CCh (500 uM) en presencia o ausencia de z-VAD.fmk (100 pM), o
actinomicina D (0.1 pg/ml). A las 10 horas de estimulacion la fraccion de microvesiculas
secretadas fue recogida como se indica en materiales y métodos. Se analizé la presencia de
CD63 en los pellets ultracentrifugados mediante WB. La posicion y el tamafio de los pesos
moleculares se muestran a la izquierda. (B) La fraccion de microvesiculas obtenida en el
apartado (A) fue enfrentado a células diana Jurkat E6.1. La fraccion de microvesiculas
obtenida de células JHM1-2.2 tratadas con z-VAD.fmk fue lavada con medio completo por
ultracentrifugacion antes de ser enfrentada a células diana Jurkat E6.1 para asi eliminar
posibles restos de z-VAD.fmk. La muerte celular fue analizada a las 24 horas por marcaje
con Anexina V mediante citometria de flujo.

Todos estos resultados confirmaron que la fraccion de microvesiculas/exosomas obtenida de
los sobrenadantes de cultivo de células efectoras JHM1-2.2 estaba formada exclusivamente por
microvesiculas y no contenia restos celulares o cuerpos apoptéticos. A su vez, estos resultados
mostraron que la induccion de apoptosis llevada a cabo por esta fraccion era debida a la
presencia de microvesiculas/exosomas que contienen FasL bioactivo.
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4.15 La sobre-expresion de DGK o disminuye la secrecion/
liberacion de exosomas que contienen FasL.

Los ultimos resultados muestran que la inhibicién de la DGK o aumenta la secrecion de
microvesiculas/exosomas con FasL. De acuerdo con estos resultados, si el efecto inhibidor de
la DGK o sobre AICD observado se ejerce a nivel de aumento en la secrecion de exosomas con
mFasL, entonces la sobre-expresion de DGK o deberia inhibir esta secrecion. Se analizé la
secrecion de microvesiculas tras estimulacion con CCh en células JHM1-2.2 transfectadas con
la construccion GFP-DGK a, en comparacion con la secrecién de microvesiculas de células
JHM1-2.2 transfectadas con vector vacio pEF4B (figura 29). Para analizar mejor el efecto de la
expresion de DGK a, se utilizaron células JHM1-2.2 con un porcentaje de expresion de células
GFP" de aproximadamente un 67%. La expresion de DGK o disminuy6 la cantidad de
microvesiculas secretadas. A su vez, la cantidad de FasL asociado con estas microvesiculas
también disminuyo.
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Figura 29. La expresion de DGK a disminuye la secrecion de exosomas con FasL. (A)
Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con pEFGFP-DGK « 0 con vector vacio pEF4B. A
las 48 horas, 2x10’ células fueron estimuladas con CCh (500 pM) durante 10 horas. Los
sobrenadantes de cultivo fueron recogidos como se indica en materiales y métodos, y
sometidos a ultracentrifugacion. Se analiz6 la presencia de CD63 y FasL (anticuerpo anti-
FasL Q-20) en los pellets ultracentrifugados mediante WB. La posicion y el tamafio de los
pesos moleculares se muestran a la izquierda. (B) Analisis por densitometria de los niveles
de CD63 detectados por WB y analizados en (A).
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4.16 Implicacion del sistema Fas/FasL en la AICD inducida en
cultivos primarios de blastos T humanos.

Nos propusimos extender los resultados obtenidos anteriormente en un modelo de linea
tumoral T (JHM1-2.2), a cultivos primarios de linfocitos T humanos. Para ello, a partir de
sangre periférica de donantes sanos se obtuvieron células mononucleares. A partir de estas
células se generaron blastos T  por activacion de los linfocitos T con el mitdégeno
fitohemaglutinina (PHAm). Tras tres dias de estimulacion con PHAm, los blastos T activados se
estimularon con interleuquina-2 humana (20 ng/ml, dia 0), factor de proliferacion de linfocitos
T que induce la expansion de los blastos T.

Se analiz6 la implicacion del sistema Fas/FasL en la AICD inducida en blastos T cultivados
durante 6 dias con IL-2. El andlisis por WB de los niveles totales de FasL tras estimulacién con
PMA mas lonomicina, o con anti-CD3, mostr6 que el tratamiento con CsA inhibia la induccion
de la expresion de FasL (figura 30A). La AICD inducida tras estimulacion con PHA o con anti-
CD3 fue inhibida parcialmente cuando los blastos T se estimularon en presencia de CsA,
sugiriendo la implicacion de la sintesis de novo de FasL en la induccion de AICD (figura 30B).
El bloqueo de la interaccion Fas/FasL con los anticuerpos bloqueantes anti-Fas DX2 y anti-
FasL NOK-1 también inhibi6 parcialmente la AICD observada, indicando la presencia de otros
mecanismos (Apo2L, TNFa o el sistema perforina/granzimas [Zheng et al., 1995; Martinez-
Lorenzo et al., 1999] ademas del sistema Fas/FasL en la induccion de AICD.

Figura 30. Implicacién del sistema Fas/FasL
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4.17 La inhibicion de DGK o aumenta la AICD inducida en
cultivos primarios de blastos T humanos.

A continuacion se analizo el efecto del inhibidor de DGKs de tipo I R59949 en la AICD
inducida en blastos T humanos tras estimulacion con anti-CD3 o con PHA. El tratamiento con
el inhibidor de DGKSs potenci6 ligeramente la apoptosis temprana (figura 31A) y la apoptosis
tardia (figura 31B) inducida por estos estimulos: de un 38.4+3% a un 50.3+6% de células
Anexina V' tras estimulacion con anti-CD3, y de un 48.4+2% a un 68.3+5% de células Anexina
V' tras estimulacion con PHA.
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Figura 31. La inhibicién de DGKs en cultivos de blastos T humanos aumenta la AICD. Blastos
T humanos cultivados durante 6 dias con IL-2 (20ng/ml) fueron pre-incubados con R59949 (10
uM)durante 30 minutos. Posteriormente fueron estimulados con anti-CD3 pegado a plastico (5
£g/ml) o con PHAm (0.3 y 1 xg/ml) durante 24 horas. La muerte celular fue analizada mediante
marcaje con Anexina V (A) y permeabilidad a 7-AAD (B), y analisis por citometria de flujo.

El anélisis de la expresion de los marcadores CD4 y CDS8 en la poblaciéon de blastos T
humanos cultivados durante 6 dias con IL-2 mostré que el cultivo estaba formado por una
subpoblacion de linfocitos T CD4" del 60% y una subpoblacién CD8" del 40% (figura 32A). La
estimulacion con anti-CD3 o con PHA constituyen un estimulo de naturaleza policlonal que
podria inducir citotoxicidad mediada por los linfocitos T CD8" citotoxicos (CTLs) presentes en
la poblacién de blastos T. Esta citotoxicidad podrias estar mediada por la expresion de FasL en
la membrana plasmatica de los CTLs, asi como por la secrecion de perforina/granzimas
[Stinchcombe et al., 1999], lo que podria contribuir a la AICD inducida. Con el fin de descartar
estos mecanismos de induccion de apoptosis, asi como excluir la contribucion de diferentes
mecanismos apoptoticos actuando sobre cada subpoblacion de blastos T [Zheng et al., 1995], se
analiz6 la muerte celular inducida en la subpoblacién CD4" purificada. Las subpoblaciones de
linfocitos T CD4" y CD8" presentes en los cultivos de blastos T fueron separadas mediante
MACS (“Magnetic Automatic Cell Sorting™). La verificacion de la correcta separacion de las
dos subpoblaciones fue realizada mediante andlisis de la expresion en membrana plasmatica de
los marcadores CD4 y CD8 mediante citometria de flujo (figura 32B).
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Figura 32. Andlisis por citometria de flujo de la expresion de CD4 y CD8 blastos T humanos. (A)
Blastos T humanos cultivados durante 6 dias con IL-2 (20ng/ml) fueron recogidos.Se analizé la
expresion en superficie de CD4 y CD8 utilizando anticuerpo anti-CD4 conjugado con FITC vy
anticuerpo anti-CD8 conjugado con PE-Cy5, y posterior andlisis por citometria de flujo. (B) La
subpoblacion de blastos T CD4" fue separada mediante MACS por seleccidn positiva y la subpoblacion
CD8" fue separada por seleccion negativa.. EI marcador indica el porcentaje de células CD4" y CD8".

A continuacion, se analizo el efecto del inhibidor de DGKs de tipo I R59949 en la muerte
inducida por anti-CD3 y PHAm en la subpoblacion de linfoblastos T CD4". El pre-tratamiento
con R59949 potencio la AICD inducida por estos estimulos (figura 33). El bloqueo de la
interaccion Fas/FasL con los anticuerpos bloqueantes DX2 y NOK-1, asi como la inhibicion de
la sintesis de novo de FasL con CsA, revertid el efecto potenciador de AICD ejercido por el
R59949 (figura 33).
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Figura 33. La inhibicion de DGKs aumenta la AICD en linfoblastos T CD4". Blastos T
CD4" fueron pre-incubados con R59949 (10 wAM), CsA (200 ng/ml), anticuerpo
bloqueante anti-Fas DX2 (0.5xg/ml) y anticuerpo blogueante anti-FasL NOK-1 (0.5
g/ml) durante 30 minutos. A continuacién fueron estimulados con anti-CD3 pegado a
plastico (5 uxg/ml) o con PHAm (0.5 xg/ml) durante 24 horas. La muerte celular fue
analizada mediante marcaje con Anexina V y analisis por citometria de flujo.
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4.18 La inhibicion de la DGK o aumenta la secrecion de exosomas
que contienen mFasL bioactivo en linfoblastos T CD4".

Con el fin de analizar la contribucién de la secrecion de exosomas conteniendo FasL a la
AICD inducida tras estimulacion del TCR, se analizo el efecto del inhibidor de DGKs R59949
en la secrecion de exosomas tras la estimulacion con anti-CD3 y PHA. El tratamiento con
R59949 potencid la secrecion de exosomas (aumento en la fraccion CD63+) que contienen FasL
sin procesar (mFasL de 40 kDa) en cé¢lulas JHM1-2.2 estimuladas con anti-CD3 (figura 34,
izquierda). Cuando linfoblastos T CD4+ fueron estimulados con anti-CD3 o con PHA (figura
34, derecha), se observd también un aumento en la secrecion de exosomas con mFasL en los
blastos T CD4+ tratados con R59949.
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Figura 34. La inhibicion de DGK « aumenta la secrecion de exosomas que contienen
mFasL. 20x10° células JHM1-2.2 (izquierda) o blastos T CD4" (derecha) fueron estimuladas
con anti-CD3 pegado a plastico (0.5 pg/ml) o con PHAm (pulso de 5 minutos con 50 ug/ml)
durante 10 horas en presencia o ausencia de R59949 (10 uM). Los sobrenadantes de cultivo
fueron recogidos, y posteriormente sometidos a ultracentrifugacién. Se analizé la presencia de
CD63y FasL en los pellets ultracentrifugados mediante WB.

A continuacion la capacidad inductora de apoptosis de la fraccion de microvesiculas obtenida
de los sobrenadantes de cultivo de linfoblastos T CD4" efectores fue analizada (figura 35).
Cuando las células diana Jurkat E6.1 fueron enfrentadas con la fraccién de microvesiculas
obtenidas de blastos T CD4", éstas indujeron muerte celular. El tratamiento de los blastos T
efectores con el inhibidor de DGKs R59949 potencié la citotoxicidad de la fraccion de
microvesiculas. A su vez, la muerte celular observada dependia del sistema Fas/FasL: tanto la
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inhibicion de la sintesis de FasL con CsA en los blastos T efectores, como el bloqueo del
receptor Fas con DX2 en las células diana Jurkat E6.1 redujeron la apoptosis inducida por las
microvesiculas secretadas.
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Figura 35. Implicacion del sistema Fas/FasL en la citotoxicidad de las microvesiculas
secretadas por blastos T CD4" humanos. 20x10° blastos T CD4+ fueron estimuladas con anti-
CD3 pegado a plastico (0.5 pg/ml) o PHAm (5 gg/ml, pulso de 5 minutos) en presencia o
ausencia de CsA (200 ng/ml) o R59949 (10 uM). A las 10 horas de estimulacion, la fraccion de
microvesiculas secretadas fue recogida y enfrentada a células diana Jurkat E6.1 en presencia o
ausencia del anticuerpo anti-Fas DX2. La muerte celular fue analizada a las 24 horas mediante
marcaje con Anexina V y analisis por citometria de flujo (izquierda). 2x10” blastos T CD4+ fue-
ron estimuladas con anti-CD3 (0.5 pg/ml, 10 horas) en presencia o ausencia de CsA (200 ng/ml).
Los sobrenadantes de cultivo fueron recogidos y sometidos a ultracentrifugacion. Se analizé la
presencia de CD63 en los pellets ultracentrifugados mediante WB (derecha).

4.19 Efecto de la estimulacion con CCh sobre la formacion de
endosomas tardios/cuerpos multivesiculares (MVBs).

Como se comentd en el apartado 4.11, los exosomas o microvesiculas son pequefias
estructuras de doble membrana que se forman por invaginacion interna hacia el lumen de la
membrana de endosomas tardios [Denzer et al., 2000]. Estos exosomas se acumulan en
endosomas de tipo multivesicular, denominados cuerpos multivesiculares (MVBs). La
dindmica intracelular del trafico de vesiculas de tipo secretor se inicia mediante la formacion de
vesiculas a nivel de la red trans del aparato de Golgi (TGN, del inglés ““trans_golgi network”),
la posterior formacion de cuerpos multivesiculares (MVBs) y, como tltimo paso, la fusién de
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estos MVBs con la membrana plasmatica. Como primera aproximacion al estudio de la
generacion intracelular de los exosomas, se analizé mediante microscopia confocal el efecto de
la estimulacién del TCR en blastos T humanos (figura 36) y de la estimulacion del receptor
HMIR en células JHM1-2.2 (figura 37), sobre la formacién de vesiculas y cuerpos
multivesiculares. Tras 6 horas de estimulacion se recogieron las células, fueron fijadas y se
procedié a su marcaje para CD63 (marcador especifico de cuerpos multivesiculares MVBs/
exosomas, apartado 4.11). Como se pudo observar, el tratamiento con anti-CD3 (blastos T,
figura 36) o con CCh (células JHM1-2.2, figura 37) durante 6 horas indujo un aumento en el
marcaje para CD63 en ambos tipos celulares (mayor intensidad en el patron punteado/vesicular
observado con anti-CD63), indicando un incremento en el proceso de formacion de estas
estructuras. En el caso de los blastos T el marcaje para CD63 obtenido muestra una
acumulacion pronunciada para este marcador en la region perinuclear de la célula (figura 36).

Figura 36. Distribucion anti-CD3 6h
intracelular de CD63. Blastos T
humanos cultivados durante 6 dias
con IL-2 fueron estimulados con
anti-CD3 pegado a plastico (0.5
pg/ml). Se realiz6 un marcaje
intracelular utilizando mAb anti-
CD63 'y posterior anticuerpo
secundario anti-raton conjugado
con FITC. Se tomaron imagenes
mediante microscopia confocal a
diferentes planos y se procedié a su

proyeccion en el eje Z.

Figura 37. Distribucion intra-
celular de CD63. Células JHM1-
2.2 fueron estimulados con CCh
(500 pM) durante 6 horas. Se
realizO un marcaje intracelular
utilizando mAb anti-CD63 vy
posterior anticuerpo secundario
anti-raton conjugado con FITC.
Se tomaron imagenes mediante
microscopia confocal a diferentes
planos y se procedié a su
proyeccion en el eje Z.
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También se analiz6 el efecto del CCh en la distribucion y en la localizacion de otro marcador
especifico de endosomas tardios, lamp-1, proteina asociada a la membrana de lisosomas
[Kobayashi et al., 2002] (figura 38). En células control, se observa una acumulacién en la
region perinuclear junto con un marcaje punteado. Tras estimulacion con CCh se detectd un
mayor marcaje de lamp-1.

Figura 38. Distribucion
intracelular de lamp-1.
Células JHM1-2.2 fueron
estimulados con CCh (500
UM, 6h). Se realiz6 un

Control

marcaje intracelular
utilizando mAb anti-lamp-1
y posterior anticuerpo anti-
raton conjugado con FITC.
Se tomaron iméagenes de CChéh
diferentes planos de la

célula mediante micros-

copia confocal y se Lamp-1
procedié a su proyeccion en
el eje Z.

4.20 Estudio de la formacion de endosomas tardios/cuerpos
multivesiculares (MVBs).

A la vista de estos resultados, se abordo el estudio de la formacion intracelular de estructuras
vesiculares/endosomas  tardios/MVBs con una aproximacion bioquimica mediante
fraccionamientos subcelulares en gradientes de densidad. Esta técnica, que ha sido utilizada
previamente para aislar lisosomas secretores que contienen FasL en linfocitos T citotdxicos
[Bossi and Griffiths, 1999], se aplicé en células JHM1-2.2 para estudiar a nivel intracelular el
proceso y la dinamica del trafico de proteinas, asi como la localizacion y la distribucion de
diferentes marcadores durante este proceso. Para ello se procedié al lisado suave por
homogeneizacion mecéanica de células JHM1-2.2. El lisado se sometié a centrifugacion a alta
velocidad en un gradiente de densidad en Percoll, separandose los diferentes componentes
subcelulares en funcion de su densidad. Se recogieron fracciones de volumen constante desde la
parte superior del gradiente hasta el final (25 fracciones en total) y posteriormente se
sometieron a electoforesis en geles SDS y WB. En primer lugar, se analiz6 la distribucion y
localizacion de los marcadores de MVBs/exosomas CD63 y lamp-1 [Lebrand et al., 2002;

102



Resultados

Kobayashi et al., 2002] mediante WB. Las células sin estimular (control) o estimuladas con CCh
(6h) fueron sometidas a fraccionamiento subcelular, y las fracciones obtenidas fueron
analizadas para diferentes marcadores. En células control, en las fracciones 5, 9, 12, 13 y 25 se
localiza mayoritariamente el marcaje para CD63, que en el caso de lamp-1 fue
predominantemente en las fracciones 5, 12 y 13 (figura 39) Tras estimulacion con CCh (6
horas) se observa un aumento en las fracciones CD63" | asi como lamp-17, lo cual reflejo
bioquimicamente, junto con los datos de microscopia confocal, un incremento en la formacion
de estructuras vesiculares/MVBs (fracciones CD63", lamp-1 ") [Kobayashi et al., 2002].

Fracciones subcelulares .
Superior Inferior

Mw(kDa) 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 171819 20 2122 23 2425

62—
- .. - Control
325—
CD63 !
.Ihﬁu' | B *CChGh

32.5= i

Lamp-1| - ™ = B - : + Control
o I - ' . cchéh

| | | |
Densidad (g/ml): 1.05 1.06 1.08 1.12

Figura 39. Localizacion intracelular de CD63 y lamp-1. Células JHM1-2.2 control o
estimuladas con CCh (500 uM, 6 h) fueron sometidas a fraccionamiento subcelular en
gradiente de densidad en percoll.. La presencia de CD63 y lamp-1 fue analizada
mediante WB en las fracciones obtenidas. Parte inferior: valores aproximados de
densidad en el gradiente de percoll.

En linfocitos T citotoxicos, FasL es almacenado dentro de lisosomas de tipo secretor con
caracteristicas de cuerpos multivesiculares [Bossi and Griffiths, 1999; Monleén et al., 2001;
Blott et al., 2001]. En células Jurkat, FasL pre-existente co-localiza intracelularmente con el
marcador de MVBs CD63 [Monleon et al., 2001], lo que nos llevo a analizar la localizacion de
FasL en estas fracciones subcelulares (figura 40). En células sin estimular la fraccion de FasL
pre-existente se localiza en las fracciones 5, 9, 12, 13 y 25 del gradiente, al igual que la
localizacién para CD63 y lamp-1 (figura 39). Tras estimulacion con CCh, que induce la intesis
de novo de FasL, la cantidad de FasL aumenta también en estas fracciones, al igual que ocurria
para CD63 y lamp-1, lo que indicaria su acumulacion y localizacion en estas fracciones.
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Superior Inferior
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Figura 40. Localizacion intracelular de FasL. Células JHM1-2.2 control o estimuladas con
CCh (500 uM, 6 horas) fueron sometidas a fraccionamiento subcelular en gradiente de
densidad. La presencia de FasL fue analizada mediante WB utilizando el anticuerpo anti-

FasL Q-20.

El efecto de la estimulacion con CCh sobre la expresion y la distribucion de FasL se analizod
también mediante microscopia confocal (figura 41). En células sin estimular, se observo un
patron intracelular vesicular para el FasL pre-formado, que aument6 tras la estimulacion con
CCh. Por tanto, mediante microscopia confocal y fraccionamiento subcelular, se podria analizar
el proceso de formacién de MVBs y los posibles reguladores de dicho proceso.

Figura 41. Distribucion
intracelular de FasL. Células
JHM1-2.2 fueron estimulados con Fas L
CCh (500 pM, 6h). Se realizdé un
marcaje intracelular utilizando
Ab anti-FasL (Q-20 ab) vy
posterior anticuerpo secundario

Control

anti-conejo conjugado con FITC. CCh6h

Se tomaron imégenes mediante
microscopia confocal a diferentes

planos y se procedi6 a su
proyeccion en el eje Z.

4.21 El inhibidor de DGKs R59949 induce cambios en la
distribucion y la localizacion de endosomas tardios/MVBs.

Se ha descrito que el mantenimiento de los niveles pre-existentes de DAG en el aparato de
Golgi es necesario para una dindmica correcta de la red trans del aparato de Golgi (TGN)
[Baron et al., 2002], asi como para la formacion de vesiculas secretoras desde el TGN [Sprong
et al., 2001b]. En estos estudios, la inhibicion farmacologica de la produccion de DAG, daba
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como resultado el bloqueo del transporte de proteinas desde el TGN hacia la membrana
plasmatica [Baron et al., 2002]. Estos hechos, junto con los resultados obtenidos en los
apartados 4.12-4.15, los cuales mostraban que las alteraciones en la via DAG/DGK a afectaban
la secrecion de microvesiculas, nos llevaron a estudiar el efecto del inhibidor de DGKs de tipo
I R59949 sobre la formacion de vesiculas, endosomas tardios y de cuerpos multivesiculares
(MVBs) que contienen los exosomas. Mediante microscopia confocal se analiz6 el efecto de
R59949 sobre la distribucion y localizacion del marcador CD63 en blastos T humanos
estimulados durante 6 horas con anti-CD3 (estimulacién del TCR) (figura 42A) y en células
JHM1-2.2 estimuladas con CCh (estimulacion del receptor HM1R) (figura 42B).El proceso de
formacion de estructuras vesiculares/MVBs que se produce tras estimulacion de los receptores
fue alterado por el tratamiento en ambos tipos celulares con el inhibidor R59949, observandose
una distribucion del patron punteado de tipo vesicular con mayor intensidad, y una acumulacion
notable de estas estructuras vesiculares CD63" (MVBs) en el interior celular.

Blastos T - CD63

Figura 42. Efecto del
inhibidor de  DGKs
R59949 sobre la
distribucion intracelular
de CD63. Blastos T
humanos cultivados
durante 6 dias con IL-2
fueron estimulados con
anti-CD3  pegado a
plastico (0.5ug/ml) (A) y
células JHM1-2.2 fueron
estimulados con CCh B

(500 uM, 6h) (B), en JHM1-2.2 - CD63
presencia o0 ausencia de
R59949 (10 puM). Se
realiz6 un marcaje intra-

anti-CD3 - R59949 anti-CD3 + R59949

celular utilizando mADb
anti-CD63 'y posterior
anticuerpo secundario
anti-raton conjugado con
FITC. Se tomaron imé-
genes mediante micros-
copia confocal a dife-
rentes planos y se pro- g
cedié a su proyeccion en CCh - R59949 CCh + R59949

el eje Z.
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El efecto del inhibidor R59949 sobre la distribucion intracelular de CD63 observada
mediante microscopia fue también confirmado bioquimicamente en fraccionamientos
subcelulares (figura 43). El tratamiento con R59949 produjo una acumulaciéon mayor de CD63
en las fracciones del gradiente de densidad, mostrando una alteracion en la distribucion de
CD63 y una mayor produccion de estructuras subcelulares CD63".

Fracciones subcelulares _
Superior Inferior

>
6 7 89 101 1213141516 1718 19 20 21 22 23 24

-
' ! R ' - " CCh - R59949
e 6 horas
"
b B

Figura 43. Localizacion subcelular de CD63. Células JHM1-2.2 estimuladas con CCh
(500 uM, 6 horas), en presencia o ausencia de R59949 (10 uM), fueron sometidas a
fraccionamiento subcelular en gradiente de densidad. La presencia de CD63 fue analizada

CD63

CCh + R59949
6 horas

mediante WB en las diferentes fracciones obtenidas.

Algunos lipidos son reguladores esenciales del trafico intracelular de proteinas, aunque se
conoce poco sobre su papel especifico en estos procesos. Existen evidencias que sugieren la
implicacion de lipidos cuyos niveles pueden estar modulados por la actividad DGK, como el
acido liso(bis)fosfatidico (LBPA) y el acido fosfatidico (PA), en la formacién de vesiculas
desde el aparato de Golgi, asi como en la formacion de los cuerpos multivesiculares (MBVs)
[Topham et al., 1999; Lebrand et al., 2002; Kobayashi et al., 2002]. En concreto, el acido
liso(bis)fostatidico (LBPA) se encuentra ennriquecido en las membranas internas de los MVBs
co-localizando con lamp-1 y CD63 en los endosomas de tipo tardio [Kobayashi et al., 2002].
Por este motivo se analizd6 mediante microscopia confocal el efecto del inhibidor R59949 sobre
la distribucion de LBPA.

106



Resultados

La figura 44 muestra como el tratamiento con CCh en células JHM1-2.2 (panel intermedio)
induce formacion de cuerpos multivesiculares (estructuras LBPA"), mientras que el tratamiento
con R59949 (panel inferior) también afectd, al igual que lo observado para CD63, la
distribucién de estas estructuras, observandose un mayor nimero ¢ intensidad de las mismas.

CCh 6h

CCh 6h
+ R59949

Figura 44. Efecto del R59949 sobre la distribucién intracelular de LBPA. Células JHM1-2.2
control o estimulados con CCh (500 uM, 6h), en presencia o ausencia de R59949 (10 uM)
fueron analizadas por microscopia confocal. Se realiz6 un marcaje intracelular utilizando mAb
anti-LBPA y anticuerpo secundario anti-ratén conjugado con FITC. Se tomaron imagenes de
microscopia confocal a diferentes planos y se procedié a su proyeccion en el eje Z. El
marcaje para LBPA se muestra en blanco y negro. EI marcaje en color rojo representa
aquellos pixeles donde existe una saturacion de sefial del marcaje para LBPA.
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Por lo tanto, la inhibicion de DGK llevado a cabo por el R59949 estaria induciendo una
mayor formacion/produccion de endosomas tardios/MVBs en el interior celular, resultado que

correlacionaria con el aumento en la secrecion de exosomas observado en presencia de este
inhibidor (figuras 22,23 y 34).

4.22 Efecto del inhibidor de DGKs R59949 sobre la formacion de
vesiculas desde la parte trans del aparato de Golgi (TGN).

La dindmica intracelular del trafico de proteinas destinadas a la secrecion esté caracterizada
por la formacién de vesiculas secretoras a nivel de la red trans del aparato de Golgi (TGN). Es
en esta localizacion donde tienen lugar los procesos de fision de la membrana del TGN que
dardn lugar a vesiculas de pequefio tamafio implicadas en el trafico constitutivo, a las vesiculas
implicadas en la biogénesis de lisosomas y del sistema endosomal, asi como a las vesiculas que
han de ser secretadas de una manera regulada [Arvan and Castle, 1998]. La mayor generacion
de MVBs observada tras la inhibiciéon de la DGK podria ser una consecuencia de un efecto
previo de la DGK sobre la generacion de vesiculas secretoras en el TGN. Con el fin de
establecer este punto, analizamos en primer lugar la localizacion y distribucién del TGN en
células JHMI1-2.2 mediante microscopia confocal, al no ser los linfocitos T células
especializadas con funciones secretoras. Para ello utilizamos un marcaje con un anticuerpo
especifico para la proteina de rata TGN38, descrita como un marcador especifico de TGN
[Ponnambalam et al., 1996] (figura 45). El andlisis de planos confocales sucesivos de 0.1 uM de
grosor mostrd un marcaje en la region perinuclear, observandose un patrén definido en forma
“circular”.

JHM1-2.2 -TGN38
Figura 45. Localizacion del TGN

en células JHM1-2.2. Se realizd
un marcaje de la parte trans del
aparato de Golgi (TGN) mediante
microscopia confocal de
fluorescencia en células JHM1-2.2
utilizando un anticuerpo anti-
TGN38 vy posterior anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado
con FITC. Se tomaron diversas
imagenes mediante microscopia
Y ¥ confocal de planos sucesivos de
0.1 M de grosor.

Secciones Confocales 0.1 pM
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TGN38 se ha descrito como una glicoproteina implicada en la formacion de vesiculas desde el
TGN asi como en el mantenimiento de la morfologia del TGN [Banting and Ponnambalam,
1997]. Se estudio la distribucion de este marcador tras estimulacion con CCh, observandose un
marcaje mas intenso y condensado en la regién del TGN, junto con presencia de pequeias
vesiculas TGN38" alrededor de la estructura circular del TGN y distribuidas por el citosol
(figura 46), revelando un cambio en la morfologia del TGN, la cual podria ser una consecuencia
del proceso de formacion de vesiculas a partir de esta estructura inducida por el CCh.

Control Control

Figura 46. Distribucién de TGN38 tras estimulacion con CCh. Células JHM1-2.2
fueron estimuladas con CCh (500 #M) durante 6 horas para inducir la formacién de
vesiculas/MVBs. Se realizdé un marcaje de la parte trans del aparato de Golgi (TGN)
mediante microscopia confocal de fluorescencia utilizando un anticuerpo anti-
TGN38 y posterior anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con FITC. Se
tomaron diversas imagenes mediante microscopia confocal de planos sucesivos y se
procedié a su proyeccion en el eje Z.
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A continuacion se realizd6 un doble marcaje para CD63, como marcador de endosomas
tardios/MVBs, y TGN38. Cuando las células JHM1-2.2 fueron estimuladas con CCh durante 6
horas para inducir la formacioén de endosomas tardios/MVBs (proceso observado en las figuras
37,38 y 39) se observo una acumulacion de estructuras CD63 " (fluorescencia verde) alrededor
del marcaje para TGN38 (fluorescencia roja), las cuales parecen “emerger” de esta parte del
aparato de Golgi implicada en la formacion de vesiculas [Arvan and Castle, 1998] (figura 46).

CDé3 TGN38 Merge

Figura 47. Doble marcaje para CD63 y TGN38. Células JHM1-2.2 fueron
estimulados con CCh (500 uM) durante 6 h. Se realizd un marcaje intracelular
utilizando mAb anti-CD63 y posterior anti-cuerpo secundario anti-raton con-
jugado con FITC (verde), seguido de marcaje con Ab anti-TGN38 y posterior
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con Cy5 (rojo). Se tomaron
imagenes me-diante microscopia confocal de diferentes planos sucesivos y se
procedié a su proyeccion en el eje Z.
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El incremento en la secrecion de exosomas con FasL que observamos tras tratar a las células
con DOG (figura 21), asi como la potenciacion de dicha secrecion observada con el inhibidor
de DGKs R59949 (figuras 22 y 34) sugeria que el DAG esta favoreciendo el trafico exocitico
en linfocitos T. Se ha descrito que el mantenimiento de los niveles de DAG en el aparato de
Golgi resultan esenciales para el proceso de fision de las vesiculas emergentes del TGN [Roth et
al., 1999]. Ademas, el tratamiento con inhibidores de quinasas de lipidos produce cambios
morfoldgicos en compartimentos positivos para la proteina TGN46 (ortélogo en humanos de
TGN38) [Hickinson et al., 1997], lo que nos llevo a analizar el efecto del inhibidor de DGKs
R59949 sobre la distribucion de TGN46. El marcaje con TGN46 en células JHM1-2.2 mostro
una distribucion similar a TGN38 (figura 48A). Tras estimulacion con CCh, también se observd
un aumento del marcaje para TGN46 en este compartiemento, apareciendo mas intenso y con
distribucion mas amplia. El tratamiento con R59949 dio lugar a un marcaje mucho mas
pronunciado y extendido a otras zonas (figura 48B), lo que indica un cambio morfoldgico en el
TGN debido, posiblemente, a una mayor produccion de vesiculas desde el TGN como
consecuencia del tratamiento con el inhibidor de DGKs.

A Control

Figura 48. Distribucion de TGN46
tras estimulacion con CCh. (A)
Células JHM1-2.2 control o
estimuladas con CCh (500 «M)
durante 6 horas Se realizd0 un

JHM1-2.2
(TGN46)

marcaje de la parte trans del
aparato de Golgi (TGN) mediante
microscopia confocal de

CCh 6h

fluorescencia utilizando un anti-
cuerpo anti-TGN46 vy posterior
anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado con Cyb5. Se tomaron
diversas imagenes mediante
microscopia confocal de planos

sucesivos 'y se procedi6 a su
proyeccién en el eje Z. (B) Células
JHM1-2.2 fueron estimuladas con
CCh (500 uM) durante 6 horas en
presencia o ausencia de R59949 (10
uM) y analizadas como se indica en
(A).

JHM1-2.2 CCh 6h -TGN46

- R59949 + R59949
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Muchos de los estudios y observaciones realizados sobre la dinamica del transporte vesicular
desde el TGN y en especial la distribucion y morfologia del TGN utilizando los marcadores
TGN38 y TGN46 han sido realizados utilizando como modelo la linea celular Hela [Hickinson
et al., 1997; Banting and Ponnambalam, 1997; Baron et al., 2002]. Estas células de origen
epitelial poseen un citosol grande, con mayor tamafio y una maquinaria exocitica/endocitica
basal mas desarrollada respecto a los linfocitos T, por lo que se analiz6 el efecto del R59949 en
la distribucion de CD63 y TGN46 en estas células. Células Hela fueron tratadas con R59949
durante 8 horas y fueron analizadas por microscopia confocal. El tratamiento con R59949
también indujo una gran acumulacion de estructuras vesiculares CD63" (figura 49).

CD63 - Células Hela
- R59949 8 horas +R59949 8 horas

Figura 49. Efecto del inhibidor R59949 sobre la distribucion intracelular de CD63. Células Hela
fueron tratadas con R59949 (10 uM) durante 8 horas. Se realiz6 un marcaje intracelular utilizando
mAb anti-CD63 y posterior anticuerpo secundario conjugado con FITC. Se tomaron imagenes

mediante microscopia confocal a diferentes planos y se procedi6 a su proyeccion en el eje Z.

El marcaje para TGN46 en estas células mostrd, en condiciones basales, una distribucion
reticular con diversas tubulaciones, tipica de la morfologia del TGN (figura 50). Estas células
fueron tratadas con R59949 durante 8 horas, tiempo utilizado para permitir la acumulacion de
posibles cambios en la dindmica de transporte intracelular llevados a cabo por el R59949. El
tratamiento con este inhibidor de DGKs de tipo I indujo un cambio en la distribucion y
morfologia del TGN46, observandose un marcaje mas intenso y compactado (figura 50, panel
derecho), al igual que lo observado en células JHM1-2.2 (figura 48).
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Células Hela - TGN46
- R59949 8h + R59949 8h

Figura 50. Efecto del inhibidor R59949 sobre la distribucidn intracelular de TGN46.
Células Hela fueron tratadas con R59949 (10 uM) durante 8 horas. Se realiz6 un
marcaje intracelular utilizando Ab anti-TGN46 y posterior anticuerpo secundario
conjugado con FITC. Se tomaron imagenes me-diante microscopia confo-cal a
diferentes planos y se procedi6 a su proyeccion en el eje Z.

A continuacion se realizoé un doble marcaje para CD63 y TGN46 en células Hela, con el fin de
visualizar conjuntamente la distribuciéon de ambos marcadores. En la figura 51 se puede
observar el cambio inducido por el tratamiento durante 8 horas con el inhibidor de DGKs
R59949, con una mayor cantidad de estructuras vesiculares CD63" (fluorescencia roja), las
cuales parecen emerger del TGN (fluorescencia verde). A su vez, la distribucion del TGN
presenta un marcaje mas pronunciado.
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- R59949 8h

+ R59949 8h

Figura 51. Doble marcaje para CD63 y TGN38. Células Hela fueron tratadas con
R59949 (10 M) durante 8 h. Se realiz6 un doble marcaje intracelular utilizando
mAb anti-CD63 y posterior anticuerpo secundario anti-ratén conjugado con FITC
(verde), seguido de marcaje con Ab anti-TGN38 y posterior anticuerpo secundario
anti-conejo conjugado con Cy5 (rojo). Se tomaron iméagenes mediante microscopia
confocal de diferentes planos sucesivos y se procedié a su proyeccion en el eje Z.
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4.23 La DGK a se encuentra asociada al TGN.

Los ultimos resultados obtenidos apuntaban a que la DGK o, mediante la regulacion de los
niveles de DAG endogenos podria estar controlando la generacion de vesiculas emergentes
desde el TGN y/o la consiguiente formacioén de los cuerpos multivesiculares (MVBs). Por lo
tanto, la presencia de la DGK a en estas estructuras proporcionaria una base molecular para
explicar el efecto de la DGK a en el proceso de formacion de vesiculas emergentes del TGN, la
formacion de MVB, y la posterior secrecion de exosomas con FasL observados. Como primera
aproximacion al analisis de la localizacion subcelular de la DGK a, se analiz6 mediante
microscopia de fluorescencia confocal la localizacion subcelular de la construccion GFP-DGK
o expresada en células JHM1-2.2 con el marcador TGN46 (figura 52). El andlisis de diferentes
planos confocales mostr6 un marcaje para GFP-DGK a (verde) predominantemente citosélico,
observandose una acumulaciéon de GFP-DGK a en la zona perinuclear, la cual mostrd puntos
de co-localizacion con el marcador TGN46 (panel derecho).

Figura 52, GFP-DGK «  OFP-DGK o«  TGN46  MERGE

co-localiza con TGN46.
Células JHM1-2.2 fueron
transfectadas con el vector
de expresion pEF-GFP-
DGK «. 48 h después se
realizé un marcaje
intracelular utilizando Ab
anti-TGN46 y posterior
anticuerpo secundario con-
jugado con Cy5 (rojo). Se
tomaron  imégenes  de
microscopia de secciones
confocales de 0.4 uM. El
panel izquierdo muestra la
fluorescencia GFP (verde),
el panel central el marcaje
para TGN46 (rojo). En el
panel derecho se muestra la
mezcla (merge) de la
fluorescencia verde y roja,
apareciendo en amarillo el
solapamiento de ambas
sefiales (verde + rojo).
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Por el contrario, cuando se realizo un marcaje con Giantina, marcador de la parte cis y media
del aparato de Golgi, no se observo ninguna co-localizacion con la GFP-DGK o (figura 53). La
proyeccion en el eje Z de las diferentes secciones confocales obtenidas confirmd que la
acumulacion de GFP-DGK o observada se encuentra localizada en la parte trans del aparato de
Golgi (TGN46"), pero no en la parte cis 0 media (Giantina").

GFP-DGK «o GIANTINA MERGE

Figura 53. GFP-DGK a no co-localiza con la parte cis 0 media del aparato de Golgi.
Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con el vector de expresion pEF-GFP-DGK «. 48
h después se realizd un marcaje intracelular utilizando Ab anti-Giantina y posterior
anticuerpo secundario conjugado con Cy5 (rojo). Se tomaron imagenes de microscopia
de secciones confocales de 0.4 uM de grosor. El panel izquierdo muestra la
fluorescencia GFP (verde), el panel central el marcaje para Giantina (rojo). El panel
derecho muestra la mezcla (merge) de la fluorescencia verde y roja, apareciendo en
amarillo el solapamiento de ambas sefiales (verde + rojo).
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GFP-DGKa TGN46
Figura 54. GFP-DGK « co-localiza
parcialmente con TGN pero no con la parte
cis 0 media del aparato de Golgi. Proyeccion
en el eje Z de las diferentes secciones
confocales obtenidas en las figuras 52 y 53.
En el panel se muestra la fluorescencia de la
GFP-DGKa GIANTINA

GFP-DGKe (verde), y el marcaje para las
proteinas TGN46 y Giantina se muestra en el
panel izquierdo (rojo).

Proyecciones eje Z

4.24 La estimulacion con CCh induce translocacion de la DGK o y
de la protein quinasa D (PKD) a la region
perinuclear/cuerpos multivesiculares.

La asociacion de la enzima protein quinasa D (PKD) a la parte trans del aparato de Golgi ha
sido implicada en la estimulacion de la formacion de vesiculas a partir del TGN [Baron et al.,
2002]. Asi, se ha observado que una reduccion en los niveles de DAG inhibia el reclutamiento
de la PKD al TGN y se bloqueaba el proceso de formacion de vesiculas mediado por la PKD vy,
por consiguiente, el transporte de proteinas desde el TGN [Liljedahl et al., 2001; Baron et al.,
2002]. Estos hechos nos llevaron a estudiar mediante fraccionamiento subcelular la localizacion
intracelular de la DGK o y de la PKD en células JHM1-2.2. En la parte superior de la figura 55
se muestran, como referencia, la distribucion de CD63 y del marcador GolgiS8K en las
diferentes fracciones subcelulares, observandose que las fracciones CD63" 9, 12 y 13 también
son Golgi58K", mientras que las fracciones 6, 15, 16 y 17 son tnicamente Golgi58K". En
condiciones basales (control) se detectdé la presencia de DGKa en las fracciones
CD63"/Golgi58k", y tras estimulacion con CCh se produce un aumento en la cantidad de
DGK a presente en estas fracciones (fracciones 12, 13 y 14), asi como un gran aumento en la
fraccion GolgiS8K' numero 6. A su vez, la presencia de PKD en estas fracciones también fue
detectada en condiciones basales, y la estimulacion con CCh aument? la localizacion de la PKD
en las fracciones donde también aumentaba la presencia de DGKa (fracciones 12 y 13).
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Fracciones subcelulares
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Figura 55. Localizacion intracelular de DGK a y PKD. Células JHM1-2.2 control o
estimuladas con CCh (500 uM) durante 6 horas fueron sometidas a fraccionamiento
subcelular en gradiente de densidad como se indica en materiales y métodos. La presencia
de DGK ay PKD fue analizada mediante WB.

En las figuras 39 y 40 se muestra como el tratamiento con CCh inducia un aumento de CD63,
Lamp-1 y FasL en las fracciones 6, 12 y 13, lo que se interpreta como un aumento en la
formacion de endosomas tardios/MVBs (ver, ademas, figuras 37, 41, 44, 46). A su vez, en estas
mismas fracciones se observa también un aumento de DGK a tras la estimulaciéon con CCh
(figura 55), siendo su aumento en la fraccion nimero 6 Golgi58K'/PKD™ muy acusado
(fraccién que también es CD63" tras estimulacion con CCh, figura 39). En el caso de las
fracciones 9, 12 y 13, la PKD, al igual que la DGK o, también aumenta su presencia tras

estimulacion con CCh en estas fracciones.

Como se ha observado anteriormente, la estimulacion con CCh indujo un aumento de DGK
o endégena en las fracciones del gradiente de densidad correspondientes a estructuras
endosomas tardios/MVBs. A continuacion, se analiz6 mediante microscopia de fluorescencia
confocal la localizacion intracelular de la construccion GFP-DGK a expresada en células
JHM1-2.2 (figura 56). Células control, sin estimular, mostraron un marcaje para GFP-DGK «
(fluorescencia verde) predominantemente citosoélico, observandose una acumulacion de GFP-
DGK a en la zona perinuclear. Se observa que, tras estimulaciéon con CCh, se produce una
acumulacion mayor de la GFP-DGK a en esta region perinuclear/TGN.
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Control CCh 6h

Figura 56. GFP-DGK « se localiza en la region perinuclear tras estimulacion con CCh.
Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con el vector de expresion pEF-GFP-DGK «. 48 h
después fueron estimuladas con CCh (500 ¢M, 6 horas). Se tomaron imégenes mediante
microscopia confocal de planos sucesivos y se procedi6 a su proyeccion en el eje Z.

Cuando se realizd un marcaje por microscopia de fluorescencia confocal para el marcador de
endosomas tardios/MVBs CD63, se observd que la acumulacion de la GFP-DGK a inducida
tras la estimulacion con CCh que se observaba en la region perinuclear/TGN también
presentaba un alto grado de co-localizacion con CD63 (figura 57).

GFPDGKa CDe3 MERGE

Figura 57. GFP-DGK a co-localiza con CD63 tras estimulacion con CCh. Células
JHM1-2.2 fueron transfectadas con el vector de expresion pEF-GFP-DGK «. 48 h
después se estimularon con CCh (500 M, 6 h) y se realizd un marcaje intracelular
utilizando Ab anti-CD63 y anticuerpo secundario conjugado con Cy5 (rojo). Se
tomaron imagenes de microscopia de secciones confocales de 0.5 M. En el panel
derecho se muestra la mezcla (merge) de la fluorescencia verde y roja, el

solapamiento de ambas sefiales aparece en amarillo.
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La translocacion de la PKD a estructuras de tipo endosomas tardios/MVBs inducida tras la
estimulacion con CCh que se observaba mediante fraccionamiento subcelular (figura 55), nos
llevé a estudiar la localizacion intracelular de esta proteina. Hasta la fecha no existen
anticuerpos dirigidos contra la PKD que sean funcionales para microscopia de fluorescencia, lo
cual nos llevo a estudiar la localizacién intracelular de una construccion que permite la
expresion de la proteina de fusion GFP-PKD [Matthews et al., 1999]. En condiciones basales, la
expresion de GFP-PKD en células JHM1-2.2 mostré un patréon citosolico, observandose
pequenias acumulaciones de GFP-PKD en la zona perinuclear. Tras la estimulacién con CCh,
ademads de observarse translocacion de la PKD a la membrana plasmatica, se puede observar la
translocacion de la GFP-PKD a la region perinuclear/TGN (figura 58).

Figura 58. GFP-PKD se localiza en la regién perinuclear tras estimulacién con CCh.
Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con el vector de expresién pEF-GFP-PKD. 48 h
después fueron estimuladas con CCh (500 #M, 6 h). Se tomaron diversas imagenes de
planos sucesivos mediante microscopia confocal y se procedié a su proyeccion en el eje
Z. Panel inferior, doble marcaje para CD63 y TGN38. Marcaje intracelular utilizando
anti-CD63 y posterior anti-cuerpo secundario anti-ratén con jugado con FITC (verde),
seguido de marcaje con Ab anti-TGN38 y posterior anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado con Cy5 (rojo). Se tomaron imagenes mediante microscopia confocal de
diferentes planos sucesivos y se procedié a su proyeccion en el eje Z.
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4.25 El inhibidor R59949 potencia la translocacion de la protein
quinasas D (PKD) a la region perinuclear/TGN.

La interaccion del DAG con el dominio Cla de la PKD se ha descrito como el paso limitante
para la translocacion de la PKD al TGN [Liljedahl et al., 2001; Baron et al., 2002]. Por tanto, la
PKD constituye un posible efector de la via DAG/DGK a, que podria mediar los efectos del
DAG en la secrecion de exosomas. Para establecer este punto, utilizamos la construccion para la
proteina de fusion GFP-PKD para analizar el efecto del R59949 sobre la localizacion de la
PKD. La estimulacion con CCh indujo la translocacion de la GFP-PKD a la region
perinuclear/TGN (figura 59, izquierda). El tratamiento con R59949, que induce un aumento en
los niveles de DAG, potencid la presencia de la PKD en esta localizacion observandose,
ademas, acumulacién de GFP-PKD en estructuras de tipo vesicular (figura 59, derecha).

GFP-PKD - CD63
CCh 6h CCh 6h + R59949

Figura 59. Efecto del R59949 sobre la localizacién de la construccion GFP-PKD y el marcador
de MVBs CD63. Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con el vector de expresion pEF-GFP-
PKD. 48 h después fueron estimuladas con CCh (500 xM) durante 6 horas en presencia o
ausencia de R59949 (10 uM) y se realiz6 un marcaje intracelular utilizando Ab anti-CD63 y
posterior anticuerpo secundario conjugado con Cy5 (rojo). Se tomaron diversas imagenes

mediante microscopia confocal de planos sucesivos y se procedid a su proyeccion en el eje Z.
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La sobre-expresion de la PKD (expresion de la construccion GFP-PKD) asi como una mayor
translocacion de ésta inducida por unos niveles altos de DAG (llevado a cabo por el R59949)
darian lugar a una formacion excesiva o anormal de vesiculas a nivel del TGN (proceso
mediado por la PKD), lo cual explicaria la acumulacion en estructuras vesiculares de la GFP-
PKD observada en la region perinuclear. EI marcaje de estas células con CD63 mostré una
acumulacion de estructuras vesiculares CD63" de gran tamafio en presencia de R59949,
circundantes a la region perinuclear marcada por la GFP-PKD (figura 59). Estos resultados
apoyan que el tratamiento con R59949 induce una mayor translocacion de GFP-PKD al TGN y
sugieren que, como consecuencia, probablemente ocurre una mayor produccion de vesiculas
desde el TGN mediada por la PKD, resultando en la alteracion de la dinamica de formacion de
vesiculas que daran lugar, a su vez, a un nimero mayor de endosomas tardios/MVBs.

El efecto del R59949 sobre la localizacion de la GFP-PKD confirmaria la implicacion del
DAG, regulado por la DGK a, en la translocacion de la PKD al TGN en células JHM1-2.2.
Ademas, apoya la implicacion del DAG y de su regulador, la DGK o, durante el proceso de
formacion de vesiculas en el TGN llevado a cabo por la PKD.

4.26 El inhibidor R59949 potencio la localizacion de la GFP-DGK
o en la region perinuclear/TGN y en estructuras
vesiculares/MVBs.

Los resultados mostrados hasta el momento indican que la DGK o aumenta, tras
estimulacion, su localizacion en estructuras intracelulares de tipo TGN/MVBs. Estos datos
sugieren que, mediante la regulacion de los niveles de DAG, la actividad de la DGK o podria
regular el reclutamiento de la PKD y la consiguiente generacion de vesiculas emergentes desde
el TGN y/o la consiguiente generacion de cuerpos multivesiculares (MVBs). Otra posibilidad,
que no es excluyente de la anterior, es que el DAG o el PA podrian regular el proceso de
vesicularizacion interna del endosoma tardio que tiene lugar durante la formacion del MVB. En
este sentido la DGK o podria estar implicada directamente en el proceso de formacion del
MVB. El fraccionamiento subcelular realizado en células JHM1-2.2 (figura 55), asi como las
imagenes de microscopia confocal (figuras 53 y 56) mostraban que una fraccion de la DGK a
se encuentra localizada en células sin estimular en estructuras TGN/CD63/lamp-1 positivas.
Ademas el inhibidor R59949 potenciaba el proceso de secrecion de exosomas y la dinamica de
los MVBs, mientras que la localizacion de DGK o en estas estructuras podria estar
estrechamente vinculada al proceso de generacion de exosomas. Con estas premisas se estudid
el efecto del inhibidor R59949 sobre la localizacion intracelular de DGK a.
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Esta descrito que la DGK a transloca a la membrana plasmatica tras estimulacion de receptor
[Sanjuan et al., 2001], donde lleva a cabo la fosforilaciéon de DAG a 4cido fosfatidico (PA). En
estos estudios la pérdida de actividad enzimatica de la DGK a llevada a cabo por el inhibidor
R59949, asi como una version cataliticamente inactiva de la DGK o (DGK o kinase dead),
evitaban la disociacion de la enzima de la membrana plasmatica, sugiriendo que la generacion
de PA por parte de la DGK o juega un papel significativo en la redistribucion celular de esta
enzima, regulando su disociacion de la membrana plasmatica. Cuando se trataron células
JHM1-2.2 durante 6 horas con el inhibidor R59949, se observo que ademas del patron de
expresion citosolico, la GFP-DGK a se localiza también en estructuras vesiculares repartidas
por el citosol (figura 60). Este patron indicaria su translocacion a estructuras TGN y/o MVBs en
condiciones basales de formacion de vesiculas/MVBs. Como consecuencia de la pérdida de la
actividad enzimatica de la DGK o llevada a cabo por el R59949, la GFP-DGK « se acumularia
en estructuras de membrana y quedaria retenida en estas estructuras durante el trafico

intracelular de proteinas.

JHM1-2.2 + R59949

Figura 60. GFP-DGK « se localiza en estructuras vesiculares. Células JHM1-2.2 fueron

transfectadas con el vector de expresion pEF-GFP-DGK «. 48 h después fueron tratadas con el
inhibidor de DGKs R59949 (10 xM) durante 6 horas. Se tomaron diversas imagenes mediante
microscopia confocal de planos sucesivos y se procedi6 a su proyeccion en el eje Z.
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La estimulacion con CCh durante 6 horas induce la formacion de vesiculas a nivel del TGN y
la formacion de MVBs (figuras 36, 37, 38 y 39), asi como la translocacion de la DGK a a estas
estructuras TGN/MVBs (figuras 55, 56 y 57). Con estos resultados, se procedio al analisis del
efecto del R59949 sobre la distribucion y localizacion de la GFP-DGK a tras la estimulacion
con CCh, analizando su localizacion mediante microscopia confocal en diferentes planos
sucesivos de 0.3 uM de grosor en la misma célula (figura 61). Ademas de su localizaciéon en la
membrana plasmatica, se puede observar como la GFP-DGK a se encuentra asociada a la
region perinuclear con morfololgia “TGN” (planos 1-5), asi como a estructuras vesiculares

(planos 6-9) distribuidas desde esta zona hacia el citosol.

Figura 61. GFP-DGK « se localiza en la zona perinuclear/TGN y estructuras
vesiculares tras la estimulacion con CCh. Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con el
vector de expresion pEF-GFP-DGKea. 48 h después fueron estimuladas con CCh (500
4M) durtante 6 horas en presencia del inhibidor de DGKs R59949 (10 xM). Se tomaron
diversas imagenes mediante microscopia confocal de planos sucesivos de 0.3 xM de

grosor sobre la misma célula.
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El hecho de que la disociacién de la DGK o de estructuras de membrana dependa de su
actividad enzimatica, nos ha permitido el seguimiento intracelular de la GFP-DGK a a lo largo
del trafico vesicular. Una vez que la GFP-DGK a transloca a la membrana del TGN, donde
regularia la formacion de vesiculas, en presencia de R59949 quedaria retenida en la membrana
de estas vesiculas y permaneceria asociada a éstas a lo largo de todo el proceso de transporte
vesicular. Al mismo tiempo, si la DGK a estuviese también implicada en la generacion y la
formacion de MVBs, su translocacion a estas estructuras en presencia de R59949 resultaria en
la retencion de la GFP-DGK a en la membrana de las vesiculas. En la figura 62 se representa
mediante imagenes de microscopia confocal de diferentes células la localizacion de la GFP-
DGK a tras la estimulacion con CCh a lo largo de la ruta exocitica en presencia de R59949. Las
fotografias a y b muestran la localizacién de en el TGN. De esta region parecen emerger las
vesiculas recién formadas en el TGN, en las cuales la GFP-DGK o quedaria retenida (c, d, e,y
f), las cuales van a ir distribuyéndose a lo largo del citosol (g, h, e i), e ir dando lugar a
endosomas tardios y/o MVBs de mayor tamafio (j, k y 1).

Figura 62. Representacion de la localizacion intracelular de GFP-DGK e en la ruta exocitica
tras estimulacion con CCh. Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con el vector pEF-GFP-
DGK a. 48 h después fueron estimuladas con CCh (500 M, 6-8 horas) en presencia del
inhibidor de DGKs R59949 (10 #M). Se tomaron imagenes de planos confocales sucesivos de
diferentes células mediante microscopia confocal y se procedio a su proyeccion en el eje Z.
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A la vista de todos los resultados obtenidos tanto por fraccionamiento subcelular como por
microscopia confocal no podemos excluir que la DGK o experimente ademés de la
translocacion a la membrana de las vesiculas emergentes del TGN, translocacion a los
endosomas tardios procedentes de estas vesiculas, asi como a la membrana de los cuerpos
multivesiculares, pudiendo estar implicada en la formacién, transformacion y modificacion de
estas estructuras vesiculares.

4.27 El R59949 potencia la localizacion de la construccion GFP-
DGK o en el interior de cuerpos multivesiculares tras la
estimulacion con CCh.

Diversas proteinas de membrana, quinasas de lipidos y lipidos especificos (como el LBPA)
son reclutados y dirigidos de forma selectiva a la membrana de endosomas tardios/cuerpos
multivesiculares, donde van a dirigir o estan implicados en el proceso de vesicularizacion
interna que sufre la membrana del endosoma tardio para dar lugar al cuerpo multivesicular
propiamente dicho [Denzer et al., 2000].

Para analizar la posible implicacién de la DGK a en este proceso de formacion del MVB, se
utilizé el inhibidor de DGKs R59949 con dos finalidades: en primer lugar, el aumento en la
formacion de vesiculas/cuerpos multivesiculares (MVBs) CD63"/lamp-1"/LBPA" llevado a
cabo por el tratamiento con este inhibidor tras la estimulacion con CCh (figuras 36, 37, 42,43,y
44); y en segundo lugar, explotar su funcién como inhibidor de la actividad catalitica de DGK,
y evitar la disociacion de la DGK o de las estructuras de membrana. Para ello, se estudio el
efecto del R59949 sobre la localizacion de la GFP-DGK a tras estimulacion con CCh en
células JHM1-2.2 mediante microscopia confocal y marcaje con CD63 como marcador de
endosomas tardios/MVBs (figura 63A). Se puede observar como la GFP-DGK o se acumula en
vesiculas emergentes de la region perinuclear/TGN (flechas), co-localizando con el marcardor
CD63 en diferentes planos sucesivos de la célula (planos superiores, marcaje amarillo en la
distribucion perinuclear circular). En los siguientes planos confocales se va observando
también co-localizacion con estructuras vesiculares CD63" (planos inferiores) que se encuentran
distribuidas desde la zona perinuclear y a lo largo del citoplasma (flechas). También se pueden
observar vesiculas con marcaje doble para GFP-DGK a y CD63 en la periferia de la célula. En
la figura 63B (paginal27) se muestra la proyeccion en el eje Z de los diferentes planos
confocales obtenidos, en las cuales se observa en conjunto la distribucion de la GFP-DGKa y
de CD63.
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Figura 63. GFP-DGK a es retenida en estructuras CD63" en presencia del inhibidor R59949. Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con el
vector de expresion pEF-GFP-DGK «. 48 h después fueron estimuladas con CCh (500 &M, 8 horas) en presencia de R59949 (10 M) y se realizd
un marcaje intracelular utilizando Ab anti-CD63 y posterior anticuerpo secundario conjugado con Cy5 (rojo). Se tomaron imagenes de
microscopia de secciones confocales de 0.3 1M de grosor, mostrandose la mezcla de los canales de fluorescencia verde (GFP-DGK «) y roja
(CD63), apareciendo en amarillo el solapamiento de ambas sefiales (verde + rojo).
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CDe63

Proyeccion Z

Figura 63B. GFP-DGK « es retenida en estructuras CD63" en presencia del
inhibior R59949. Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con el vector de expresion
pEF-GFP-DGK a. 48 h después fueron estimuladas con CCh (500 xM, 8 horas) en
presencia de R59949 (10 M) y se realiz6 un marcaje intracelular utilizando Ab
anti-CD63 y posterior anticuerpo secundario conjugado con Cy5 (rojo). Se tomaron
imagenes de microscopia de secciones confocales sucesivas de 0.3 M de grosor
cada unay se procedi6 a su proyeccion en el eje Z.

La DGK a, ademas de participar en la formacion de vesiculas a nivel de la translocacion de la
PKD al TGN (apartados 4.22, 4.23), también podria estar implicada en la formacién de MVBs.
Si esto es asi, su translocacion a estas estructuras en presencia de R59949 resultaria en la
retencion de la GFP-DGK o en la membrana del MVB, y en su posterior internalizacién durante
el proceso de vesicularizacion interna que da lugar a la formacion de microvesiculas dentro del
MYVB. Como consecuencia, la DGK a se deberia encontrar acumulada dentro de los MVBs. En
las figuras 64 y 65, se puede observar como en diferentes planos sucesivos la GFP-DGK a co-
localiza con CD63 en la regioén perinuclear, y también en la zona cercana a la membrana
plasmatica. Ademas, la GFP-DGK o también se encuentra co-localizando con CD63 en el
interior de estructuras CD63" (marcaje amarillo en el centro del marcaje CD63" en rojo).
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GFP-DGK o CD63

Figura 64. GFP-DGK « es retenida en presencia de R59949 en estructuras CD63". Células
JHM1-2.2 fueron tratadas como se indica en la figura 62. Se realiz6 un marcaje intracelular
utilizando Ab anti-CD63 y anticuerpo secundario conjugado con Cy5 (rojo). Se tomaron
imé&genes de microscopia de secciones confocales de 0.3 #M, mostrandose la mezcla de los
canales de fluorescencia verde (GFP-DGK «) y roja (CD63), apareciendo en amarillo el
solapamiento de ambas sefiales (verde + rojo).
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GFP-DGK o

Figura 65. GFP-DGK a es retenida en presencia del inhibidor R59949 en el interior de estructuras CD63". Células JHM1-2.2 fueron tratadas
como se indica en la figura 62. Se realizd un marcaje intracelular utilizando Ab anti-CD63 y posterior anticuerpo secundario conjugado con Cy5
(rojo). Se tomaron iméagenes de microscopia de secciones confocales de 0.3 #M, mostrandose la mezcla de los canales de fluorescencia verde (GFP-
DGK a) y roja (CD63), apareciendo en amarillo el solapamiento de ambas sefiales (verde + rojo). En la parte derecha se muestra la proyeccién en
el eje Z de las imagenes de los diferentes planos adquiridos para cada fluorescencia (verde y roja).
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Como se ha comentado, la estimulacion con CCh induce formacion de los cuerpos
multivesiculares (6-8 horas de estimulacion), los cuales van a ser dirigidos a la superficie
celular donde se van fusionar con la membrana plasmatica, produciéndose la liberacion de las
microvesiculas o exosomas al exterior celular [Monleon et al., 2001]. En células T se ha
observado que tras estimulacion con PHA la morfologia de las células cambia y se produce la
emision de pseudopodos con acumulacion de cuerpos multivesiculares que contienen FasL,
detectandose la liberacion al exterior de exosomas con FasL en las zonas de contacto del MVB
con la membrana plasmatica [Monleon et al., 2001]. En la figura 65 se pueden observar la
emision de estos pseudopodos tras la estimulacion con CCh, asi como acumulacion de diversos
MVBs CD63+ en el citoplasma asi como en la proximidad de la membrana plasmatica. Para
visualizar en mas detalle estas estructuras se realizé un aumento digital de las imagenes de
confocal obtenidas en la figura 64 (figura 66A) y 65 (figura 66B). Se observd claramente la
acumulacién de MVBs CD63" tanto en los pseudépodos como en la proximidad de la
membrana plasmatica, detectindose en el interior de estos MVBs la GFP-DGK o (puntos
amarillos, flechas blancas).

Figura 66A. GFP-DGK a es retenida en
estructuras CD63" en presencia del inhibior
R59949 localizadas en pseuddpodos y en
contacto con la membrana plasmatica. Células
JHM1-2.2 fueron transfectadas con el vector de
expresion pEF-GFP-DGK «. 48 h después
fueron estimuladas con CCh (500 M, 8 horas)
en presencia de R59949 (10 M) y se realizé un
marcaje intracelular utilizando Ab anti-CD63 y
posterior anticuerpo secundario conjugado con
Cy5 (rojo). Se tomaron imagenes de
microscopia de secciones confocales de 0.3 1M
de grosor, mostrandose la mezcla de los
canales de fluorescencia verde (GFP-DGKa) y
roja (CD63), apareciendo en amarillo el
solapamiento de ambas sefiales (verde + rojo).
En la parte superior se muestra una ampliacion
digital de la regién correspondiente a los
pseuddpodos emitidos por las células tras la

estimulacién con CCh.
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Figura 66B. GFP-
DGK a es retenida
en estructuras CD63"
en presencia del
inhibior R59949
localizadas en
pseudopodos y en
contacto con la
membrana plasméa-
tica. Células JHM1-
2.2 fueron tratadas
como se indica en la
figura  66A. Se
muestra la mezcla de
los canales de
fluorescencia  verde
(GFP-DGK @) y roja
(CD63), apareciendo
en amarillo el
solapamiento de am-
bas sefiales (verde +
rojo) correspondien-
te a la célula
representada en la
figura 65.
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Por lo tanto si la DGK o transloca a la membrana del cuerpo multivesicular (MVB) y esta
implicada en el proceso de formacion de exosomas que tiene lugar en el interior del MVB
(esquema), deberia también estar presente y ser detectada en la membrana de los exosomas

secretados al exterior celular tras la estimulacion.
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Para apoyar esta hipdtesis, la presencia de la DGK o enddgena en los exosomas secretados
fue analizada mediante WB en la fraccion de exosomas obtenida de los sobrenadantes de cultivo
de células JHM1-2.2 sin estimular (control) o estimuladas con CCh (figura 67A); o blastos T
humanos estimulados con a-CD3 o PHA (figura 67B), durante 10 horas. Como se puede
observar la DGK « fue detectada en los exosomas secretados por ambos tipos celulares.

A - DK, + DGK, B DGK;  +DOK;
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Exosomas JHM1-2.2 | | [ [

Exosomas Blastos T

Figura 67. La inhibicion farmacoldgica de DGK « aumenta la presencia de DGK« en los
exosomas secretados. (A) 2x107 células JHM1-2.2 fueron estimuladas con CCh (500, 50
UM) durante 10 horas en presencia o ausencia de R59949 (10 uM). Los sobrenadantes de
cultivo fueron recogidos y sometidos a ultracentrifugacion. Se analiz6 la presencia de
DGK «a en los pellets ultracentrifugados mediante WB. (B) 2x10 blastos T CD4" fueron
estimuladas con anti-CD3 pegado a plastico (0.5 pg/ml) o con PHAm (pulso de 5 minutos
con 50 pg/ml) durante 10 horas en presencia o ausencia de R59949 (10 uM).
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El tratamiento de las células con R59949 potenciaba la secrecion de exosomas al medio
extracelular tras la estimulacion con CCh. La presencia de la DGK o en los exosomas
secretados también mostrd mayores niveles como cabria esperar al secretarse mayor nimero de
exosomas (figura 67). En cambio, al analizar el incremento relativo en los niveles de DGK o
presentes en los exosomas secretados frente al incremento en CD63 y FasL, se observo un
incremento mucho mayor para la DGK a (figura 68). Este hecho indicaba que el R59949 esta
aumentando la proporcion de la DGK o asociada a estos exosomas.

CCh + R59949 Figura 68. La inhibicion farmacoldgica de la DGK «
aumenta la proporcion de DGK ¢ asociada a exosomas.

Analisis por densitometria del incremento en los niveles de

CD63, FasL y DGK a detectados por WB en la fraccion

T e de exosomas secretados por células JHM1-2.2 tras
estimulacion con CCh (500 M, 10 horas) en presencia de

R59949 (10 zM).
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La DGK o también fue detectada en los exosomas secretados tras el tratamiento con el
andlogo de DAG DOG (figura 69A). Este hecho demuestra que el mantenimiento de los niveles
de DAG, obtenido por la inhibicion de DGK con el R59949, o bien por la adicion de DOG
exogeno, es un regulador importante de la asociacion de DGK o a la membrana de los
exosomas. La construccion GFP-DGK o expresada en células JHM1-2.2 también fue detectada
junto con la DGK o enddgena en los exosomas secretados (figura 69B), sugiriendo que tanto la
DGK o enddgena como la GFP-DGK o se comportan de forma similar, translocando a la
membrana del MVB y posteriormente localizandose en la membrana de los exosomas.

o o B JHM1-2.2 GFP-DGK o
A P S ®
N )
000\ £ ro’ o & ORI
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" 175—
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83—
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Exosomas

Figura 69. DGK a y GFP-DGK « fueron detectadas en los exosomas secretados. (A) 2x10” células
JHM1-2.2 fueron tratadas con DOG (100 y 25 pg/ml) o con CCh (500 uM) durante 10 horas. Los
sobrenadantes de cultivo fueron recogidos y se analizd la presencia de DGK « en los pellets
ultracentrifugados mediante WB. (B) Células JHM1-2.2 fueron transfectadas con pEFGFP-DGK c.
2x10’ células fueron estimuladas con CCh (500, 50 pM, 10 h). Los sobrenadantes de cultivo fueron
recogidos y se analizd la presencia de DGK « en los pellets ultracentrifugados mediante WB.
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*““La experiencia no consiste en el numero de cosas
que se han visto, sino en el nimero de cosas
que se han reflexionado.”
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5.1 DGK q, activacion celular y muerte celular inducida por
activacion (AICD) tras estimulacion de receptor.

La estimulacion del receptor de células T (TCR) induce una rapida activacion de protein
tirosin quinasas [Finco, 1998; Kane et al., 2000;] y la activaciéon del recambio de fosfolipidos de
inositol, que a su vez da lugar a la generacion de segundos mensajeros, como el DAG [Cantrell
et al., 1996] y el aumento del calcio intracelular. Estas cascadas de sefializacion mediada por el
TCR controlan tanto la activacion del linfocito T, como la muerte celular inducida por
activacion o AICD, presentando vias de sefalizacion intracelulares que son comunes a ambos
procesos; por ejemplo, el aumento de calcio intracelular y la via Ras/MAP2K estan implicadas
en el control transcripcional del gen de la IL-2 [Rayter et al., 1992], y también estan implicadas
en la regulacion transcripcional del gen de FasL [Latinis et al., 1997]. Estudios diversos con
mutantes de TCR defectivos en la induccion de apoptosis, pero que presentan respuestas
normales de activacion, han revelado que diferencias pequefias en las vias de sefalizacion
intracelular y/o un balance sutil de sefiales positivas y negativas que regulan cada una de las
vias de senalizacion derivadas de la estimulacion del TCR, podrian explicar como el TCR
regula de manera diferencial ambas respuestas biologicas [Sahuquillo et al., 1998; Teixeiro et
al., 1999;; Teixeiro et al., 2002].

Las diacilglicerol quinasas (DGKs) constituyen uno de los reguladores negativos que
controlan la sefalizacion mediada por la via DAG/Ras/ERK [Ebinu et al.,2000; Topham et al.,
2001; Zhong et al., 2002]. Tras la estimulacion del linfocito T la DGK de tipo I DGK a
transloca a la membrana plasmatica tanto en cultivos celulares in vitro como en modelos in vivo
[Sanjuan et al., 2001; Sanjuan et al., 2003]. En esta localizacion, la DGK o actia como
modulador negativo de los niveles de DAG generados tras estimulacion, y estd implicada en la
atenuacion de las respuestas celulares que dan lugar a la activacion del linfocito T [Sanjuan et
al., 2001; Jones et al., 2002; Sanjuan et al., 2003]. Con estos antecedentes se estudi6 el control
de las sefales intracelulares reguladas por el DAG implicadas en muerte, y el papel de la DGK
o en la muerte celular inducida por activacion (AICD) en linfocitos T. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo muestran que la sobre-expresion de la DGK o inhibe la
muerte celular por AICD mediada por FasL en linfocitos T, mientras que la inhibicion
farmacologica de la DGK o potencia la muerte celular a través del sistema Fas/FasL. Como se
ha descrito, la actividad de la DGK o estd implicada en la regulacion negativa de la via
Ras/MAP2K y de las respuestas de activacion del linfocito T mediadas por Ras. Sin embargo,
los resultados obtenidos muestran que regulando la ruta del DAG mediante la sobre-expresion
de DGK a, su inhibicion farmacoldgica, asi como mediante la expresion de construcciones
constitutivamente activas o cataliticamente inactivas de DGK o, no se afecta el control
transcripcional del gen para FasL, proceso controlado por la via Ras/MAP2K [Latinis et al.,
1997]. En cambio esta ruta si regula de forma negativa la transcripcion del gen para el marcador
de activacion celular CD69. La ruta de la DGK o tampoco ejercid ningun efecto a nivel
traduccional sobre los niveles intracelulares de FasL, pero si afecto la expresion en membrana
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plasmatica de CD69. De estos resultados se puede inferir que el DAG generado a nivel de
membrana plasmatica juega un papel importante en el control de la via Ras/MAP2K durante las
respuestas de activacion del linfocito T, mientras que otras sefiales inducidas tras la
estimulacion de receptor distintas de DAG, como la activacién de protein tirosin quinasas
(PTKs), proteinas adaptadoras como LAT/Grb2/Sos, SLP-76, y/o el aumento de calcio
intracelular [Jordan et al., 2003], contribuirian a la activacioén de la via Rass/MAP2K implicada
en el control de la expresion génica de FasL. Estos resultados sugieren la existencia de un punto
de divergencia entre las sefiales que regulan la transcripcion de genes implicados en
activacion/proliferacion y muerte celular por apoptosis tras la estimulacion de receptor,
sugiriendo que la via DAG/PKC/Ras/MAPK estaria implicada en la regulacion de las sefales de
activacion en el linfocito T, pero no en la via de induccidn de apoptosis a través de la regulacion
transcripcional de FasL durante la AICD (ver esquema). El hecho de que la ruta Ras y
MAP2KK (MEK-1) se encuentra implicada en las sefiales que conducen a la seleccion positiva
durante el desarrollo de los timocitos (proceso de activacion), pero es irrelevante en el proceso
de muerte celular por AICD durante la seleccion negativa de los timocitos [Alberola-Ila et al.,
1995; Alberola-Ila et al., 1996], confirmarian la existencia de este punto de divergencia entre las
senales que conllevan activacion/proliferacion y AICD. Por el contrario la inhibicién de la
quinasa JNK/p38 en la ruta de las MAPKs reduce el proceso de seleccion negativa en timocitos,
pero no el proceso de seleccion positiva, indicando que alteraciones en la sefalizacion
intracelular de células T puede inducir respuestas bioldgicas bien diferentes [Gong et al., 2001].

Linfocito T

Activacion celular

APOPTOSIS

6069 Transcripcion génica
IL-2R FasL
Nucleo
S

Sefializacion intracelular tras estimulacion del TCR en linfocitos T.
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5.2 Induccion de apoptosis por mFasL presente en exosomas.

En linfocitos T citotoxicos CD8" (CTLs) y células NK, el mFasL se encuentra pre-formado y
almacenado intracelularmente en la membrana externa de lisosomas secretores o granulos
liticos citoplasmaticos que tienen estructura de endosomas tardios/cuerpos multivesiculares
(MVB) [Nagata et al., 1997; Bossi et al, 1999]. Tras la activacion del CTL durante la formacion
de la sinapsis inmune, estos lisosomas secretores son dirigidos a la superficie celular, donde se
van a fusionar con la membrana plasmatica. Como consecuencia de este proceso tiene lugar la
re-localizacion de FasL en la superficie celular, y la liberacion al medio extracelular de
proteinas solubles como perforina, granzimas A y B e hidrolasas acidas como la catepsina D
[Bossi et al., 1999].

Ademas de este mecanismo de expresion de mFasL en la superficie celular, las células T
Jurkat y linfoblastos T humanos primarios liberan al medio extracelular mFasL pre-formado
localizado en la membrana de exosomas. Durante el proceso de vesicularizacioén interna que
tiene lugar para la formacion del cuerpo multivesicular (MVB), FasL es dirigido de la
membrana externa del endosoma tardio hacia las membranas internas del MVB, lo que va a dar
lugar a las microvesiculas o exosomas almacenadas en el interior de éste. De esta manera,
mFasL se localiza en la membrana de estos exosomas [Monleon et al., 2001]. Tras la
estimulacion del linfocito T, la fusion del MVB con la membrana plasmatica induce la
secrecion de estos exosomas que contienen mFasL pre-formado al exterior celular [Martinez-
Lorenzo et al., 1999; Monleon et al., 2001].

La interaccion entre Fas/FasL juegan un papel importante en la induccion de AICD en los
linfocitos T activados maduros dentro del sistema inmune. La estimulacion del TCR en blastos
T o del HMIR en células JHM1-2.2 induce la sintesis de novo de FasL, lo cual nos llevd a
estudiar el papel de este FasL sintetizado de novo en la AICD de linfocitos T. Se observo que
tras la estimulacion de estos receptores en células T se induce la sintesis de novo de FasL, el
cual es también almacenado y localizado en el interior de cuerpos multivesiculares. La fusion
del MVB con la membrana plasmatica induce la liberaciéon al medio extracelular de los
exosomas contenidos en el interior del MVB. Estos exosomas secretados contienen mFasL en
su forma no procesada y citotoxica (mFasL de 40 kDa). Cuando la fraccion de exosomas
secretados es presentada a células diana que expresan el receptor Fas, es capaz de inducir
muerte celular por apoptosis mediada por FasL. La inhibicion de la sintesis de novo de FasL con
CsA en células JHM1-2.2 y linfoblastos T inhibi6 la capacidad de estos exosomas secretados de
inducir apoptosis, indicando que la presencia de FasL sintetizado de novo en los exosomas
secretados es necesaria para la induccion de AICD mediada por estos exosomas.
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5.3 Especificidad de los exosomas que contienen mFasL.

La multimerizacidn o entrecruzamiento de los receptores de muerte inducida por sus ligandos
especificos, y en particular de Fas, han sido descritos como eventos cruciales durante la
induccion de apoptosis [Golstein, 2000; Siegel et al., 2000%)]. Al igual que el mFasL expresado
en la membrana plasmatica, la presencia de mFasL sintetizado de novo en la membrana de los
exosomas secretados garantiza su potencial citotoxico, al retener la capacidad de
multimerizacion y una alta eficiencia de entrecruzamiento de Fas (“cross-linking”) [Jodo et al.,
2001]. El FasL expresado en la membrana plasmatica es proteolizado rapidamente por
metaloproteinasas de la matriz extracelular, dando lugar a un fragmento soluble inactivo
(sFasL). Este proceso estd implicado en la regulacion negativa de la capacidad inductora de
apoptosis de mFasL [Kayagaki et al., 1995]. La forma de FasL detectada en los exosomas
secretados corresponde a la forma asociada a membrana sin procesar de FasL (mFasL de 40
kDa), y por tanto citotoxica. Sin embargo, no se detect6 la forma de membrana proteolizada (14
kDa). Este hecho implicaria que, tras la fusion del MVB con la membrana plasmatica, se
formaria un microentorno extracelular en el cual las metaloproteinasas de la matriz extracelular
no tendrian acceso al FasL presente en la membrana de los exosomas secretados (esquema), de
modo que éste no se proteolizaria y por tanto mantendria todo su potencial citotoxico. Por otro
lado, en comparacién con la liberacion de proteinas solubles al medio extracelular, los
exosomas con FasL tienen una movilidad menor, y por tanto permitirian el mantenimiento de
una concentracion local de FasL alta, a la vez que se limitaria la accién pro-apoptotica de FasL
sobre las células vecinas.

Linfocito T citotoxico Linfocito T CD4+

Expresion de mFasL en células T.
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La especificidad de los exosomas secretados sobre células diana especificas es uno de los
puntos clave en la induccion de AICD para mantener la homeostasis del sistema inmune. En el
caso de la secrecion de granulos liticos/lisosomas secretores por parte de los linfocitos T
citotoxicos (CTLs), el proceso de degranulacion o liberacion de estos granulos citotoxicos y su
contenido esta controlada por el entrecruzamiento del TCR en condiciones de activacion
clonal. En segundo lugar, este proceso de secrecion es polarizado, de modo que mFasL y el
sistema perforina/granzimas son dirigidos a la superficie celular s6lo en la zona de la sinapsis
inmune entre el CTL y la célula diana [Stinchcombe et al., 1999; Clark et al., 2003]. En el caso
de la secrecion al medio extracelular de exosomas con mFasL, la especificidad clonal sobre las
células diana durante el proceso de AICD podria ser explicada por el hecho de que inicamente
aquellas células que han sido previamente activadas a través del TCR son sensibles a la
apoptosis por mFasL [Green et al., 2003; Bosque et al., 2005]. Ademas de esta especificidad,
los exosomas secretados por células T presentan en su membrana el complejo TCR/CD3,
proteinas del MHC de clase I y II, tetraspaninas como CD63, asi como varias moléculas de
adhesion como CD2 y CDI8 [Peters et al., 1990; Blanchard et al., 2002]. Los exosomas
también contienen combinaciones de ligandos, moléculas co-estimuladoras y proteinas
accesorias que no estan presentes en la superficie celular [Thery et al., 2002], y que podrian
interactuar con diferentes receptores simultdneamente, de forma que se controlaria su difusion
y se mantendria su accion sobre las células diana. Un ejemplo es la proteina de la familia de las
tetraspaninas CD63, presente en los exosomas secretados por células T. CD63 es capaz de
formar complejos con moléculas del MHC de clase I y II, integrinas, los co-receptores CD4 y
CDS8 asi como con otras tetraspaninas [Angelisova et al., 1994; Imai et al., 1995; Rubinstein et
al., 1996;]. CD63 juega un papel importante en la presentacion antigénica, activacion del
linfocito T y procesos de adhesion [Denzer et al., 2000]. La interaccion multiple entre
diferentes proteinas y la formacion de grandes complejos proteicos por parte de estas proteinas
presentes en los exosomas podrian facilitar interacciones especificas [Thery et al., 2002] y por
tanto, podrian jugar un papel importante en la direccionalizacion de estos exosomas con mFasL
a células diana especificas, evitando la muerte inespecifica de células adyacentes.

5.4 Papel de los exosomas en el sistema inmune.

La generacion de exosomas o microvesiculas con una actividad funcional ha sido descrita en
diferentes tipos celulares: plaquetas, eritrocitos, monocitos, células dendriticas, células B,
células presentadoras de antigeno, linfocitos T, células NK [Robinson et al., 1992; Bevers et
al., 1992; Yano et al., 1994]. En estos tipos celulares, la secrecion de estos exosomas estd
regulada por estimulos especificos: las plaquetas generan microvesiculas cuando son activadas
con trombina, colageno o ion6foros de calcio, los eritrocitos tras estimulacion con ionoforos de
calcio; y los monocitos tras estimulacién con endotoxina [revisado en Stinchombe et al., 1999;
Stoorvogel et al., 2002; Wubbolts et al., 2003]. Recientemente se ha descrito la liberacion al
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medio extracelular de exosomas que contienen el receptor para el factor de necrosis tumoral
TNFR1 en su forma no procesada por parte de células vasculares endoteliales humanas
[Hawari et al., 2004]. En este estudio se sugiere que esta liberacion representaria un
mecanismo alternativo de liberacion al medio extracelular de receptores de citoquinas en una
forma soluble. Los linfocitos T citotdxicos (CTLs) liberan granulos citoliticos almacenados en
el interior celular dentro de estructuras pre-lisosomales de tipo multivesicular o lisosomas
secretores [Peters et al., 1991]. Como se ha comentado anteriormente, la activacion antigénica
del CTL induce la secrecion de estos granulos liticos que contienen perforina y granzimas, las
cuales poseen actividad citolitica. Tras estimulacion del TCR, los linfoblastos T y células
Jurkat producen exosomas que contienen TCR, CD3, CD2 y moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo I y II (MHC) [Blanchard et al., 2002], moléculas que participarian
en el envio de forma especifica de estos exosomas hacia células diana. Estas microvesiculas o
exosomas también contienen moléculas capaces de inducir apoptosis, como FasL y APO2L
[Martinez-Lorenzo et al. 1999; el presente trabajo]. Todos estos datos sugieren que la
liberacion de proteinas bio-activas contenidas en exosomas representaria una via de
comunicacion entre células. En concreto, la secreciéon de exosomas/microvesiculas que
contienen TCR, CD3, moléculas de adhesion y moléculas pro-apoptdticas contribuiria a la
muerte celular autocrina y paracrina durante los procesos de muerte celular inducida por
activacion (AICD) de linfocitos T, pudiendo constituir un mecanismo generalizado en la
regulacion y funcion del sistema inmune [Lenardo et al., 1999; Thery et al., 2002].

5.5 Exosomas que contienen FasL y el escape inmune de las
células tumorales.

Se ha descrito que numerosas células tumorales expresan de manera constitutiva FasL
[Walter et al., 1997]. Distintos tipos de células tumorales derivadas de melanomas, carcinoma
colo-rectal, y lineas celulares derivadas de cancer de ovario secretan de manera constitutiva al
exterior celular exosomas/microvesiculas bio-activas que contienen mFasL, y estos exosomas
son capaces de inducir apoptosis mediada por la interaccion Fas/FasL [Andreola, 2002;
Martinez-Lorenzo, 2004; Abrahams, 2003; Huber et al., 2005]. Este fenomeno no es algo
exclusivo de las células en cultivo; las ascitis procedentes de pacientes con cancer de ovarios,
asi como el plasma de pacientes con cancer colo-rectal y carcinoma oral contienen grandes
cantidades de microvesiculas que contienen mFasL [Abrahams, 2003 #147; Huber et al., 2005;
Kim and Whiteside, 2005]. Tales microvesiculas pudieran constituir un mecanismo de defensa
que protegeria al tumor de los linfocitos T y/6 células inmunocompetentes que pudieran ejercer
una actividad antitumoral, facilitando asi el denominado “contra-ataque o escape del tumor” al
control del sistema inmune [Restifo et al., 2000].
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5.6 DAG, DGK a y la dinamica del trafico vesicular intracelular.

Algunos lipidos son reguladores esenciales del trafico intracelular de proteinas, tanto a nivel
de la ruta secretora/exocitica como de la ruta endocitica, aunque se conoce poco sobre su papel
especifico en estos procesos asi como los mecanismos que regulan la formacion, dindmica y
secrecion de los exosomas contenidos en los cuerpos multivesiculares (MVBs). El trafico
vesicular de tipo secretor en células eucariotas implica la formacion de vesiculas a partir de
membranas de la parte trans del aparato de Golgi (TGN). La maduracion de estas vesiculas da
lugar a endosomas de tipo tardio y posteriormente a la formacion de cuerpos multivesiculares.
Dentro de estos procesos. los lipidos y fosfoinositoles han sido implicados en el reclutamiento
de proteinas adaptadoras y efectoras [Martin et al., 2001]. Existen evidencias que sugieren la
implicacion en estos procesos de enzimas que modifican los fosfolipidos [Roth et al., 1999 ], asi
como de lipidos cuyos niveles estan modulados por la actividad DGK, como el DAG, el 4cido
fosfatidico (PA) y el acido liso(bis)fosfatidico (LBPA) [Topham et al., 1999; Lebrand et al.,
2002; Kobayashi et al., 2002]. En concreto, el acido lisofosfatidico estd implicado en la
formacion de microvesiculas de tipo sinaptico [Schmidt et al., 1999] asi como en la
vesicularizacion del aparato de Golgi [Weigert et al., 1999].

La eficiencia en la formacion de vesiculas a partir del TGN depende de una manera critica de
los niveles de DAG en el aparato de Golgi [Roth et al., 1999; Baron et al., 2002; Litvak et al.,
2005]. En levaduras, la proteina Secl4p es un regulador negativo de la via CDP-colina
implicada en la biosintesis de fosfatidilcolina (PC), via que consume grandes cantidades de
DAG. La via CDP-colina estd implicada en la biogénesis de vesiculas secretoras derivadas del
aparato de Golgi. Secl4p esta implicada en el mantenimiento de los niveles basales de DAG;
cuando Secl4p es defectiva el DAG es consumido y se da una sobre-produccién de
fostadilicolina (PC), dando lugar al bloqueo del transporte vesicular desde el aparato de Golgi
[Kearns et al., 1997]. En este caso el incremento en los niveles de DAG en el aparato de Golgi
es capaz de recuperar el defecto en Secl4p [Kearns et al., 1998], mientras que la expresion de
una DGK bacteriana (que disminuiria los niveles de DAG), antagoniza la recuperacion inducida
por el incremento en los niveles de DAG. Por lo tanto, en levaduras el mantenimiento de ciertos
niveles de DAG en el aparato de Golgi esta implicado en la produccion de vesiculas secretoras.
En mamiferos, la inhibicion farmacologica de la produccion de DAG da como resultado el
bloqueo del transporte de proteinas desde del TGN a la superficie celular [Baron and Malhotra,
2002]. Nir-2 es una proteina esencial en el mantenimiento de la integridad estructural y
funcional del aparato de Golgi, que estd implicada en el mantenimiento de los niveles de DAG
en el aparato de Golgi. La eliminacion de Nir-2 mediante experimentos de ARN de interferencia
causo una reduccion en los niveles de DAG en el aparato de Golgi y una inhibicion del
transporte de proteinas desde el TGN a la membrana plasmatica. Estos hechos sugieren un papel
altamente conservado del DAG durante el proceso de formacion de vesiculas secretoras desde el
TGN y su posterior secrecion.
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En esta tesis se ha demostrado como la expresion de la DGK o inhibe la secrecion de
exosomas que contienen mFasL, inducida tras la estimulacion de receptor. Como consecuencia,
se inhibe la muerte celular paracrina mediada por estos exosomas. A su vez, la inhibicion
farmacologica de la DGK a, que induce un aumento en los niveles de DAG, potencia la
secrecion de estos exosomas con mFasL citotoxico y aumenta la muerte celular mediada por
éstos. El tratamiento de células JHM1-2.2 con DOG, andlogo permeable de DAG, induce
también secrecion de exosomas, ademas de potenciar la secrecion mediada por la estimulacion
del receptor HMIR con CCh, lo cual confirmaria el papel del DAG durante la secrecion de
exosomas en cé€lulas T.

Los niveles de DAG mantenidos en las membranas del aparato de Golgi resultan cruciales en
el proceso de formacion de vesiculas secretoras desde el TGN [Roth et al., 1999; Sprong et al.,
2001], a través del reclutamiento de la protein quinasa D (PKD) al TGN [Liljedahl et al., 2001;
Baron et al., 2002]. En el presente trabajo se ha demostrado por vez primera que la DGK a se
encuentra asociada a estructuras TGN/MVBs en linfocitos T. La distribucion intracelular de
DGK a analizada mediante fraccionamientos subcelulares y gradientes de densidad, asi como
por microscopia confocal, revelan que una fraccion de la DGK o se encuentra asociada a
estructuras CD63" y TGN46". Concretamente la DGK o se encuentra asociada a estructuras
subcelulares correspondientes al TGN, pero no asi a la parte cis 0 media del aparato de Golgi.

Se ha observado, ademas, que la estimulacion de receptor de antigeno (TCR) en linfocitos T
(JHM1-2.2 y linfoblastos T), induce la sintesis de novo de FasL, la formacion de vesiculas a
nivel del TGN y finalmente la formacion de cuerpos multivesiculares (MVBs) donde van a ser
almacenados los exosomas con mFasL. Durante este proceso, la DGK o aumenta sus niveles en
el TGN y en estructuras subcelulares CD63", lo que nos sugirio que la DGK o podria estar
regulando la secrecion de exosomas que contienen FasL a nivel de la formacion de las vesiculas
emergentes del Golgi. Por lo tanto la DGK a podria ser un posible regulador negativo de los
niveles de DAG en el TGN, que actuaria inhibiendo la generacién de vesiculas emergentes del
TGN, y la posterior formacion de los cuerpos multivesiculares.

5.7 DAG, DGK a y la protein quinasa D (PKD) en el TGN.

La protein quinasa D (PKD) proporciona una base molecular mediante la cual el DAG y la
DGK a podrian regular la formacion de vesiculas. La interaccion del DAG con el dominio Cla
de la PKD induce el reclutamiento de la PKD al TGN. En esta localizacion, la PKD esta
implicada en la formacion de vesiculas emergentes a partir del TGN [Baron et al., 2002],
proceso de formacion que depende de la actividad de la PKD [Liljedahl et al., 2001; Van Lint et
al., 2002], aunque no esta claro como la PKD regula dicho proceso, ni los efectores corriente
abajo de la PKD. La reduccién en los niveles de DAG inhibe el reclutamiento de la PKD al
TGN, bloqueandose el proceso de formacion de vesiculas y el transporte de proteinas desde el
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TGN a la superficie celular [Liljedahl et al., 2001; Baron et al., 2002]. En este sentido la DGK
o es un posible candidato a la hora de modular el efecto del DAG/PKD durante la formacion de
vesiculas a partir del TGN (ver esquema). En este trabajo se ha demostrado como en células sin
estimular la DGK o se encuentra asociada intracelularmente a estructuras perinucleares/TGN
donde también se localiza la PKD. La estimulacion con CCh induce una translocacion de la
DGK o a estas estructuras, observandose también translocacion de la PKD a la region proxima
donde tiene lugar la formacion de vesiculas secretoras. El aumento en los niveles de DAG
mediante la inhibicion farmacologica de la DGK o tuvo como consecuencia una translocacion
mayor de la PKD a estas regiones.

Durante el proceso de formacion de MVBs observado tras estimulacion de receptor, el
marcaje con el marcador de MVBs CDG63 y con el marcador de exosomas LBPA mostr6 una
gran acumulacion intracelular de estructuras vesiculares CD63" y LBPA" en presencia del
inhibidor de DGKs R59949. El andlisis de la distribucion del TGN mediante marcaje con
TGN38 y TGN46 mostrd una localizacion perinuclear del TGN tanto en células JHM1-2.2
como en células Hela. En presencia de R59949, estos marcadores mostraron un marcaje mas
pronunciado y extendido, indicando un cambio morfologico en el TGN, probablemente debido
a una mayor produccion de vesiculas desde el TGN como consecuencia del tratamiento con el
inhibidor de DGKs.
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Implicacion de la PKD y de la DGK « durante el proceso de formacion de vesiculas
que tiene lugar a nivel del TGN (esquema modificado de Liljedahl et al., 2001)
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Todos estos resultados sugieren que el tratamiento con R59949 induce una mayor
translocacion de PKD al TGN, y como consecuencia, una mayor produccion de vesiculas desde
el TGN, lo que resulta en la alteracion de la dindmica de formacién de vesiculas que daran lugar
a endosomas tardios/MVBs. El efecto del R59949 aumentando la localizacion de la PKD,
confirmaria la implicacion de los niveles de DAG regulados por la DGK o en la translocacion
de la PKD al TGN en células JHM1-2.2 y, por tanto la posible implicacion del DAG y la DGK
o durante el proceso de formacion de vesiculas en el TGN llevada a cabo por la PKD. En este
sentido se precisarian mas experimentos para establecer la PKD como un efector corriente abajo
de la DGK a.

5.8 DGK a y formacion de cuerpos multivesiculares (MVBs).

Diversas proteinas de membrana, quinasas de lipidos y también algunos lipidos especificos
son reclutados y dirigidos de forma selectiva a la membrana de los endosomas tardios/cuerpos
multivesiculares, donde dirigen o estan implicados en el proceso de vesicularizacion interna que
sufre la membrana del endosoma tardio para dar lugar al cuerpo multivesicular propiamente
dicho [Denzer et al., 2000].

El fraccionamiento subcelular realizado en células JHM1-2.2 y las imdgenes de microscopia
confocal han revelado que una fracciéon de la DGK a se encuentra localizada en estructuras
CD63"/lamp-1" en células sin estimular. La formacién de vesiculas y cuerpos multivesiculares
inducida tras estimulacion con CCh aumenté la presencia de la DGK o en estas estructuras.
Estos resultados indican que la DGK o podria experimentar translocacion a la membrana del
TGN y/o las vesiculas emergentes del TGN, a la membrana de los endosomas tardios derivados
de estas vesiculas, asi como a la membrana de los cuerpos multivesiculares (MVBs). En este
sentido la localizacion y actividad de la DGK a en estas estructuras intracelulares constituiria la
base molecular que subyace a su actividad en la generacion, transformacion y/o modificacion de

estas estructuras vesiculares

La pérdida de actividad enzimatica de la DGK a llevada a cabo por el inhibidor R59949 evita
la disociacion de la enzima de la membrana plasmatica [Sanjuan et al., 2001], lo que sugiere
que la generaciéon de PA por parte de la DGK o juega un papel significativo en la
redistribucion celular de esta enzima, al regular su disociacion de estructuras de membrana.
Tomamos ventaja de este hecho para el seguimiento intracelular de la DGK o a lo largo del
trafico vesicular exocitico. Una vez la DGK o ha translocado a la region perinuclear/TGN,
donde parece regular la formacion de vesiculas emergentes mediada por la PKD, el tratamiento
con R59949 tiene como efecto que la DGK o quedase retenida en estas vesiculas y transportara
asociada a éstas a lo largo del transporte vesicular. El efecto del R59949 sobre la localizacion de
la DGK a tras estimulacion con CCh ha revelado que la DGK o se acumula en vesiculas
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emergentes de la region perinuclear/TGN, co-localizando con el marcardor CD63. También se
ha observado co-localizacién de DGK o con estructuras vesiculares CD63" que se encuentran
distribuidas en la zona perinuclear/TGN y a lo largo del citoplasma.

Por otro lado, y de manera no excluyente a la anterior hipdtesis, la DGK o podria estar
implicada en la generacion y formacion de cuerpos multivesiculares (MVBs). La translocacion
de la DGK o a la membrana limitante de estas estructuras en presencia de R59949 resultaria en
su retencion en la membrana del MVB. Tanto en el citosol como en zonas cercanas a la
membrana plasmadtica se observd co-localizacion de DGK o con cuerpos multivesiculares. El
efecto del R59949 evitando la disociacion de la DGK o de la membrana del MVB daria lugar
a su internalizacion durante el proceso de vesicularizacion interna que da lugar a la formacion
de microvesiculas o exosomas dentro del MVB. En diversas zonas del citoplasma, y en especial
en las proximidades de la membrana plasmatica de detectd co-localizacion de DGK o en el
interior de cuerpos multivesiculares CD63". Si la DGK «. transloca a la membrana del cuerpo
multivesicular (MVB) y estd implicada en el proceso de formacion de exosomas que tiene lugar
en el interior del MVB, deberia estar presente y ser detectada en los exosomas secretados al
exterior celular tras la induccion de su secrecion. El andlisis mediante WB de la presencia de
DGK a en los exosomas secretados al medio extracelular mostré que tanto la DGK o endogena,
como la construccion GFP-DGK o expresada en células JHM1-2.2, se encuentran presentes en
los exosomas secretados tras la estimulacion de células JHM1-2.2 y de cultivos primarios de
linfoblastos T. El incremento relativo en los niveles de DGK a presentes en los exosomas
secretados en presencia del inhibidor R59949, fue mucho mayor que el incremento relativo
observado en la cantidad de exosomas secretados (CD63, FasL), lo que podria sugerir que, el
R59949 evitando la disociacion de la DGK o asociada a la membrana del cuerpo multivesicular
durante el proceso de formacion de los exosomas, quedaria retenida en la membrana de los
exosomas que se estan formando.

La presencia de la DGK o en los exosomas secretados, y el hecho de que el inhibidor
R59949 incrementa los niveles de DGK a en estos exosomas podria tener dos explicaciones. En
primer lugar, tras la estimulacion de receptor en presencia de R59949 la DGK a transloca desde
el citosol a las membranas del TGN implicadas en la formacion de vesiculas emergentes, y
como se ha comentado anteriormente quedaria retenida en estas membranas durante los
siguientes pasos de la dinamica del trafico vesicular, de modo que también se encontraria
localizada en la membrana del MVB y posteriormente en las membranas internas del MVB que
van a dar lugar a los exosomas. La segunda explicacion posible, la cual no excluye a la primera,
implicaria la translocacion de la DGK a desde el citosol directamente a la membrana del MVB,
donde podria estar regulando de forma negativa los procesos de invaginacion interna de la
membrana del MVB y/o los procesos de fision que van a dar lugar a la formacion de los
€xosomas.
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Los resultados presentados apoyan la funcion de la diacilglicerol quinasa alfa (DGK o) en la
regulacion del trafico de vesiculas secretoras, y en la posterior secrecion al medio extracelular
de exosomas/microvesiculas con FasL en linfocitos T. Esta regulacion se ejerceria a nivel de la
formacion de vesiculas secretoras mediada por la PKD en la parte trans del aparato de Golgi
y/o durante la generacion y formacion de cuerpos multivesiculares.

En el presente trabajo se han estudiado algunos de los mecanismos que tienen lugar durante
los procesos de activacion e induccion de muerte celular inducida por activacion tras
estimulacion de receptor de antigeno en linfocitos T. Mientras que la localizacién de la
Diacilglicerol quinasa alfa (DGK o) en la membrana plasmatica estd implicada en la
atenuacion de las respuestas de activacion mediadas por el DAG tras estimulacidon de receptor,
la localizacion de esta enzima en otras estructuras intracelulares, como el TGN/MVBs, esta
implicada en la regulacién de un proceso bioldgico bien diferente, como es la secrecion al
medio extracelular de exosomas con potencial citotoxico. No se conocen en detalle los
mecanismos y efectores intracelulares que regulan la dindmica del trafico vesicular, la
formacién de endosomas tardios y los cuerpos multivesiculares, asi como la secrecion de
exosomas/microvesiculas. Los resultados obtenidos aportan nuevos datos sobre la implicacion
de la DGK a en los mecanismos intracelulares que participan en la formacion y secrecion de
vesiculas y exosomas, asi como de su funcion inductora de muerte celular en el sistema

Inmune.
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Cuando todo el mundo piensa lo mismo,

nadie piensa demasiado...
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1 o La actividad de la isoforma alfa de la diacilglicerol quinasa alfa (DGK o) regula
la muerte celular inducida por activacion (AICD) mediada por estimulacion de
receptor en linfocitos T: la expresion de la DGK a inhibe la muerte celular mediada
por el sistema Fas/FasL, mientras que la inhibiciéon farmacoldgica de la DGK a

potencia la muerte celular a través de este sistema.

2. La regulacion de los niveles de DAG generados tras estimulacion de receptor (y,
por consiguiente, de la via de sefalizacion DAG/PKC/Ras/MAPK) mediante la
expresion de DGK a o su inhibicion farmacologica, asi como mediante la expresion de
construcciones constitutivamente activas o cataliticamente inactivas de DGK o no
afecta el control transcripcional del gen de FasL, control trancripcional regulado por la
via Ras/MAP2K. Los niveles intracelulares basales de FasL, asi como la sintesis de
novo de FasL inducida tras estimulacion de receptor, tampoco se vieron afectados por la

la modulacion en la actividad de DGK a..

3. La regulacion de la via de sefializacion DAG/PKC/Ras/MAPK por parte de la
DGK a, via que esta implicada en las respuestas de activacion celular en el linfocito T,
controla de forma negativa la transcripcion del gen para el marcador de activacion
celular CD69 y la expresion en membrana plasmatica de CD69. La expresion de
construcciones constitutivamente activas o cataliticamente inactivas de DGK a, las
cuales actuando a nivel de membrana plasmatica estan implicadas en la atenuacién de
las respuestas que dan lugar a la activacion del linfocito T, no afectan la muerte celular

inducida por activacion mediada por FasL.

4. De estos resultados se puede inferir la existencia de un punto de divergencia entre
las sefiales mediadas por la generaciéon de DAG a nivel de membrana plasmatica tras la
estimulacion de receptor, las cuales conllevan la transcripcion de genes implicados en
activacion/proliferacion y muerte celular por apoptosis, sugiriendo que la via
DAG/PKC/Ras/MAPK estaria implicada en la regulacion de las sefiales de activacion
en el linfocito T, pero no en la via de induccion de apoptosis a través de la regulacion a

nivel transcripcional o traduccional de FasL durante la AICD.
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5. La estimulacion del TCR en blastos T o del receptor HM1R en células JHM1-2.2
induce sintesis de novo de FasL, el cual es almacenado y localizado en el interior de
cuerpos multivesiculares (MVBs). La fusion del MVB con la membrana plasmatica
induce la liberacién al medio extracelular de exosomas contenidos en el interior del
MVB. Estos exosomas secretados contienen FasL en su forma no procesada (mFasL de
40 kDa) y son capaces de inducir apoptosis paracrina mediada por la interaccion
Fas/FasL.

6. La expresion de la DGK a inhibe la secrecion de exosomas con mFasL inducida
tras la estimulacion de receptor, inhibiendo la muerte celular paracrina mediada por
estos exosomas. La inhibicion farmacologica de la DGK o potencia la secrecion de estos
exosomas con mFasL citotdxico y aumenta la muerte celular por apoptosis mediada por

€stos.

7. LaDGK a se encuentra asociada a estructuras subcelulares TGN en linfocitos T.
En esta localizacion la DGK a podria actuar como un regulador negativo de los niveles
de DAG en el TGN, regulando de forma negativa la generacion de vesiculas

emergentes del TGN y/o la posterior formacidon de cuerpos multivesiculares (MVBs).

8. La inhibicién farmacologica de la DGK a induce una mayor translocacion de la
protein quinasa D (PKD) al TGN, una mayor produccion de vesiculas desde el TGN,
alteracion de la dindmica de formacién de vesiculas/endosomas tardios/MVBs y
localizacion de DGK a en estructuras de tipo MVBs. Estos hechos sugieren la posible
implicacion del DAG y la DGK a durante el proceso de formacion de vesiculas llevada
a cabo por la PKD en la parte trans del aparato de Golgi y/o durante la generacion y

formacién de cuerpos multivesiculares.
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