TRANSDUCCION DE SENALES EN LINFOCITOS. IMPLICACION DE LA
CALCINEURINA Y ACTIVACION A TRAVES DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE

(CD69)

&

Tesis presentada para optar
al grado de Doctor en Farmacia por
Gracia Mdrquez Villegas

Director: Prof. F. Sobrino Beneyto



TRANSDUCCION DE SENALES EN LINFOCITOS. IMPLICACION DE LA
CALCINEURINA Y ACTIVACION A TRAVES DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE

(CD96)

Gracia Marquez Villegas

Director de tesis.

oy {Z§gﬁ‘

F. Sobrino Beneyto
Prof. Titular de Bioquimica
Médica y Biologia Molecular.

Universidad de Sevilla.



TELFS. (95) 4559852 -53 . 54

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA MEDICA Y
BIOLOGIA MOLECULAR

AVDA. SANCHEZ PIZJUAN, 4
41009 SEVILLA

DNA. CARMEN OSUNA FERNANDEZ, Profesora titular vy
Directora del Departamento de Bioquimica Médica y Biologia
Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Sevilla,

CERTIFICA:

que el trabajo titulado "Transduccidén de sefiales en
linfocitos. Implicacién de la calcineurina y activacidn
a través de antigenos de superficie (CD69), ha sido
realizado en este Departamento por Dfia. Gracia Marquez
Villegas, bajo la direccidén del Dr. D. francisco Sobrino
Beneyto y cumple con todos los requisitos necesarios para

su presentacidén como Tesis Doctoral.

Sevilla, Febrero de 1998

, (O U

8 ~DAD

Fdo.: Dra. Carmen Osuna Fernéndez



PBS
KRB
Hepes
PMFS
AMPc
Tris
DTT
BSA
ATP
EDTA
PNPP
SDS
PAGE
TEMED
EDC
CaM
TNF
PKC
CsA
PHA
IL-2
Pi
CAT
AcM
PMA
NK

aa

ABREVIATURAS.

buffer fosfato salino

Krebs Ringer Bicarbonato Hepes
dcido-(2-hidroxietil)-1-Piperacina etanosulfdénido
fenilmetilsulfonilfluoride

adenosina 5 -monofosfato ciclico

tris (hidroximetil)-aminometano
ditiotreitol

albimina de suero bovino

adenosina 5°-trifosfato

dcido etilen-diaminotetraacético
p-nitrofenilfosfato

dodecil sulfato de sodio

electroforesis en gel de poliacrilamida
N,N,N° ,N'-tetrametiletilendiamino
l-etil-3-dimetilaminopropilcarbodiamida
calmodulina

factor de necrosis tumoral

proteina quinasa C

ciclosporina A

fitohemaglutinina

interleucina 2

fosfato inorganico

cloroanfenicol acetil transferasa
anticuerpo monoclonal
12-o-tetradecanoilforbol 13-acetato

células asesinas

~aminodcido



PTK proteina tirosina cinasa
PTP proteina tirosina fosfatasa

PhAsO 6xido de fenil arsinio



I. INTRODUCCION



INTRODUCCION

El conocimiento de la respuesta inmune como sistema de
defensa frente a la invasién de organismos extrafios ha
alcanzado en los Ultimos afios un alto nivel. El sistema inmune
ademds de significar un elemento esencial en el sistema de
defensa también ha sido tomado por gran numero de
investigadores como un modelo experimental para el estudio de
multitud de procesos, tales como los mecanismos de
proliferacidn, diferenciacidn vy apoptosis celular.
Descubrimientos de los Ultimos diez afios han revelado dque en
las células del sistema inmune convergen, ademdas de las
clasicas rutas bioquimicas estudiadas en otras células
somdticas, unos nuevos mecanismos tales como la sintesis y
autorregulacidon por linfocinas altamente especificas. Hoy en
dia existen unas 4reas de intensa investigacién que se dirigen
al descubrimiento de estas nuevas hormonas autocrinas, asi como
los mecanismos intracelulares que ellas ponen en marcha. Otros
estudios se dirigen hacia el andlisis de 1los mecanismos
nucleares que, regulados por factores de transcripcién, son
puestos en marcha por accidén de estas citoquinas; Asi pues, se
puede hoy en dia dibujar un esquema altamente complejo en el
cual las citoquinas y otros factores hormonales cldsicos
inciden sobre las células del sistema inmune y conducen a su
destruccién, a su proliferacién o a la sintesis de nuevos
factores que van a interaccionar con las células vecinas. Todos
estos procesos conllevan a cambios en lo que se conoce hoy en

dia como transduccién de sefiales. En un sentido amplio

podriamos definirla como el conjunto de modificaciones en



proteinas, derivados de A&cidos grasos, y otros segundos
mensajeros, que finalmente pueden converger en el nudcleo a
través de sefiales (tales como factores de transcripcidn),
induciendo o reprimiendo la transcripcién de genes especificos.

En nuestra investigacién, objeto de esta tesis doctoral,
hemos intentado analizar de forma muy especifica algunas de
estas sefilales. En primer lugar nos referiremos a estudios
centrados en el papel de la calcineurina en del p53 y del NFKf
cuando se une al promotor HVI-1 LTR. Hay que resaltar que la
calcineurina, un enzima descubierto a principios de los afios
setenta como una fosfatasa dependiente del calcio y la
calmodulina, se considera hoy en dia como una etapa central en
la regulacién de 1la actividad de muchos factores de
transcripcidon. Esta funcidén fue descubierta gracias a estudios
realizados con la ciclosporina. A esta molécula, actuando como
inmunosupresor no citotéxica, es capaz de enlazar con su
receptor citoplasmdtico, una proteina llamada ciclofilina; y
el complejo activo de ambos inhibe la actividad calcineurina.
Este enzima fosfatasa (serina/treonina fosfatasa) no inhibible
por accidén del acido okadaico, participa en la activacidn del
NFAT defosforildndolo y permitiendo su traslocacidén al nicleo.
Alli en conjuncién con los factores c-Fos y C-Jun se une a la
regién promotora de genes muy especificos (IL-2) induciendo su
transduccién. Descubrimientos recientes han puesto de
manifiesto que la calcineurina se encuentra también en el
nicleo en donde defosforila a factores especificos en
contraposicién a otras cinasas que utilizan como substratos a
estos factores.

Otra linea de investigacidén que hemos seguido trataba de



analizar la funcién de la calmodulina en estos procésos. Por
problemas metodoldgicos centrados en la unién débil de la
calmodulina a las membranas usadas para la transferencia, estos
estudios han quedado relegados a la espera de unas soluciones
técnicas. Presentamos como trabajo tanto la produccién y
purificacién de anticuerpos policlonales anti CaM, asi como una
metodologia tendente a la mejora técnica del inmunoblotting con
anti CaM. También presentamos un método alternativo al
inmunoblot para la deteccién de la CaM usando técnicas de
marcaje de proteinas con 118, Estos problemas han sido
parcialmente resueltos gracias a la donacién de anticuerpos
monoclonales anti CaM, los cuales detectan la CaM con més
sensibilidad que lo hacia nuestro anticuerpo policlonal.

Por ultimo, presentamos como materia de esta tesis
doctoral un trabajo realizado en colaboracién con el
departamento de Inmunologia del hospital de la Princesa de
Madrid en el cual se investigan las seﬁales de transduccién
implicadas en la capacidad mitogénica de un anticuerpo dirigido
contra una proteina de la superficie de 1los 1linfocitos
denominada CD69. Aunque no se conoce el ligando fisiolégico de
este receptor, la estimulacién con mAb contra esta proteina
induce 1la activacién de linfocitos T. Hemos estudiado 1la
fosforilacién en tirosina del pSﬁRk, asi como la modulacién de
su actividad. Es nuestro objetivo
continuar este tipo de andlisis incluyendo la participacién de
la calcineurina, ya que como se describe en el trabajo la CsA
inhibe tanto la fosforilacién en tirosina como la disociacidn
del p56!® en una forma mas lenta (p60!%k).

En resumen también ademds de los trabajos referidos, se



describen una serie de técnicas que hemos utilizado a lo largo
del periodo de este periodo de formacidén y que incluye tanto
la purificacién de proteinas, produccién de anticuerpos,

técnicas de electroforesis y medida de actividades enzimaticas.
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MATERIALES Y METODOS

1. LINFOCITOS Y CELULAS JURKAT.

OBTENCION Y CULTIVQ.

Los linfocitos humanos se aislaron de sangre de donadores
sanos por centrifugacidén en Ficoll de la sangre diluida 1:2 con
0.9% de ClNa, y posterior lavado con PBS (ClNa 0.14 M, CI1K 2.7
mM, PO/HNa; 8.1 mM, PO,KH; 1.5 mM, pH 7.2-7.4), segin el método
que se describe en (1).

Las células Jurkat (células linfoides), después de ser
descongeladas, se cultivaron una semana en medio RPMI
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM de glutamina,
100 U Penicilina y 100 ng Estreptomicina, a 372C en una
atmésfera de 5% Co, v 95% de 0,, antes de su uso.

TRATAMIENTO.

Las incubaciones de las células con 1los diferentes
estimulos se realizaron en medio RPMI suplementado con 10 % de
suero fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100 U de Penicilina y
100ug de Estreptomicina a 372C, en una atmésfera de 5% de Co,
Yy 95% de O;. En algunos experimentos que fue necesario
modificar la composicién del medio se utilizdé medio Krebs
Ringer bicarbonato (KRB) tamponado con Hepes (Hepes 10 mM pH
7.4, ClNa 118 mM, ClK 4.75 mM, Cl,Ca 1.25 mM, POKH;, 1.18 mM,
SoOMg.7H,0 1.18 mM, COj;HiNa 25 mM y 10 mM de glucosa).

Después del tratamiento las células se lavaron una vez con
PBS y se lisaron en un buffer de lisis con inhibidores de
fosfatasas (ortovanadato sédico 2 mM, FNa 10 mM y P;O;Na, 10 mM)
y de proteasas (2 mM PMFS, 5 png/ml de leupeptina y 10 pg/ml de

aprotinina). Se sonicaron 3 veces 5 segundos en frio 'y



secentrifugaron 1 minuto a 12.000 rpm, recogiéndose el

sobrenadante.

2. ANALISIS DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS.
A. CALCINEURINA (FOSFATASA 2B).

A.1. METODO RADIQACTIVO.

A.l1.1.Marcaje del péptido.

Un péptido sintético ( Asp-Leu-Asp-Val-Pro--Ile-Pro-Gly-
Arg-Phe-Asp-Arg-Arg-Val-Ser-val-Ala-Ala-Glu) correspondiente
al sitio de fosforilacién de la subunidad RII de la proteina
cinasa dependiente del AMPc, se marcd con ATP—P32 segun se
describe en (2). Para ello se usé proteina cinasa A (PKA)
(subunidad catalitica de la proteina dependiente del AMPc).

El péptido una vez marcado se separa en alicuotas que se
congelan a -80Q2C hasta el momento de su uso.

A.1.2. Medida de la actividad calcineurina.

6 x 10° de células se incubaron' con los diferentes
estimulos a 372C durante los tiempos que se indican. La
incubacién se pard por centrifugacidén suave y posterior lavado
de las células con PBS frio (2 veces). A continuacidén se
lisaron por la adicién de 50 nl del buffer de lisis hipotdénico
(Tris-ClH 50 mM pH 7.5, EGTA 0.1 mM, EDTA 1imM, DTT 0.5 mM ,
PMFS 2 mM, 5 png/ml de leupeptina y 10 png/ml de aprotinina). Se
sonicaron 5 segundos y se centrifugaron a 12000 rpm 5 minutos
a 49C. El lisado se usd para medir actividad calcineurina.

La medida de la actividad calcineurina fue realizada por
el método descrito por (3), usando como sustrato de la reaccién
un péptido sintético marcado con ATP-P! como se describe en el

apartado anterior. Para separar el fosfato inorganico liberado



del péptido marcado, se pasé la mezcla por una columna de Dowex

AG 50W-X8. El1 P32 liberado se mididé con un contador Beta.

A.2. METODOS ESPECTRQFOTOMETRICOS.
A.2.1. P-nitrofenilfosfato.

Los linfocitos se homogenizaron en buffer de incubacién
(Hepes 25 mM pH 7.5, Cl,Mg 5 mM, Tritén X-100 0.05%, C11Ca 1 mM
y EDTA 100 uM) y se sonicaron tres veces 5 segundos en frio.
Después se centrifugaron 10 minutos a 15000 rpm, Yy se recogid
el sobrenadante, al cual 1le medimos la concentracién de
proteinas por el método de Lowry (4).

A continuacién se mezcld 0.5 mM de CIQNi, 1 mM de CliMn,
0.5 puM de calmodulina, 20 nM de calcineurina o un volumen de
lisado de células equivalente a 40 ng de proteinas, y buffer
de incubacidén hasta un volumen final de 1 ml. La reaccidn se
lanzd al aifiadir p-nitrofenilfosfato (PNPP) a una concentracion
final 3 mM. Después se incubdé a 370C y se midié la absorbancia
a 420 nm a diferentes tiempos.

A.2.2. Malachita Green (MG).

Este método se basa en que el fésforo inorgdnico forma um
complejo estable con el reactivo Malachita Green a pH &acido,
con un alto epsilon=112.000. Este complejo es estabilizado con
Tween 20.

Para preparar el reactivo color (MG-molibdato-Tween 20)
se mezcld una solucidén acuosa de Malachita Green (MG) al 0.045%
y molibdato aménico en la siguiente proporcién: 3 volumenes de
MG mads 1 volumen de molibdato aménico al 4.2% en CLH 4N, Se
agitd 30 minutos y se filtré por papel Whatman. A continuacién,
para preparar el reactivo color, se mezcld 2 ml de la solucidén

anteriormente preparada con 10 upul de 2% de Tween 20



(concentracién final 0.01%). Este reactivo color es estable una
semana a 40C.

A continuacién se realizé la curva patrén. Para ello se
prepararon una serie de soluciones diluidas a partir de una
solucidén stock 1 mM de KH)PO; en SO;H, 0.01N (previamente el
KH)PO; se debe secar 4 horas a 802C), de forma que 5 nl de la
soluciodn diluida fuera equivalente a 1000, 500, 250 y 50 pmoles
de KH,PO,.

Para hacer la curva patrén se mezcld 5 nl de la solucidn
diluida de KH,POy (equivalentes a 1000, 500, 250 o 50 pmoles)
mas 95 ul de SOH, 0.01N y 150 pl de reactivo color. Se incubd
10 minutos con agitacién a temperatura ambiente, y se midié en
el lector de placas (MIOS-MERCK) a 630 nm. Para el blanco se
mezcld 100 nl de SO4H, 0.01N mds 150 pl de reactivo color.

Todos los ensayos se hacen por duplicado.

B. ACTIVIDAD CINASA (TIROSINA CINASA).

El ensayo se realizé segun Chan y col. (5).
Inmunocomplejos obtenidos de inmunoprecipitar con AcM anti-CD69
fueron lavados secuencialmente en 0.2% de NP40 en PBS una vez,
dos veces con LiCl 0.5 M/ Tris-ClH 50 mM pH 7.4 y una vez con
agua destilada. A continuacién se incubaron 10 minutos a
temperatura ambiente en 30 pl de buffer cinasa (Clqu 10 mM,
(Han 10 mM, Tris-Cl 20 mM pH 7.4) conteniendo 10 nM de ATP y
16 puCi de‘ATP[y-Pn] (6000Ci/nmol, Dupont) para la fosforilacién
del p56uk. Después los inmunocomplejos fueron 1lavados tres
veces con 1 ml de agua destilada, resuspendidos en 30 nl de
buffer cinasa y 10 nl de sample buffer reductor (x4),
calentados 5 minutos a 950 C y centrifugados. A continuacién

se realizé SDS-PAGE, y el gel se tifi6 con azul de Coomassie.



Después se secd el gel y las muestras se analizaron por

autoradiografia.

3. INMUNOPRECIPITACION.

Las células (7 x 106), linfocitos o células Jurkat, se
lisaron en un buffer de lisis compuesto por Tris-ClH 20 mM pH
7.5, EDTA 2 mM, ClNa 150 mM, Nonidet P40 1% y glicerol 10%,
suplementado con inhibidores de proteasas (aprotinina 10 ng/ml,
PMFS 2 mM vy leupeptina 10ug/ml). Se sonicaron y se
centrifugaron 2 minutos a 12.000 rpm. Un volumen de lisado
equivalente a 500 ug de proteinas (la cuantificacién de las
proteinas se realizdé por Bradford) se inmunoprecipitdé durante
una noche a 49 C con AcM anti-CD69 (1:10), AcM anti-CD45 (1:10)
6 anticuerpo anti p561"k (1:50). Para aislar los precipitados se
afiadidé Pansorbin (50 pl) y se incubé 2 horas a 49C. A
continuacién se centrifugé 2 minutos a 12.000 rpm y el

precipitado se lavd 3 veces con PBS.

4. ELECTROFORESIS EN GEL (SDS-PAGE).

REACTIVOS.

- Running gel a diferentes concentraciones de acrilamida

como se indica:

7.5% 10% 12.5%
Acrilamida:bis (30:0.8%) 2.5ml 3.3 ml 4.16 ml
Agua desionizada 4.4 ml 3.5 ml 2.7 ml
Tris-ClH 1.5 M pH 8.8 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml
SDS 10% 100 pl 100 pl 100 pl
Amonio persulfato 10% 50 ul 50 ul 50 pnl

TEMED 10 n1 10 nl © 10 ul



- Stacking gel.

Acrilamida:bis (30:0.8%) 430nl
Agua desionizada 830ul
Tris-ClH 0.5 M pH 6.8 33ul
SDS al 10% 1.88ml
Amonio persulfato al 10% i6ul
TEMED 3.3ul

- Running buffer pH 8.3 (x5).

Tris base 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0.1 %

No se le debe ajustar el pH. Diluir en el momento de su
uso.

- Sample buffer (x4).

NO REDUCTOR NO REDUCTOR

Tris-ClH 500 mM pH 6.8 Tris-ClH 500 mM pH 6.8
8% SDS 8% SDS

20% glicerol 20% glicerol

0.012% azul de bromofenol 0.012% azul de bromofenol
4% de B-mercaptoetanol 4% de B-mercaptoetanol

PREPARACION DEL GEL, PATRON Y MUESTRAS.

Para la preparacién del gel se usd un sistema de electroforesis
en minigel (Bio-Rad). Una vez montado el sistema se afiadié el
running gel (gel donde corren las proteinas) . A continuacién
se adiciona agua lentamente evitando que se mezcle con el
running gel. Una vez el gel ha polimerizado (de 20 a 45
minutos) se elimina el agua, se afiade el stacking gel (gel

donde se empaquetan las proteinas) y se coloca el peine que



forma los pocillos donde se afiaden las muestras.

El patrdon se prepard mezclando 10 nl de sample buffer no
reductor (x4), 5 pl del estdndar (estédndar de bajo peso
molecular de Pharmacia) y 15 pl de Tris-ClH 0.5 M pH 6.8, de
forma que el volumen final de la mezcla sea 40 pl. Y las
muestras se prepararon mezclando 10 nl de sample buffer
reductor (x4), la muestra y Tris-ClH 0.5 M pH 6.8 hasta un
volumen final de 40 pl. Se calentaron 5 minutos a 95 QC y se
centrifugaron 1 minuto a 12000 rpm. El sobrenadante se usa para
la electroforesis.

PROCEDIMIENTO.

La electroforesis se realizd segin Laemmli (6). Se lavaron
los pocillos con abundante agua para eliminar restos de
acrilamida no polimerizada. Se secaron y se afiadié las
muestras. A continuacién se colocd el gel en una cubeta con
buffer running gel (xl1l) y se conecta a la fuente de
alimentacién. La electroforesis se realizé a 150 voltios

constantes durante aproximadamente 1 hora.

5. TINCION DEL GEL.

" B. NITRATO DE PLATA.

1. Las proteinas se fijaron en el gel con una solucidn
formada de 50% (v/v) de metanol, 10% &cido acético y 40% de
agua, de 30 minutos a toda la noche.

2. Se Lavaron con una solucién de 10% de metanol, 5% de
dcido acético y 85% de agua.

3. Se remoja el gel en una solucién de 34 mM de dicromato
potasico mds 3.2 mM de 4cido nitrico, durante 3 o 5 minutos.

4. Se lavaron con agua hasta quitar el color amarillo del



gel.

5. E1 gel se sumergié en una solucién de 12 mM de nitrato
'de plata durante 20 minutos exactos.

6. Revelado: se hizo mediante varios lavados con una
solucién de 0.28 M de carbonato sddico y 0.5 ml de formaldehido
al 37% por litro, hasta que aparezcan las bandas.

7. E1 revelado se pard con acido acético al 5%.

A. AZUL DE COOMASSIE.

Se afiade al gel una solucidén de tincidén compuesta de 0.1%
(p/v) de azul de Coomassie, 25% de metanol y 7% de é&cido
acético y se incuba de 45 minutos a 1 hora a temperatura
ambiente. A continuacidén se eliminé la solucién de tincién, y
se le dieron varios lavados con una solucidén de destefiir que
contiene 25% de metanol y 7% de &cido acético, hasta que el

fondo del gel es transparente.

6. TRANSFERENCIA A MEMBRANAS.

A. HUMEDA.

Se humedecen, durante 10-15 minutos, la membrana de
nitrocelulosa (Bio-Rad, Richmond, CA), el gel y dos papeles
Whatman en buffer de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20%, SDS 0.1%). Después se forma un sandwich en el que
la membrana se coloca hacia el ciatodo y el gel hacia el anodo,
colocando un papel Whatman al principio y otro al final del
sandwich. Antes de colocarlo en la cubeta (Bio-Rad) para hacer
la transferencia, es importante asegurarse de que no existan
burbujas entre las diferentes capas del sandwich, que podrian
hacer que la transferencia no fuera homogénea. La transferencia

se realizdé a un amperaje constante de 350 mA durante 3-4 horas



a 49cC.

B. SEMISECA.

Se humedece la membrana, el gel y dos trozos de papeles
Whatman en buffer de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM,
metanol 20%) durante 10 minutos. A continuacién se forma un
sandwich poniendo primero un papel Whatman, después 1la
membrana, a continuacién el gel y por uUltimo el otro papel
Whatman, eliminando las posibles burbujas de aire que se hayan
formado entre las diferentes capas. El sandwich se coloca en
un sistema de transferencia semiseca (Bio~Rad). La

transferencia se realizd a 6 voltios durante 5 o 16 minutos.

7. TINCION DE MEMBRANAS CON NEGRO AMIDO.

La membrana se tifie durante 1 minuto con una solucién 0.1%
(p/v) de Negro Amido en 25% (v/v) isopropanol-10% (v/v) de
dcido acético en agua. A continuacidén se lava, aproximadamente
30 minutos, con una solucidén de 25% de isdpropanol-lo% de acido
acético hasta que el fondo de 1la membrana es blanco

(aproximadamente 30 minutos).

8. MARCAJE CON ANTICUERPOS ("INMUNOBLOTTING") Y DETECCION DE
LA PEROXIDASA (HRP).

A. INMUNOBLOTTING.

Una vez realizada la transferencia las membranas se
incubaron durante 1 hora y media con un buffer de bloqueo que
contenia 3% (p/v) de BSA en TBST (ClNa 150 mM, Tris-ClH 50 mM
pH 7.5, Tween 20 0.1%). A continuacién se lavaron 2 veces con
TBS (ClNa 150 mM, Tris-ClH 50 mM pH 7.5) e se incubaron con AcM

anti PY (1:2000), anti-p56!" (1:2000) o anti-CaM (1:100) de 1



hora a toda la noche. Después se lavaron dos veces con TBS, y
se incubaron durante 1 hora y media con anti-Ig G conjugado con
peroxidasa (1:5000 en TBST).

B. ﬁETECCION DE PEROXIDASA (HRP).
B.1. POR QUIMIOLUMINISCENCIA.

Reactivos.
- Luminol: [ ]final = 2.25 mM.

Se pesa 1 mg de luminol y se disuelve en 50 ul de NaOH 1M.
Se afiade 5 ml de Tris-ClH 10 mM pH 8.3, Yy se mezcla muy bien.

- 4-Iodofenol (4-IP): [ ]final = 0.45 mM.

Se pesa 1 mg de (4-IP) y se disuelve en 5 ml de Tris-ClH
10 mM pH 8.3. Para disolverlo se debe agitar de 15 a 30
minutos.

- H)0p: [ Jfinal = 0.015%. Se toman 5 ul de una solucién
stock al 30%.

Procedimiento.

El reactivo se prepara bidsicamente como en (7). 10 ml del
reactivo compuesto de Tris-ClH 10 mM pH 8.3, luminol 2.25 mM,
0.015 % (v/v) H0; vy 450 puM de 4-iodofenol, gque actua
potenciando la reaccién de quimioluminiscencia (8,9), se afiaden
sobre la membrana y se incuba durante un minuto a temperatura
ambiente. Después la membrana se coloca sobre un papel de
filtro, y se cubre con un plastico fino. A continuacién se
expone a un film de rayos X en la oscuridad de 1-5 minutos.

B.2. POR_COLORIMETRIA.

Reactivos.

- Solucidn A.

Disolver 20 mg de 4-cloro-l-naftol en 100 pl de agua. Y

15 mg de DEPDA (N,N-dietilfenilenediamina) en 100 ul de



acetonitrilo mds 100 pl de agua.

Mezclar ambas soluciones y afiadir 700 ul de acetonitrilo.

- Solucién B.

Solucidén de citrato sédico 100 mM pH 6.0.

Procedimiento.

Se realizé segun el método descrito en (10). Se aiflade
sobre la membrana una mezcla formada por 200 ul de solucidn A,
10 ml de solucidén B y 25 pl de H,0, del 30% y se incuba 20

minutos a temperatura ambiente.

9. SEPARACION DE ANTICUERPOS ASOCIADOS A PROTEINAS UNIDAS
MEMBRANAS: "STRIPPING".

La membrana se incuba 30 minutos a 50 @C con una solucién
que contiene 1% SDS, Tris-ClH 30 mM pH 8.0 y 50 mM de B-
mercaptoetanol. A continuacién se dan tres lavados de 10

minutos con TBST.

10. DOT-BLOT.

Diferentes cantidades de CaM purificada fueron pipeteadas
- sobre una membrana de nitrocelulosa. Después de ser secadas,
las membranas se lavaron o no, por los tiempos indicados, con
TBST. En algunos experimentos antes de los lavados la CaM fue
fijada a la membrana con 1 M de KOH o 0.2% de glutaraldehido.
A continuacién algunas membranas fueron tefiidas con Negro
Amido, y en otras se afiadié directamente sobre la CaM 3 ul de
~anti-CaM (1:30) seguido de 3 ul de anti-IgG conjugado con
peroxidasa, a continuacidén se lavaron 30 segundos con TBS para
eliminar los anticuerpos no unidos a las proteinas. En este

ultimo caso la deteccién se realizd por quimioluminiscencia o



con 4-cloro-l-naftol.

En las membranas de PVDF, previamente humedecidas en
metanol y equilibradas en TBS, no fue posible pipetear
directamente la CaM, por lo que 3 pl de CaM purificada fueron
diluidas en 50 pul de PBS y afiadidas a la membrana usando un
aparato de filtracién para dot-blot (Bio-Rad) conectado a una
bomba de vacio a baja presién. Después de lavar con TBS, usando

el mismo sistema, los blots fueron tefiidos con Negro Amido.

11. PURIFICACION DE CALMODULINA.

La purificacién de la calmodulina de cerebro de cerdo se
realizé como previamente ha sido descrita (11).

1. _Homogenizacién.

Se descongeld 610 g de sesos de cerdo con NaCl al 0.9% a
temperatura ambiente. Una vez descongelados, se homogenizaron
en un litro de buffer A (Tris-ClH 50 mM pH 7.4, EGTA 2.5 mM y
PMFS 0.5 mM).

El homogenado se centrifugdé 30 minutos a 12000 rpm en el
rotor GSA ( Sorvall). Recogimos el sobrenadante, y el sedimento
se resuspendié en el mismo tampdén y se volvié a homogenizar
durante 1 o 2 minutos, se centrifugd en las mismas condiciones
Y se recogié el sobrenadante. Este segundo sobrenadante se
mezcld con el primero.

2. Cromatografia en DEAE-Celulosa.

Todo el sobrenadante se filtrdé a través de cuatro capas
de gasa y el filtrado se colocdé en un vaso de precipitada con
DEAE celulosa previamente equilibrada con tampdén Tris-HCl 50mM
pH 7.4, NaCl 50 mM. Antes de afiadir el sobrenadante la resina

fue filtrada para eliminar el tampdn.



La mezcla se agitdé suavemente durante 30 minutos. Se
filtré en un kitasato y la resina se lavd varias veces con
Tampé4n Tris-ClH 50 mM pH 7.4, ClNa 50 mM hasta que la solucién
gqueda transparente.

La resina ( que contiene retenida la CaM ) se lavdé varias
veces con tampén Tris-HCl 50 mM pH 7.4, ClNa 150 mM. La CaM se
extrajo de la resina con tampén Tris-HCl1l 50 mM pH 7.4, ClNa
600mM.

3. Precipitacién con sulfato aménico.

Al filtrado se le afiadieron 351 g/l de sulfato aménico y
se dejdé agitando una hora a 4QC. Se centrifugd 30 minutos a
12500 rpm con el rotor GSA (Sorvall). y, se recogié el
sobrenadante al cual se le afiadieron de nuevo 315 g/1 de
sulfato aménico y se dejdé agitando 2 horas més a 4QC. Después
se centrifugdé durante 30 minutos a 12500 rpm con el rotor GSA
(Sorvall) y se recogié el sedimento (contiene la CaM ). A
continuacién el sedimento se resuspendid én bicarbonato aménico
10 mM, ClCaz 50 uM (aproximadamente 40 ml).

4. Diadlisis.

Los 40 ml de muestra obtenida se dialisaron en saco de
didlisis de 3500 MW, en 1 L de imidazol 10 mM pH 6.1, (HQCa
50uM durante toda la noche. Al dia siguiente se cambié el
tampén de didlisis por uno que contenia tnicamente de imidazol
10 mM pH 6.1 y se dejé dialisando durante 4 horas més.

A la muestra dialisada se afiadié Cl,Ca para tener una
concentracién final de 0.1 mM y B-mercaptoetanol hasta una
concentracién final de 1 mM. A continuacién ajustamos el pH a

7.1.



5. Cromatografia de Fenil-Sefarosa.

A continuacidén se cargdé la muestra sobre una columna. de
fenil-sefarosa previamente equilibrada con tampé4n HEPES 50 mM
PH 7.1, Cl,Ca 0.1 mM y 1 mM de B-mercaptoetanol. Luego lavamos
la columna con tampén HEPES 50 mM pH 7.1, ClQCa 0.1 mMy 1 mM
‘de B-mercaptoetanol. Al cabo de poco tiempo se observd la
salida de un pico de proteinas. Una vez se acabd el pico de
proteinas eluidas, se cambidé el tampdén por uno igual pero que
contenia ClNa 500 mM, y se recogieron fracciones de 10 ml de
- este tampdén. A continuacién se pasdé un tampdn que contenia
HEPES 50 mM pH 7.1, 1 mM EGTA v 1 mM de B-mercaptoetanol con
el cual se eluye la CaM. Se recogieron fracciones de 5 ml en
tubos de 10 ml que contenian 5 pl de una solucién 50 mM de
CaCL;, para estabilizar la CaM, hasta que se observdo que
después de un pico de proteinas, la absorbancia a 280 nm
disminuyé hasta cero.

Las fracciones con valores de absorbancia mas altos se
juntaron, y las proteinas se cuantificaron segun (4).

A continuacién comprobamos la pureza de la muestra
mediante una electroforesis en gel de acrilamida y posterior

tincidén del gel con nitrato de plata.

12. OBTENCION Y PURIFICACION DE ANTICUERPOS POLICLONALES.
A. OBTENCION.
1. INMUNIZACION DEL CONEJO.
Por el método descrito previamente por Kamps (12).
Preparacién del carrier (KLH).
Disolvimos 50 mg de KLH (Keyhole linpet homogenin) en 1ml

de glicerol al 50% e hicimos alicuotas de 100 ul que se



congelaron -200 C hasta el momento de su uso.

Preparacidén del antigeno e inmunizacién.

Se mezclaron 50 pl (200 pg) de calmodulina purificada de
cerebro de cerdo con 5 ml de PBS. La CaM fue unida
covalentemente a KLH usando 50 mg/ml de EDC (12), para ello,
después de ajustar el pH a 7.0, la mezcla se dejé agitando a
40C durante 4 horas. A continuacién se dializd la mezcla contra
PBS durante 48 horas, con varios cambios del buffer. La muestra
dialisada se mezcld con un volumen igual de adyuvante de Freud
completo, quedando una suspensién blanca lechosa. Se agitd y
se inyectd intradermicamente (10 ml) en la espalda del conejo
en 8 o 10 puntos diferentes.

2. DOSIS DE RECUERDO.

Para la preparacién de las dosis de recuerdo se sigue el
mismo método que para la preparacién del antigeno. Una vez
dialisada la muestra, se mezcld con igual volumen de adyuvante
de Freud incompleto (eliminado 1la paéed de E. coli por
centrifugacién).

Las dosis de recuerdo se dieron a las 3 y 8 semanas de la
primera inyeccién. El suero del conejo se extrajo a los 14 dias
de la dltima dosis de recuerdo (cuando hay madxima cantidad de
anticuerpos en sangre).

B. PURIFICACION.

B.1. POR CROMATOGRAFIA EN HIDROXIAPATITO.

La purificacién del anticuerpo se realizdé segin se
describe en (13) a partir del suero obtenido de 1la sangre
extraida de la oreja del conejo.

1. Precipitacidén con 894(NH4)_2_._

Se realizaron dos precipitaciones con sulfato aménico. La



primera se realizdé con 23% de sulfato aménico agitando a 4QC
durante 4 horas. A continuacién centrifugamos a 18000 rpm 30
min, y cogemos el sobrenadante al cual afiadimos 50% de sulfato
aménico y se dejdé agitando a 49C toda la noche. Después
centrifugamos 20 minutos a 18000 rpm y recogimos el precipitado
el cual resuspendimos en PBS.

2. Didlisis.

Después dialisamos la muestra contra PBS para eliminar el
sulfato amdnico.

3. Cromatografia en Hidroxiapatito.

A continuacién centrifugamos la muestra dialisada 15 min
a 6000 rpm y recogemos el sobrenadante. Después afiadimos el
sobrenadante a la columna y lavamos con 100 ml de buffer
fosfato 10 mM pH 6.8. A continuacién fuimos eluyendo las
proteinas mediante un gradiente de concentracién que va de 100
a 600 mM de buffer fosfato pH 6.8 (100 mM, 150 mM, 200 mM,
300mM y 600 mM) recogiendo fracciones de 5 ml. Medimos la
absorbancia a 280 nm de cada fraccién, obteniendo dos picos uno
a 100 mM y otro a 150 mM.

Después, con aquellas fracciones que dieron valores de
absorbancia mds altos hicimos SDS-PAGE al 7.5% de acrilamida.
El gel se tifi0 con Azul de Coomassie, para ver la pureza del
anticuerpo.

B.2. POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD: PROTEINA A-SEFAROSA.

Usamos 1.5 ml de Proteina A-Sefarosa para 1 ml de suero,

al cual le ajustamos previamente el pH a 8.0 con un Tris ClH
1 MpH 8.0. La columna se equilibré con buffer fosfato disddico
0.1 M pH 8.0.

Después de afiadir la muestra a la columna, lavamos con



Pognun pPH 8.0 recogiendo fracciones de 2 ml. A continuacién se
afiadieron citrato sdédico 0.1 M pH 6.0 y citrato s6dico 0.1 M
pH 3.5 que se recogieron en fracciones de 1 ml en tubos que
contenian una cantidad de Tris-ClH 1 M pH 8.0 suficiente para
que el pH final de cada fraccidn fuera de 8.0. Las fracciones
que dieron los valores mas altos de absorbancia a 280 nm se
juntaron, y se dialisaron contra PBS durante 15-18 horas a 40C.

Para ver la pureza de la muestra realizamos SDS-PAGE al
7.5% de acrilamida. A continuacidn tefiimos el gel con Azul de
Coomassie.

Para comprobar la especificidad de nuestro anticuerpo
marcamos con 125 CaM purificada e inmunoprecipitamos con el
anticuerpo obtenido. Con el inmunoprecipitado se hizo SDS-PAGE
al 12.5% de acrilamida, y posteriormente hicimos una

autoradiografia.

13. MARCAJE DE PROTEINAS CON Il%3,

A. CON IODOGEN.

Materiales.

- Iodogen: En un tubo de Pyrex se pesaron 1,33 mg de
Iodogen que se diluyeron en 1 ml de diclorometano. En cada vial
de vidrio que utilizamos pusimos 120 pl de la solucidn de
iodogen agitando hasta que se evaporé el diclorometano (el
Iodogen queda adherido al vidrio). Los viales se guardaron
hasta el momento de su uso aislados de la luz.

- Sefadex G-25 (Fina): El sefadex se hinchdé en agua y se
forman columnas de 1 ml. A continuacidén se afiadié 1 ml de BSA
0.1 % (w/v) en agua a cada columna para evitar que las

proteinas se gqueden adheridas a _las paredes. Después



centrifugamos 10 minutos a 3000 rpm, y eliminamos el liquido
obtenido.

Procedimiento.

Se hizo segtin el método descrito en (14).

1. Se lavan con PBS los viales con el Iodogen.

2. A los viales con Iodogen se le afiaden la CaM purificada
(30 o 45 ng) 6 300 pul de homogenado de tejidos (higado o de
eritrocitos) aproximadamente 1.6 pg de proteina/ul. A
continuacién adicionamos a cada vial NaI125 (100-200 uCi) y
agitamos suavemente durante 10 minutos a temperatura ambiente.
La reaccidén se pard por la adicidén de tirosina a una
concentracién final de 1% (p/v) y se agitd durante un minuto.

3. Para separar el I125 que no se ha unido a las proteinas,
la muestra se pasé por una columna de Sephadex G-25 (Fina)
quedando I125 libre retenido en la columna.

4. A continuacién realizamos una inmunoprecipitacién con
anticuerpo anti-CaM. Después lavamos el inmunocomplejo con PBS
y le afladimos buffer Laemmli reductor (6) suplementado con 5
mM de EGTA. Posteriormente realizamos SDS~PAGE al 12.5% de
acrilamida y tefiimos el gel con Azul de Coomassie. Después se
hace autoradiografia.

B. CON CLORAMINA T.

Reactivos.

- Cloramina T. Se disuelven 2.5 mg de cloramina T en 1 ml
de buffer fosfato 50 mM pH 7.2.

- Ioduro potdsico. Se disuelven 1 mg de ioduro potdsico
en 1 ml de PBS con 0.1 % (w/v) de BSA.

- Sephadex G-50 (Fina). Se preparan columnas de 1 ml.



Procedimiento.

Se realizd segiin wl método descrito por (15).

1. Afiadimos 200 uCi en tubos de plasticos mas 10 ul de
250mM de buffer fosfato 50 mM pH 7.2. A continuacién afiadimos
30 o 45 ng de CaM purificada, 200 ng de homogenado de higado
o eritrocitos ( aproximadamente 200 pul).

2. Después afiadimos 20 pl de cloramina T, mezclamos e
incubamos 1 minuto a temperatura ambiente.

3. Para separar el I125 libre pasamos la muestra por una
columna de Sefadex (125 ul de muestra por columna) vy
centrifugamos 10 min a 3000 rpm recogiendo el sobrenadante
(aproximadamente 100 pl/columna).

4. A continuacién se inmunoprecipitan las muestras con
anticuerpo policlonal anti~CaM. Con los inmunocomplejos se hace
SDS-PAGE al 12.5 % de acrilamida y la CaM marcada se detecta

por autoradiografia.

14. METODOS GENERALES: VIABILIDAD CELULAR Y CONCENTRACION DE
PROTEINAS.

A. VIABILIDAD CELULAR.

A.1. EXCLUSION CON AZUL DE TRIPAN Y CONTAJE.

Este método se basa en la observacién de que las células
viables son impenetrables a ciertos colorantes mientras que las
células no viables permiten que entre el colorante y tifie su
contenido (16).

La solucién de azul Tripédn se preparaba el dia de su uso,
mezclando 4 partes de una solucién de azul de Tripan al 0.2%
(p/v) en ClNa 0.9% con una parte de una solucién de ClNa 4.25%.

Para el contaje celular, se tomaba una alicuota de 1la



suspensién celular, se diluia 10 veces en PBS y se afiadia un
5% de la preparacidén fresca de azul de Tripan. Se colocaban
unos 5 ul de esta preparacién en una cdmara de Neubauer y se
contaba el numero de células no tefiidas (viables) y tefiidas
(muertas).

A.2. MEDIDA DEL ENZIMA LACTICO DESHIDROGENASA.

La enzima fue medida usando un ensayo espectrofotométrico
(Boehringer Mann). La medida se realizé el medio de cultivo
libre de células una vez han sido tratadas.

B. CONCENTRACION DE PROTEINAS.

B.1. BRADFORD.

Este método se basa en la observacién de un colorante, el
azul brillante de Coomasie, que puede presentar dos colores:
rojo con un maximo de absorbancia a 465 nm, pasa a azul con un
maximo de absorbancia a 595 nm, al unirse a proteinas.

El complejo proteina-colorante tiene un alto coeficiente
de extincién por lo que 1la técnica puede detectar ug de
proteinas. La unién del colorante a la proteina se realiza en
un periodo corto de tiempo (2 min), y el color es estable
durante 1 hora aproximadamente.

El ensayo se llevd a cabo segin Bradford (17). La solucién
de azul de Coomasie se prepard disolviendo 100 mg de Azul de
Coomassie G-250 en 50 ml de etanol al 95 %. Después se le aiiade
100 ml de &cido fosférico al 85% y se lleva el volumen hasta
un litro con agua. Después se pasa a través de papel de filtro
Y se almacena a 49 C.

En cada caso se realizé una curva patrén con albimina

sérica.



B.2. LOWRY.

Se realizé por el método de Lowry modificado (4),
realizando en cada ocasidén una curva patrén empleando albtmina
sérica.

eactiv

- Solucidn A: 2% CO)Na;, 0.4% NaOH, 0.16% tartrato-Na y 1%
SDS.

- Solucién B: 4% SO,Cu. 5 H,0

- Folin-Ciocalteau diluido 1:2 con agua destilada.

- Solucién patrén de BSA (1img/ml).

Procedimiento.

Se mezclan 0.750 ml de reactivo 1 (10 vol de A mds 0.1 vol
de B), BSA o muestra y agua destilada hasta un volumen final
de 0.8 ml. A continuacién se afiaden 0.075 ml de Folin-
Ciocalteau y se incuba a temperatura ambiente 30 minutos.

Después se mide la absorbancia a 660 nm.



I11I. RESULTADOS Y DISCUSION



IITI.A. EFECTO DEL BENZOTIOFENO SOBRE LA ACTIVIDAD

CALCINEURINA EN LINFOCITOS



INTRODUCCION



INTRODUCCION

DERIVADOS DEL BENZOTIOFENO (PD144795) COMO ANTI-HVI: INHIBICION
DE LA CALCINEURINA.

La activacién transcripcional de la expresién de los genes
del HVI-1 (human immunodeficiency virus type 1) es controlada,
en parte, por la interaccién de secuencias especificas de
factores de transcripcién con la regién LTR (long terminal
repeat) (18,19). Dos de estos factores son NF-kB y Spl. El NF-
kB es un factor de transcripcién inducible que se une a dos
elementos descritos del ADN en el HVI-1 LTR. Por otra parte,
el Spl es una proteina de aproximadamente 100 KDa que esta
ubicuamente expresada en células de mamiferos, y que se une a
tres sitios sobre la regién LTR, los cuales se encuentran
corriente abajo de los sitios de NF-kf (18-20).

Aunqgue se ha demostrado que algunas citoquinas modulan la
expresioén del virus de immunodeficiencia ﬁumana tipo 1 (HVI-1),
solo el TNF activa la replicacién viral en las células T y
fagocitos mononucleares (21). Esta citoquina es un potente
activador de factores de transcripcién que regulan la expresién
del HIV mediada por el LTR (22,23). Ademds, el TNF induce una
interaccién fisica entre Spl y p53, esta interaccidén es
importante para el reconocimiento de la secuencia del ADN por
el p53 y la transactivacién del HVI-1 LTR (24). El1l p53 es un
producto de un gen supresor de tumores, es una proteina que se
une a una secuencia especifica de ADN, actuando como un
activador o represor de la transcripcién de genes (25-33). La
aparicién frecuente de tumores en ratones nulos para el p53,

sugiere que el p53 funciona como un agente represor de tumores



(34). Sin embargo, experimentos con oligonucledtidos
antisentido del p53 (35), microinjeccién de anticuerpos anti-
p53 (36), y ensayos transcripcionales utilizando c¢élulas
transformadas con formas mutantes del p53 (21,31,32,37),
indican que p53 presenta funciones adicionales que son
independientes de la supresién del crecimiento. Recientemente
se ha demostrado que la sobreexpresién de p53 mutado en células
que carecen completamente de p53 enddgeno, nos llevaba a un
dramatico incremento en la replicacién del HVI-1 in vivo (38).
Ademds se ha demostrado que el mutante del p53 y la forma
silvestre transactivan y reprimen, respectivamente la actividad
transcripcional dirigida por el LTR del HIV-1 (23,37). También,
se ha identificado una forma inducible del p53 en células T
Jurkat, que directamente interacciona con una secuencia
inmediatamente a la secuencia de unién mds 5' del Spl (23).

Derivados de benzotiofenos ademds de tener propiedades
antiinflamatorios presentan efectos anti-HIV. Recientemente se
ha demostrado que derivados de benzotiofeno bloquean 1la
transcripcién del HVI-1 en promielocitos activados por el
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (39). Pero no bloqueaban
la activacién del NF-KB en respuesta al tratamiento con esta
citoquina. Ademds, estos compuestos bloqueaban la transcripcién
constitutiva del HVI-1l en células cronicamente infectadas e
inducian un estado de latencia en células activadas con
citoquinas.

Es bien conocido que la replicacién del virus HIV-1 en
linfocitos se relaciona con los estados de
activacioén/proliferacién de la célula infectada (40,41). El

tratamiento de las células Jurkat infectadas, con activadores



de PKC o de los receptores de células T (TCR) inducen la
replicacién del HIV (42,43). Estudios previos demuestran gque
ligandos del TCR activaban la transcripcidén dependiente del
TCR, a través de un mecanismo sensible a CsA (44-46). La CsA,
a través de su interaccién con la ciclofilina (revisado en 47)
actia como un fuerte inhibidor de la calcineurina (48,49), la
cual juega un critico papel en la regulacién de los caminos de
sefiales dependientes de calcio necesarios para la activacién
de las células T (48,50,51). La definitiva prueba de el papel
de este enzima en la activacién de células T ha sido demostrado
por la sobreespresidén de su subunidad catalitica (48,50). Por
otra parte, los inhibidores de este enzima disminuyen la
replicacién viral del HIV e inhiben la transcripcién mediada
por el LTR del HIV-1 (44,52), un mecanismo sugerido para esta
accién es la inhibicién de la unidén del NF-KB a la regién LTR
del provirus HIV-1 (46,53). Interesantemente, el relativo gran
nuimero de genes cuya expresidn es modulada por inhibidores de
la calcineurina en células T (54,55) sugiere que, ademds del
NFAT y el NF-KB, otros factores de transcripciénm pueden ser
afectado por estas drogas.

Ademds en estudios recientes (56) se ha demostrado que la
CsA y el benzotiofeno bloquean la induccién, por un camino
dependiente de TCR de la unién de NFKB y p53 a la regién LTR
del HVI-1, e inhiben la induccién por PHA de la actividad
transcripcional de un fragmento del promotor de HVI-1 LTR

conteniendo sitios de unién para p53 y NF-KB.



ACCION ANTIINFLAMATORIA DE DERIVADOS DEL BENZOTIOFENO
(PD144795).

La inflamacién es la reaccién del organismo al ser
agredido, como ocurre, por ejemplo, cuando es invadido por un
agente infeccioso. Una etapa esencial en la patogénesis de esta
respuesta es la adherencia de leucocitos al endotelio (57).
Este proceso de adhesidn precede a  la migracién de estas
células desde los capilares hacia el tejido de alrededor, y una
vez alli mediante quimiotaxis, se dirigen hacia el lugar de
la infeccién. Esta adhesién estid mediada por la expresién de
una serie de moléculas especifica sobre el endotelio (58~
61).Tres moléculas mayoritarias, VCAM-1 (vascular cell adhesién
molecule-1), ICAM-1 (intercelullar adhesion molecule-1) y E-
selectinas pueden ser inducidas sobre las células endoteliales
por citoquinas inflamatorias, como el factor de necrosis
tumoral (TNF) e 1IL-1 (62). La transactivacién de estas
moléculas implica la activacién del factores de transcripcién
relacionados con el NF-KB, que reconoce la secuencia reguladora
kB encontrada en muchos genes, incluyendo VCAM-1, ICAM-1 y E~-
selectinas (63-65).

El1 PD144795 se ha descrito que inhibe la adhesién de
leucocitos al endotelio (66,67). Se ha estudiado el efecto del
PD144795 sobre la expresién inducida de VCAM-1 e ICAM-1 en
células endoteliales de la aorta humana. Los niveles de
proteinas y de ARNm de ambas moléculas fueron disminuidas por
este compuesto. Ademds, a diferencia del antioxidante PDTC
(pirrolidina ditiocarbamato) (68), el cual inhibe la activacidn
del NF-KB, el PD144795 no bloquea la activacién de este factor

de transcripcidén, por lo que el mecanismo de accién parece ser



distinto al del PDTC (69). Este compuesto es oralmente activo
en muchos modelos de inflamacidén. Su actividad tanto in vitro

como in vivo reside predominantemente en el enantiémero S (70).

DERIVADOS DEL BENZOTIOFENO (PD144795), POTENCIAL AGENTE
ANTIALERGICO.

En la patogénesis del asma y otras enfrmedades alérgicas
han sido implicadas una serie de sustancias mediadoras (71-73)
que incluyen histaminas, leucotrienos, factor activador de
plaquetas y prostaglandinas. Las células (74-76) que juegan un
papel mads importante en estos procesos alérgicos son
mastocitos, eosin6filos, bas6filos, neutréfilos y linfocitos
T.

Como una medida de la inhibicién de 1liberacién de
mediadores, se han estudiado una serie de compuestos por su
capacidad para bloquear la liberacién de histamina de baséfilos
humanos estimulados con anti-IgE. Este modelo de ensayo,
desarrollado por Lichtenstein y otros (77,78), ha sido empleado
en la avaluacidén de potenciales compuestos antialérgicos.

El PD144795 es un potencial agente antialégico por su
capacidad de inhibir la liberacidén de histamina de baséfilos
de donadores alérgicos estimulados con anti-IgE. Ademds, este
compuesto también inhibe el estallido respiratorio en
neutréfilos humanos, y la liberacién de mediadores en cortes

de tejido pulmonar humano estimulados con anti-IgE (79).

CALCINEURINA.
El nombre de calcineurina fue introducido en vista de las

ropiedades de unidén al calcio y su predominante distribucién



en tejido nervioso (80). Es la mds abundante proteina soluble
que se une a la calmodulina. Es una serina/treonina fosfatasa
estimulada por calmodulina en presencia de calcio y calmddulina
(81). La calcineurina al ser una fosfatasa es inhibida por
inhibidores de fosfatasas cldsicos, como son fluoruro de sodio,
fosfato inorganico y pirofosfato, todos actian en un rango
milimolar (82,83). Reactivos sulfidrilos como son Zn”, N-
Metilmaleimida, o0 organomercuriales, son también potentes
inhibidores (82-85). Sin embargo, inhibidores especificos de
la fosfatasas 1 no tienen efecto sobre la calcineurina, en esto
se basan Ingebritsen y Cohen (86,87) para clasificar 1la
calcineurina como una fosfatasa tipo 2. Por otra parte, la
estimulacién de la calcineurina por calmodulina y andlogos es
inhibida por fenotiazina, trifluoperazina (88-91), y otros
antagonistas de la calmodulina como calmidazolium, W-5 y W-7
(92,93).

Este enzima es un heterodimero complejo formado por una
subunidad catalitica de 60 KDa (Calcineurina A), y una
subunidad reguladora de 19 KDa (Calcineurina B), que tiene dos
dominios globulares de alta afinidad para el calcio flangueada
por una larga cadena C-terminal. Cada dominio contiene dos
secuencias en forma da EF hand que unen calcio, por tanto es
capaz de unir 4 moles de calcio por molécula de proteina con
alta afinidad. Las dos subunidades se unen una a una, y esta
interacién no depende de la presencia de cationes divalentes
(80).

El sustrato in vitro de esta proteina es un miembro de la
familia de factores de transcripcién NFAT, el NFAT1 (nuclear

factor of activated T cells 1) previamente llamado*NFATp (94~



96), que juegan un importante papel en la transcripcién de
genes de citoquinas (IL-2) y otros genes durante la respuesta
immune. Este factor de transcripcién se encuentra en le
citoplasma en las células T, y es activado en respuesta a la
estimulacién con ionomicina, antigenos o anti-CD3. Esta
activacién se traduce en su defosforilacién por 1la
calcineurina, que promueve su traslocacién del citoplasma al
ndcleo produciéndose un aumento de su capacidad para unirse al
ADN, v de la transcripcién de genes de activacién de la célula
T (IL-2) (97). Estos cambios son dependientes de la
movilizacién del calcio, ya que son blogqueados por EGTA
(quelante del calcio), y él depender de la calcineurina son
bloqueados por immunosupresores como CsA y FK506 (98). El NFATp
forma un complejo con las proteinas Fos y Jun en el nicleo de
las células T activadas (99,94). Este complejo presenta la
misma especificidad en su unién al ADN que el NFAT1 solo (95).
Recientemente se ha visto que el NFATI1 éuede ser activado, ¥y
niveles significativos de IL-2 pueden ser producidos por un
camino de seflales resistente a la CsA, por el CD28 (100).

En el caso de la activacién del NFAT, por la estimulacidén
del TCR después de muchas horas, la mayoria del NFAT en la
célula vuelve a su forma original fosforilada y reaparece en
el citoplasma, proceso que se correlaciona con la disminucién
de los niveles de calcio intracelular, debido a un mecanismo
feedback disparado por el TCR (96). La desactivacién del NFAT,
es facilitada por PMA e inhibidores de la entrada de calcio.

Otros sustratos de la calcineurina como son: DARPP-32 que
es una fosfoproteina regulada por AMPc (101), sinapsina-1 (102)

Y la proteina cinasa II estimulada por CaM, estos dos ultimos



son defosforilados mas lentamente. Otros sustratos son las
cadenas ligeras de miosina del misculo liso y esquelético, a-
subunidad de la fosforilasa cinasa del muisculo esquelético
(103) y la subunidad reguladora tipo II de la proteina cinasa
dependiente de AMPc tipo II de cerebro. También puede
defosforilar 1la pB-subunidad de 1la fosforilasa c¢inasa vy
histonas, pero los niveles son 100 y 10 veces mds bajos que con
la subunidad alfa de la fosforilasa cinasa (103). También puede
defosforilar sustratos no proteicos como son: el p-

nitrofenilfofato (104) y enoles fosfatos (105-107).



OBJETIVOS

Puesto que el benzotiofeno presenta similares propiedades
que la CsA y la calcineurina es la actividad enzimatica diana
para la CsA, el objetivo de este trabajo era investigar el
efecto del benzotiofeno sobre la actividad calcineurina.

El abordaje experimental se ha centrado en:

1.- Efecto del benzotiofeno sobre la actividad calcineurina en
células Jurkat intactas. Dependencia del tiempo y la
concentracion del benzotiofeno.

2.~ Efecto del benzotiofeno y la CsA sobre la actividdd”
calcineurina en extracto de linfocitos.

3.- Efecto del benzotiofeno sobre la calcineurina pura.

4.- Efecto del benzotiofeno sobre la actividad fosfata alcalina

en enzima purificado.



RESULTADOS



RESULTADOS

Puesto que el compromiso del TCR activa la transcripcién
del HIV mediada por LTR a través de un camino dependiente de
calcineurina (44-46) y vya que el benzotiofeno presenta
similares propiedades a la CsA, nosotros estudiamos el efecto
del benzotiofeno sobre la actividad de la calcineurina, la

actividad enzimatica diana para la CsA (48,49).

1. Inhibicién de la actividad calcineurina por el benzotiofeno
en células Jurkat.

En la figura 1 se ilustra un experimento en que ceélulas
Jurkat fueron incubadas durante 2h a 372C «con las
concentraciones indicadas de benzotiofeno. Después se lisaron
en un buffer de lisis hipoténico. Para medir la actividad
fosfatasa de la calcineurina se utilizé como sustrato, un
péptido sintético correspondiente al sitio de fosforilacién
sobre la subunidad RII de la proteina cinasa dependiente del
AMPc. Este péptido fue fosforilado como se indica en Material
y Métodos, con la subunidad catalitica de la proteina quinasa
dependiente de AMPc y ATP-yénl A continuacién se incubé durante
15 minutos a 309C, el péptido fosforilado junto con el lisado
de las células como fuente de calcineurina, en presencia de
500nM de &cido okadaico, un inhibidor de fosfatasas tipo 1 y
2A. El fosfato liberado fue aislado usando una columna de Dowex
AG 50W-x8, y luego cuantificado en un contador Beta. En la
figura 1 se muestra el efecto inhibidor del benzotiofeno sobre
la actividad fosfatasa de la calcineurina en células Jurkat.

Esta inhibicidén es mds pronunciada a concentraciones entre 0
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Fig 1. Curva dosis-efecto del benzotiofeno sobre la actividad
calcineurina en células Jurkat. Células Jurkat (6x10“ fueron
incubadas 2 horas a 37 QC con las concentraciones indicadas de
benzotiofeno. En el medio de incubacién libre de células se
mide la actividad lactato deshidrogenasa. Las células se lisan
Y en el lisado se mide la actividad calcineurina usando como
substrato un péptido sintético marcado con ATP—P”, como se

indica en Material y Métodos.



a 5 puM, llegando a ser casi total a una concentracién de
benzotiofeno de 20 uM. Por tanto, la incubacién de células
Jurkat con Dbenzotiofeno produce wuna inhibicién dosis
dependiente de la actividad fosfatasa de la calcineurina.

Para analizar la viabilidad de las células Jurkat tras la
incubacién durante 2 horas con diferentes concentraciones de
benzotiofeno, se midieron los valores de actividad lactato
deshidrogenasa (LDH) en el sobrenadante libre de células. En
la figura 1 se muestra que el benzotiofeno no disminuia la
actividad del enzima LDH, por tanto este compuesto no era
téxico para las células.

A continuacién se analizé la cinética de la inhibicién por
el benzotiofeno de la actividad fosfatasa de la calcineurina
en células Jurkat. La figura 2 presenta un experimento en que
células Jurkat fueron incubadas con una concentracién 10 uM de
benzotiofeno por los tiempos indicados. Después de lisar las
células con buffer de lisis hipotdénico, la medida de 1la
actividad foafatasa de la calcineurina se realizd siguiendo la
técnica descrita en la figura 1, usando como sustrato un
péptido marcado con ATP—P”. La figura 2 muestra dgque 1la
inhibicién de 1la actividad fosfatasa aumenta cuando se
incrementan los tiempos de incubacién de las células con el
benzotiofeno. Estos datos indican que la inhibicién de la
actividad foafatasa de la calcineurina por el benzotiofeno

depende del tiempo de incubacidn.

2. El1 benzotiofeno inhibe la actividad calcineurina, al igqual
que la CsA, en extractos de células.

La CsA, un metabolito bioldgico de un hongo, se ha usado
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Fig 2. Cinética de la inhibicién por el benzotiofeno de la
actividad calcineurina en células Jurkat. Células Jurkat
(6x105) fueron incubadas con 10 uM de benzotiofeno por los
tiempos indicados. Después se lisan y en el extracto obtenido
se mide la actividad calcineurina usando comc substrato un
péptido marcado con ATP-P32, como se indica en Material y

Métodos



ampliamente para prevenir el rechazo en los transplantes de
6rganos, es corrientemente el tratamiento de eleccién para
estas condiciones clinicas. Este efecto inmunosupresor es
apoyado por las observaciones de Borel y col. (108) de que esta
sustancia no es tdéxica para las células a concentraciones gque
blogquean completamente la activacién de las células T, y que
no bloquea la proliferacién de otros tipos de células. Esta
sustancia actda como una prodroga, ya que para que sea activa
debe unirse a una proteina intracelular llamada ciclofilina
(109). El complejo ciclosporina-ciclofolina es yva activo, y su
blanco principal es el enzima calcineurina en los linfocitos
inhibiendo a este enzima.

En los siguientes experimentos se muestra como al igual
que la Csa, el benzotiofeno también inhibe a la actividad
fosfatasa de la calcineurina en estractos de células. Los
estractos se obtuvieron por lisado de células Jurkat en un
buffer de lisis hipoténico. Antes de medir 1la actividad
foafatasa de la calcineurina, los estractos fueron incubados
durante 15 minutos con las concentraciones indicadas de
benzotiofeno y CsA. El ensayo se realizdé siguiendo la misma
técnica utilizada en los experimentos anteriores, usando como
sustrato un péptido sintético marcado con ATP-PY. En la figura
3 se muestra que tanto el benzotiofeno como la CsA inhiben la
actividad calcineurina en un estracto de linfocitos, y este
efecto es mayor cuanto mds alta es la concentracién de la CsA
o el benzotiofeno, por tanto es un efecto dosis dependiente.
Por otra parte, la CsA a igual concentracién de benzotiofeno
tiene un efecto inhibidor mayor sobre 1la actividad

calcineurina, esto sugiere que la capacidad de la CsA" para
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Fig 3. Efecto del benzotiofeno y la CsA sobre la actividad
calcineurina en extracto de 1linfocitos. Linfocitos humanos
fueron lisados en un buffer de lisis hipoténico. Los extractos
obtenidos fueron incubados durante 15 minutos con las
concentraciones indicadas de CsA y benzotiofeno. A continuacién
en el lisado se mide la actividad calcineurina usando como
substrato un péptido marcado con ATP—P”, como se indica en

Material y Métodos



inhibir la actividad fosfatasa de la calcineurina es mayor que

la del benzotiofeno.

3. Efecto del benzotiofeno sobre la calcineurina pura.

Antes de realizar los ensayos descritos anteriormente con
células, se hicieron una serie de experimentos para ver el
efecto del benzotiofeno sobre la actividad fosfatasa de la
calcineurina en enzima purificado. Para realizar estos ensayos
se utilizé una técnica espectrofotométrica, que es mads rapida
y sencilla pero menos sensible que la radioactiva. Esta técnica
utiliza como sustrato un compuesto fosforilado de naturaleza
no proteica, el ©paranitrofenilfosfato (PNPP), que al
defosforilarse da una sustancia de color amarillo gque se lee
a una longitud de onda de 420 nm. La figura 4 ilustra un
experimento en que 20 nM de calcineurina se incubaron a 379C
con 0.5 uM de calmodulina y cantidades crecientes de
benzotiofeno: 0.5 uyM, 1 uM, 2 pM v 3 uM, usando como sustrato
de la reaccidén el PNPP. Los resultados que se muestran en la
figura 4 se corresponden al incremento de absorvancia a los 45
minutos. Estos datos indican que el benzotiofeno inhibe la
actividad-calcineurina in vitro, siendo esta disminucién més
acusada entre 0.5 y 1 uM. Los resultados obtenidos en estos
experimentos nos sirvieron como base para realizar 1los
experimentos anteriormente descritos con un péptido marcado con

ATP-P3,

4. Efecto del benzotiofeno sobre la actividad fosfatasa

alcalina.

Con el objeto de analizar si la inhibicién por el
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Fig 4. Efecto del benzotiofeno sobre la calcineurina pura. 20nM
de calcineurina fue incubada a 37 QC con 0.5 uM de calmogdulina
en la presencia de diferentes concentraciones de benzotiofeno.
La reaccién se realizé usando como substrato el PBNPP, y la
absorbancia se mide a 420 nm. Los valores se corresponden al

incrementd& obtenido a los 45 minutos.



benzotiofeno era especifica de la calcineurina, se estudié el
efecto de este compuesto sobre la actividad fosfatasa alcalina
in vitro. La medida de la actividad fosfatasa alcalina se
realizé por el método espectrofotométrico que usa el PNPP como
sustrato. En la figura 5 se ilustra un experimento en el cual
120 pU de fosfatasa alcalina fueron incubados a 372C en
presencia o ausencia de 1 puM de benzotiofeno, junto con el
sustrato PNPP. La medida de absorbancia se realizé a los
tiempos indicados. La figura 5 muestra como 1los valores
obtenidos en presencia o ausencia del benzotiofeno son
similares. Estos resultados sugieren que el efecto inhibidor

del benzotiofeno es especifico de la calcineurina.

5. Medida de la actividad fosfatasa de la calcineurina con
Malachita Green.

Antes de wusar el método radioactivo para medir la
actividad fosfatasa de la calcineurina ensayamos un método
espectrofotométrico mads sensible que el del PNPP (detecta 50-4
pmol de fosfato). Este método se basa en que el Pi forma un
complejo estable con el molibdato (fosfomolibdato) y el
reactivo Malachita Green a pH 4cido. En la figura 6 se muestra
un ensayo en el cual linfocitos humanos fueron incubados
durante dos horas a 379C con 4 ng/ml de CsA, y diferentes
concentracionesvde benzotiofeno (2.5, 5 y 10 uM). Después de
lavar las células dos veces con PBS se lisaron en buffer de
lisis hipotdnico, y se centrifugaron 1 minuto a 12000 rpm, el
sobrenadante obtenido se pasa por una columna de Sephadex G-25
para eliminar el fosfato libre. A continuacién, el estracto se

incubé 15 minutos junto con un péptido sintético fosforilado,
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Fig 5. Efecto del benzotiofeno sobre la actividad fosfatasa
alcalina en enzima purificado. 120 uU de fosfatasa alcalina
fueron incubadas en presencia de PNPP, como substrato de 1la
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Fig 6. Medida de fosfato inorgdnico con Malachita Green: curva
patrén. Se mezcla 5 npl de una solucién diluida de KH,PO,
equivalentes a 50, 100, 20Q, 500 y 1000 pmoles de Pi, con 95
url de SO4H2 0.01 N y 150 nl de reactivo color Malachita Green.
Se incuba 10 minutos a temperatura ambiente, y se mide 1la

absorbancia en un lector de placas (MIOS-MERCK) a 630 nm.



como sustrato, vy 1 pM de &acido okadaico. Luego se afiadido el
reactivo color Malachita Green y se incubdé 15 minutos. La
absorbancia se leyé a 630 nm en un lector de placas. Los
valores obtenidos con los linfocitos estaban fuera del rango
de linealidad de la curva patrén (datos no mostrados) por tanto
este método no es lo suficientemente sensible para medir el
efecto de estas sustancias sobre 1los 1linfocitos, a las

concentraciones ensayadas.
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DISCUSION

Estudios previos han indicado que los benzotiofenos
presentan una gran cantidad de propiedades antiinflamatorias
(70) e inhiben 1la replicacién del virus tipo 1 de 1la
inmunodeficiencia humana. Se ha demostrado que el agente
imnmunosupresor CsA y el benzotiofeno-2-carboxamide,5-metoxi-3-
(1 metiletoxi)-,l-oxide (benzotiofeno) bloquean la unidén del
p53 y NFkB a la regién LTR del HIV-1 inducida por PHA, un
activador del receptor de las células T. Ademds, ambos agentes
también inhiben la induccién por PHA de la transcripcién
mediada por un fragmento de la regién LTR del HVI-1 que
contiene los sitios p53 y NFKB (56). Por tanto, como el
benzotiofeno presenta similares propiedades que la CsA y como
la actividad enzimatica diana de esta sustancia es 1la
calcineurina, nosotros estudiamos el efecto del benzotiofeno
sobre este enzima.

La incubacién de células Jurkat con benzotiofeno resulta
en una inhibicidén de la actividad fosfatasa de la calcineurina
dosis-dependiente (fig.l). Ademds, este efecto depende del
tiempo (fig.2). por otra parte, el benzotiofeno no disminuye
la actividad del enzima lactato deshidrogenasa (LDH) indicando
que este compuesto no es téxico para las células (fig.1l). El
benzotiofeno y la CsA también inhiben la actividad fosfatasa
de la calcineurina en eitractos de células (Fig.3) y del enzima
purificado (fig.4). Sin embargo, el benzotiofeno no afecta la
actividad fosfatasa alcalina (Fig.5) indicando que el efecto
de este compuesto es especifico sobre la calcineurina.

Por lo tanto, los resultados presentados en este estudio



demuestran que el blanco de la accién del benzotiofeno es la
misma actividad enzimatica que para la CsA, sugiriendo que la
inhibicién de la calcineurina es un mecanismo de accién comun
para ambas drogas, dque explica su similar efecto sobre la
actividad transcripcional de p53 y NFkB. Por otra parte, el
benzotiofeno tiene efectos adicionales sobre 1los primeros
hechos gue ocurren cuando se activa el TCR. Por ejemplo, bajas
concentraciones de benzotiofeno inducen un lento y continuo
aumento de los niveles de calcio intracelular en linfocitos T,
e inhiben la elevacién del calcio intracelular inducido por PHA
en estas células (observaciones ﬁo publicadas).

El efecto del benzotiofeno sobre la actividad calcineurina
ha sido también investigado por experimentos de sobreexpresioéon
de este enzima in vivo. Ha sido demostrado que 1la
sobreexpresién de calcineurina en células Jurkat le confiere
mas resistencia a los efectos de CsA y FK506 y aumentan la
transcripcién de NFAT y NFIL2A (50,51). Cotransfectando
121,+232 HIV-1] LTR CAT con pSRa-aCAM, un vector de expresién
PSRa que contiene una forma constitutivamente activa de 1la
calcineurina, en células Jurkat vy fibroblastos humanos
normales, se ha visto que la calcineurina induce la actividad
transcripional de este fragmento LTR del HIV en ambos tipos de
células. La incubacién de estas células con benzotiofeno inhibe
este efecto de la calcineurina de una forma dosis dependiente.

Por otra parte, como el benzotiofeno inhibe la actividad
transcripcional mediada por NFkf vy p53 se ha investigado si la
calcineurina estd involucrada en la regulacién de la actividad
transcripcional del NFkB y p53. Ha sido demostrado gque la

mutacidén de los sitios del NFkB y p53 anulan completamente la



induccién de la actividad de la regi6énm LTR del HIV por
calcineurina, indicando que la actividad transcripcional del
NFk y p53 pueden ser moduladas de una manera calcineurina
dependiente. Previamente, ha sido demostrado que inhibidores
de la calcineurina modulan la actividad transcripcional del
NFkB (110-113). Por otra parte, la activacién del p53 nos lleva
a la parada del crecimiento celular en la fase G1/S (114,115)
o la induccién de apoptédsis (116,117), de ese modo previene la
proliferacién de células dafiadas geneticamente (118). La
pérdida de la funcidén supresora del p53 a través de mutaciones
es un comin suceso en el desarrollo de una amplia variedad de
canceres humanos (119) y puede contribuir a un incremento en
el ninero de anormalidades genéticas (120,121). Por tanto, la
regulacién de la actividad transcripcional del p53 por 1la
calcineurina puede tener importantes implicaciones para las
funciones de regulacidén del crecimiento de las células por esta
proteina (122-124).

El mecanismo como la calcineurina puede regular 1la
actividad transcripcional del NFkB y p53 es desconocido. Una
clara relacién entre calcineurina b'4 la actividad
transcripcional solo ha sido demostrada para el NFAT. La
caicineurina directamente defosforila el NFAT y regula la
actividad transcripcional de este factor (125,126). Ha sido
denmostrado que ia calcineurina puede regular la interaccidn del
NFkB con su inhibidor Ikf. Se ha demostrado que la calcingurina
estimula al NFkB al incrementar la inactivacién del IkB/MAD3,
un inhibidor del NFKB, de ese modo se incrementa la capacidad
de unidén del MNFk( al ADN (110). Recientemente ha sido publicado

que TNFa y mitdégenos inducen una familia de cinasas llamada



SAPKs (stress activated protein kinases, revisada en 127).
Estas cinasas regulan la capacidad de muchos factores de
transcripcién, incluyendo c-jun y ATF2 (128), para transactivar
su ADN diana. Un miembro de esta familia de cinasas, la SAPK1
fosforila al p53 (129). Por otra parte, la actividad de esta
cinasa SAPK1 (130) es inhibida por la CsA, sugiriendo éue la
actividad SAPK puede ser regulada por calcineurina. Por lo que
una hipdétesis, es la existencia de un complejo camino de
sefiales en que la activaciéon de calcineurina y las cinasas
SAPKs pueden dar lugar a la fosforilacion del p53 y la
transactivacién de sus dianas genéticas gque activan la

proliferacidn.



III.B. LAS SENALES DE TRANSDUCCION A TRAVES DEL ANTIGENO

CD69 INVOLUCRA LA ACTIVACION DE LA PROTEINA CINASA P56ME



INTRODUCCION



INTRODUCCION

EL CD69.

El antigeno CD69 se identificé inicialmente, en estudios
con AcM anti-linfocito activado, como un antigeno de apariciodn
muy temprana trds la activacién de células T con ésferes de
forbol, por lo que fue denominado EAl1 ("early activation
antigen 1")(131). CD69 fue posteriormente identificado mediante
el AcM MLR3, y fue relacionado funcionalmente con la inhibicién
de la proliferacidén de linfocitos T, inducida con AcM anti-CD3
inmovilizados e interleucina 1, o células accesorias (132). De
nuevo, mediante el uso de un AcM, Leu-23, se demostrdé la
expresion del antigeno CD69 en células NK tras la activacién
con IL-2 y paralelamente a la adquisicién de la actividad
litica (133). La importancia funcional de esta molécula fué
reconocida en otro de los estudios iniciales con AcM anti-CD69,
donde la respuesta proliferativa de las‘células T estaba muy
aumentada al incluir los AcM anti-CD69, junto con activadores
policlonales como PMA, PHA, y AcM anti-CD3 (134). Con
posterioridad, otros grupos describieron similares efectos
funcionales con otros AcM anti-CD69 (135-137). Paralelamente,
se describié en ratén una molécula de caracteristicas homélogas
al CD69 humano, y a través de la cual también se estimulaba la
proliferacién de células T murinas en presencia de PMA (138).

El CD69 es una glicoproteina compuesta de dos cadenas
polipeptidicas de 33 y 27 KDa (en condiciones no reductoras
aparece como una sola cadena de 60 Kd) unidas por puentes
disulfuros intercatenarios, las cuales estdn constitutivamente

fosforiladas. Estas cadenas se forman tras una glicosilacién



diferencial de un esqueleto polipeptidico de 24 Kd mediante la
adicién de oligosacdridos unidos en N- de tipo complejo, esta
glicosilacién no es necesaria para su transporte ni expresién
en la membrana (139).

La molécula CD69 no se detecta sobre la superficie de las
células‘ en linfocitos T en reposo. Sin embargo, tras 1la
activacién con PMA se induce ridpidamente su expresién, pudiendo
ser detectada a los 30 min, y que después de 1 h se expresa en
un 85-90% de la superficie de las células (131). La expresion
de CD69 en PBL puede inducirse a través de varios estimulos
como ésteres de forbol, lectinas mitogénicas, o AcM anti-CD3,
pero no por el iondéforo de ca’* a23187 (134). Ademds también se
induce por anticuerpo CD28 y choque térmico (140). La expresiodn
de este antigeno precede a la de otras moléculas de activacidn
temprana como 4F2 o la cadena alfa del receptor de la IL-2
(CD25) (134). La expresién de esta molécula requiere de 1la
sintesis activa de mRNA y proteinas (131,141,142) y depende de
la activacién de la PKC, como lo demuestra su induccién con
dioctanoilglicerol, un andlogo sintético del diacilglicerol,
el activador fisioldégico de la PKC, o su blogqueo con H7, un
inhibidor de PKC (141,143). Ademas de expresarse en células T
activadas se expresa constitutivamente en una subpoblacidén de
timocitos (CD3 bnﬂt) y en plaquetas (144,145), y su expresioén
es inducible en células B, neutrd6filos y eosinéfilos
(136,146,147).

La molécula CD69 funciona como un receptor que transmite
sefiales de activacidén en distintos tipos de células. Una vez
que CD69 es expresado en la superficie de los PBL tras la

estimulacién con dosis submitogénicas de PMA, la unién de los



AcM anti-CD69 induce la sintesis de IL-2, la expresién del
receptor de IL-2, y una fuerte respuesta proliferativa (134).
La expresién del complejo CD3/TCR en superficie, y la
activacidén simultidnea de la PKC son necesarias para la inducién
de la respuesta proliferativa por los AcM anti-CD69 (141,148).
La estimulacién de la expresiétn de los genes de la IL-2, del
IFN-gamma, del TNF-alfa y del proto-oncogén c-fos también es
inducida a través de CD69 (137,149,150). El1 entrecruzamiento
de la molécula CD69 induce una elevacién prolongada en la
concentracién de Ca“, que podria ser la sefial implicada en la
activacién celular (135,142). Ademas se ha descrito 1la
asociacién de CD69 con una proteina que une GTP (140).
Asimismo, CD69 también actia como una molécula transductora de
seflales en células NK y en plaquetas, induciendo la lisis
redirigida de células diana por parte de células NK activadas
con IL-2, y la agregacidén plaquetaria, acompafiada de entrada
de Ca“, e hidrdlisis de &cido araquidénico mediada por 1la
fosfolipaga A; en plagquetas (145,151,152).

La funcidén de CD69 sigue todavia sin determinar, pero tras
el clonaje del cDNA que codifica la molécula, se han abierto
nuevas expectativas de que CD69 sea un receptor celular, y se
ha iniciado la bisqueda del supuesto ligando. En este sentido,
la comparacién de la secuencia de aa de CD69 con otras
secuencias conocidas, indica que CD69 muestra homologia con
proteinas de una superfamilia que se caracteriza por presentar
un dominio de lectina animal dependiente de Ca2+ (tipo C), ¥ que
también poseen una orientacién en la membrana de tipo II (153).
Esta superfamilia incluye la familia de genes que codifican los

antigenos NKG2 humano, NKR-P1 de rata y ratén, y Ly49 de ratédn,



que se expresan de forma preferente en células NK y en algunos
clones de células T (154,155). Los antigenos de las familias
NKR-P1 y Ly49 también forman homodimeros unidos por puentes
disulfuro, y estén implicados en la funcién de las células NK.
Se cree que estos antigenos pueden mediar el reconocimiento de
la célula NK (155).

El antigeno CD69 comparte caracteristicas funcionales con
estos receptores NK especificos (133,151), aunque se expresa
de forma inducible en wuna gran variedad de <células
hematopoyéticas. Los efectos agonistas de los AcM anti-CD69
humano y de ratén en la estimulacién de la 1lisis celular
redirigida de células NK activadas con IL-2 es similar a 1lo
descrito para los AcM anti-NKR-P1 de rata y de ratén (156,157).
Por otra parte, el gen que codifica el antigeno CD69 humano ha
sido mapeado en la regién distal del brazo corto del cromosoma
12, en las bandas pl3-pl2 (158,159). Los genes que codifican
los antigenos NKG2 también han sido localizados en este
cromosoma (160). En el ratén, los genes que codifican Ly49 y
NKR-P1 estan genéticamente unidos en la porcién distal del
brazo corto del cromosoma 6 de ratén, que es homdlogo al
cromosoma 12 humano (155). La existencia de un complejo
genético que codifica una familia de receptores con dominios
de lectina tipo C que se expresan en linfocitos T activados y
en células NK abre nuevas expectativas en términos de su
funcién y regulacién en el sistema immune.

Se postula que la funcién de los miembros de la familia
de lectinas de tipo C es la de receptores celulares, que en
principio participarian en el reconocimiento de carbohidratos.

Los ligandos de la mayoria son todavia desconocidos, aunque en



algunos de los casos en los que se conoce el ligando como CD23
Yy CD72 no se trata de carbohidratos. CD23 es el receptor de
baja afinidad de Fce, y recientemente se ha descrito su
interaccién con CD21 (161). CD69 tiene un patrén de expresidn
parecido a CD23, que se expresa en células B, y es inducible
en monocitos, macréfagos y células T, y también induce 1la
proliferacién de células linfoides. CD72/Lyb-2 es una proteina
que sSe expresa en células B y gque también induce su
proliferacién (162). Estudios recientes muestran que CD72 es
el ligando de CD5 que se expresa en todas las células T maduras
y media seflales de co-estimulacién. Otro miembro de esta
familia del que se conoce el ligando es el receptor hepatico
de asialoglicoproteinas, que participa en el aclaramiento

plasmatico de glicoproteinas (163).

P56'f, PRODUCTO DEL PROTOONCOGEN LCK.

El p56!% es una proteina con actividad tirosina cinasa de
la familia src gque mis abundantemente se expresa en los
linfocitos T (164,165). Es codificada por el protooncogen lck.
Esta proteina fue detectada por primera vez en la linea de
células T de linfoma LTSRA (166-168), el cual sobreespresa el
gen lck debido a la insercién de secuencias del promotor viral.
Primeramente el gen lck fue clonado y secuenciado de LSTRA y
murine timocitos (169), y mas tarde de linfocitos T humanos
(170,171).

El p56ICk no posee dominios extracelulares o]
transmembranales, de ese modo no puede interaccionar con
factores externos. Sin embargo, al igual que los demds miembros

de la familia de proteinas cinasas src, el p56lck estada asociado



a la membrana por su extremo N terminal, el cual se encuentra
unido covalentemente a un dcido miristico que estd anclado en
la membrana (166,172,173), donde se piensa que el p56ICk
potencialmente modifica y/o amplifica las sefiales de traduccién

como respuesta a estimulos de proliferacién y diferenciacién

(173).

PAPEL DEL P56/ EN LA ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS T.

El estimulo critico para iniciar el proceso de activacidn
de las células T a través del receptor especifico del antigeno,
es el contacto del antigeno con su receptor especifico en la
superficie de la célula T. Para que este contacto sea efectivo
el antigeno debe ser procesado por una célula presentadora de
antigeno (CPA), que lo presenta a la célula T en forma de
pequefios fragmentos peptidicos unidos a 1las moléculas
codificadas por los genes del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (174). El receptor para el antigeno
de la célula T (TCR) es un complejo compuesto de una serie de
subunidades proteicas que se asocian durante la maduracidén de
la células T y durante el reconocimiento del antigeno para
transmitir una sefial 6ptima de activacién. Asi, el complejo CD3
se asocia al heteredimero aB del TCR, conformado el médulo
responsable de la traduccidén de la sefial. Otro componente
asociado funcionalmente al TCR af son las moléculas
coreceptoras, CD4 6 CD8, de la célula T, que actian como
ligandos para las moléculas del MHC de clase II 6 I,
respectivamente. Finalmente, la molécula CD45, que es una
fosfatasa especifica de tirosina, parece que se asocia también

al TCR en determinadas situaciones, como las células T de



memoria, podria modular la traduccién de la sefial de activacidn
(175).

Esta activacion de linfocitos T por antigenos ©O
anticuerpos al receptor de antigeno (antigen receptor) induce
una multitud de cambios bioquimicos en las células estimuladas
(176). En primer lugar se produce un incremento de 1la
fosforilacién en tirosina de proteinas (177-181). Una de estas
proteinas es la fosfolipasa C, y esta modificacién podria ser
responsable del aumento de su actividad (182). La activacién
de la fosfolipasa C causa la hidrélisis del fosfatidilinositol
4,5 bifosfato (PIPZ), dando luga; a la formacién de inositol
1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol. Estos segundos
mensajeros son responsables de los aumentos en la concentracidén
de Ca.z+ Yy en la actividad de la proteina cinasa C (PKC),
respectivamente. Estas sefiales bioquimicas tempranas
(activacidén de PTKs y PKC, y aumentos en el cat? intracelular)
son traducidas al nticleo a través de una serie de
intermediarios. Finalmente, estas sefiales actdan de forma
sinérgica induciendo la activacién de los factores
transactivadores que se necesitan para la transcripcién del gen
de la IL-2, que de forma autocrina, a través de su receptor
homélogo, induce la proliferacién clonal de la célula T (183).
Como hemos dicho todos estos cambios son disparados por el
aumento de fosforilacién de proteinas en tirosina, por tanto,
como ninguna de las subunidades del receptor del antigeno de
las células T poseen actividad tirosina cinasa intrinseca (184)
necesitan la interaccién con proteinas tirosinas cinasas de
citoplasma. Hay estudios que implican a 4 tirosinas cinasas

citoplasmdaticas en la activacién de las células T: la lck y fyn



cinasas, las cuales son miembros de la familia de tirosinas
cinasa src, v Syk y ZAP-70 de la familia de tirosinas cinasas
syk.

La activacion de las células T depende de la presencia de
lck. Esto ha sido puesto de manifiesto por la introduccidén de
lck en una variante de células Jurkat humanas no sensibles
(180) v la linea de células T murina CTLL-2 (181) las cuales
habian perdido 1la expresion de 1lck endogeno. Por la
transferencia del lck se restaura la capacidad de estas células
para responder a seflales a través del antigeno y exhibir
actividad citosdlica, respectivamente.

Aunque es probable que las proteinas p56ICk participen en
la activacioén de células T, fosforilando sustratos
polipeptidicos (185), hay un ejemplo de una linea de células
que se hace sensible a la estimulacién a través del receptor

del antigeno por un fragmento no catalitico del p56lck (186).

CONEXION DEL P56 CON OTRAS MOLECULAS, CD4/CDS.

Las moléculas CD4 Y CcD8 son glicoproteinas
transmembranales expresadas por funcionalmente distintos
subtipos de las células T maduras y por una gran parte de
timocitos inmaduros. Ambas moléculas, que se asocian
fisicamente al TCR cuando las células T se activan por el
antigeno (187), son miembros de 1la superfamilia de las
inmunoglobulinas, difiriendo considerablemente en su primera
secuencia (188,189). Mientras CD4 es aparentemente un monémero,
CD8 puede existir como un aa homodimeros o aff heterodimeros.
Tanto una como otra se unen a regiones monomérficas de

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC),



clase II en el caso del CD4 y clase I el CD8 (190,191).

Estds dos glicoproteinas tienen funciones similares en la
activacidén de las células T. Sirven como moléculas de adhesidn
debido a su afinidad especifica por las moléculas del MHC
(190,191) como hemos dicho antes, estabilizando la unidén entre
la célula T con la célula presentadora del antigeno (APC) (192-
194). Ademéds, pueden transducir sefiales o facilitar 1la
transduccién de la sefial mediada por el complejo TCR al unirse
a las moléculas del MHC, promoviendo por 1lo tanto las
respuestas funcionales posteriores de las células T. Por otra
parte, tanto el CD4 como el CD8 juegan un importante papel en
la seleccidén del repertorio de receptores en las células T en
el timo (195-197). También se conoce que el p56lck esta asociado
fisicamente con el dominio citoplasmdtico de las moléculas CD4
y CD8 en las células T (198,199). Por lo tanto, esta proteina
podria jugar un importante papel en estos procesos especificos
de los linfocitos T (200). Este hecho sehapoya en estudios de
transfeccién que utilizan formas mutantes de la molécula CD4
con colas citoplasmidticas alterada indicando que la unién de
lck al CD4 puede ser necesario para una activacién completa de

la célula T (201,202).

PAPEL REGULADOR DEL CD45 SOBRE LA ACTIVIDAD DEL P56MK.

El p56'" como los demids miembros de la familia de
proteinas cinasas src, estd formada por un unico dominio NH,,
un conservado dominio de unién SH2/SH3 y un dominio catalitico
carboxilo terminal, con una tirosina autofosforilada y una
tirosina reguladora, Tyr- 394 y 505, respectivamente (203).

Cuando ‘el residuo de tirosina Tyr-505 se encuentra fosforilado



la actividad cinasa estd inhibida (204). Ha sido demostrado que
el p56ICk estd asociado fisicamente con la molécula CD45
(también llamada T200) 6 antigeno comin leucocitario (205), que
es la mas abundante tirosina fosfatasa encontrada en todas las
células hematopoyéticas nucleadas (206,207). De forma que el
CD45 al defosforilar el residuo de tirosina Tyr-505 de la
proteina p56“kla activa (208), participando en la transduccién
de sefiales mediadas por el TCR. Exactamente como interviene el
p56ICk en los caminos de sefiales mediados por el TCR no estéa
claro, como recientes datos indican que esta defosforilacién
no necesariamente nos lleva a un incremento en la actividad
cinasa (209). La defosforilacién de estas cinasas puede también
resultar en la liberacién de la tirosina carboxi terminal del
dominio SH2 intramolecular, lo cual permitiria la unidén al
dominio SH2 desocupado de otras proteinas fosforiladas en
tirosina. Por lo tanto el CD45 puede regular las interacciones
con el dominio SH2 del p56ICk que pudierdn ser cruciales en la
mediacién de las seflales inducidas por el TCR. De acuerdo con
este modelo es la demostracién que el dominio SH2 del p56ICk
también juega un importante papel en la activacidén de las

células T (210).



OBJETIVOS.

Las sefiales de transduccidén implicadas en la activacién
celular a través del antigeno CD69 son mal conocidas. Debido
al papel central del p561Ck en la activacién de las células T,
el objetivo de este trabajo era investigar si la fosforilacién
en tirosina del p56ICk participa en la cascada de sefiales que se
desencadenan al estimular el receptor CD69 con un AcM anti-
CD69.

El abordaje experimental se ha centrado en:

1.- Dependencia del tiempo y la concentracién de AcM anti-CD69

de la fosforilacidén en tirosina del p56lck inducida por el AcM

anti-CD69.
2.~ Requerimiento de calcio para dicha fosforilacidn.
3.- Influencia de la CsA sobre la fosforilacidén en tirosina

del p56!% inducida por el AcM anti-CD69.

4.- Efecto de inhibidores de tirosina fosfatasas/cinasas sobre
la fosforilacidén en tirosina del psskk: PhAsO y genisteina.
5.- Intervencidén del AMPc en la fosforilacién en tirosina del
psskk.

6.- Determinar la asociacién del CD69 con la proteina pssuk.



RESULTADOS



RESULTADOS

1. Fosforilacién de la proteina pSGI‘cx inducida por el AcM anti-
CD69.

Como antes se ha indicado el p56ICk desempefia un papel
crucial en el proceso de activacién de los linfocitos T
(180,181). Esta proteina estid regulada de forma negativa por
una tirosina fosfatasa, el CD45, la cual al desfosforilar el
residuo Tyr-505 del p56ICk lleva a la activacién de esta
proteina (208). La fosforilacién en tirosina, que se produce
en el residuo de tirosina Tyr-394 (211,212) de la proteina
p56lck es una etapa previa en la activacién y fosforilacién
consiguiente de otras proteinas situadas dowsntream (corriente
abajo) en la via de las sefiales de transduccién (112,113).

Asi mismo, también se ha sefialado que el activador
fisioldégico de la proteina de membrana conocida como CD69 auln
no esta identificado. Asi pues, si enfrentamos a unas células
con anticuerpos especificos para una proteina determinada de
su superficie podemos simular, una situacién en la cual a las
células "se les engafia”, y pone en marcha unos mecanismos
similares a lo que haria la molécula fisioldégica (214,215).
Nuestro interés fue investigar las sefiales de trasduccién
implicadas en el proceso de activacién a través del CD69.

En la figura 1A (lineas 1-4), se ilustra un experimento
en el cual células Jurkat (linfomas de células T) se incubaron
con AcM anti-CD69 a diferentes concentraciones. Después de
lisar las células y realizar SDS~-PAGE, el inmunoblot se hizo
con AcM anti-PY. En la figura 1A (lineas 1-4) se muestra que

en ausencia o a bajas concentraciones de- AcM anti-CD69 no



existe sefial de fosforilacién en tirosina del p56kk. Sin
embargo, a dosis mayores (20 y 60 ng por ml) se detecta una
clara sefial de fosforilacién en tirosina.

Ocasionalmente, se ha observado en algunas preparaciones
celulares una fosforilacién del p56kken ausencia del AcM anti-
CD69. La adicidén posterior del anticuerpo produjo un ligero
incremento en 1la fosforilacién en tirosina. No tenemos
explicacién para interpretar esta activacién inespecifica en
células teoricamente en reposo. Este echo ha sido previamente
observado por otros investigadores (216).

Es de sefilalar que la expresién constitutiva de CD69 en
celulas en reposo es del orden del 10% (217). Este pequefio
valor parece ser suficiente para inducir una fosforilacidén en
tirosina del p56kk. En experimentos previos observamos gque
cuando las células se activan con PHA durante 24 horas y se
incuban posteriormente con AcM anti-CD69, no se detectd ningln
incremento debido a que células sin AcM anti-CD69 tenian ya un
p56/°% altamente fosforilado.

En este sentido se incubaron células con 100 nM de PMA 2
horas con el fin de analizar si la activacién de la proteina
cinasa C actua de forma sinérgica con el AcM anti-CD69. En la
figura 1A se demuestra que no se observaban diferencias entre
las células preincubadas con PMA y las que no se preincubaron.

La figura 1B ilustra la presencia del p56ICk en nuestras
preparaciones. Tanto en ausencia como en presencia de altas
concentraciones de AcM anti-CD69, cantidades similares de p56ICk
estaban presentes. Es interesante sefialar un fendmeno
previamente ya descrito (211) del desdoblamiento del p56ICk en

dos bandas cuando las células se estimulan con PMA. En algunas
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Fig 1. Fosforilacidn de la proteina p56lck inducida por el AcM
anti CD69. Células Jurkat (4x105) fueron‘preincubadas solas o
con 100 nM de PMA durante 2 horas a 37 9C. Después las células
fueron incubadas con las dosis indicadas de AcM anti CD&9
durante un minuto a 37 OC. Entonces fueron lisadas y la
fosforilacidn en tirosina del pt’:timk (A) ¥y la expresion del
p56”k, fueron analizadas por inmunoblot con AcM anti PY o

anticuerpoc anti pss“k, respectivamente.



preparaciones celulares se observé un similar desdoblamiento
del p56!% en dos bandas.

En los siguientes experimentos se analizd la cinética de
fosforilacién en tirosina del p56ICk trds la incubacién con una
sola concentracién de AcM anti-CD69 (60 pg/ml). La figura 2A
muestra un inmunoblot con AcM anti-PY de células Jurkat en el
que se observa un incremento de la fosforilacién en tirosina
del pSGI“ con respecto al tiempo, siendo mdaxima a 1los 15
minutos.

Posteriormente la membrana fue sometida a un proceso de
"stripping" para eliminar el AcM anti-PY unido a las
proteinas, y se realizdé el immunoblot con el anti pSGRk (Fig.
2B) donde se muestra que los cambios en la fosforilacidén del
p56ICk no se deben a modificaciones en la cantidad de esta
proteina a través del tiempo.

Con el fin de analizar la especificidad celular de la
fosforilacién en tirosina del p56ICk estudiamos la cinética de
la fosforilacion de esta proteina en PBL obtenidos de sangre
de donadores sanos (Fig. 2C). Para ello 1las células se
incubaron con una sola cantidad de AcM anti-CD69 (60 ng/ml)
durante los tiempos que se indican. Se observdé un aumento de
la fosforilacidén en tirosina del pSGh* gue es maxima a los 15-
30 minutos, para empezar a decrecer con 1 hora de incubacién
hasta ser practicamente nula a las 20 horas de incubaciédn.

Después de eliminar los AcM anti-PY wunidos a las
proteinas, se hizo el inmunoblot con anti p56le comprobando
nuevamente que los cambios en la fosforilacién en tirosina del
p56ICk no se debian a diferencias en la cantidad del p56lck a

través del tiempo (Fig. 2D).
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Fig 2. Cinética de la fosforilaciéon en tirosina del p56]°"
inducida por AcM anti CD69. Células Jurkat (4x10%) (A,B) o
linfocitos humanos (C,D) fueron incubados con 60 ug/ml de AcM
anti CD69, por los tiempos indicados. Entonces las células
fueron lisadas y analizadas por inmunoblot con AcM anti PY

(A,C) o anticuerpo anti p56'° (B,D).



Previamente se ha demostrado que el anti-CD69 (134) por
si mismo cuando se une a linfocitos humanos no tiene capacidad
proliferativa, ya que requiere la presencia simultanea de PMA.
Ello sugiere que la sefial inducidad por el anti-CD69 sobre la
fosforilacién del p56ICk es un requerimiento necesario pero no

suficiente para inducir la proliferacién de los linfocitos T.

2. Requerimiento de calcio para la fosforilacién en tirosina
del p56"F inducida por el AcM anti-CD69.

Ha sido demostrado que la presencia de AcM anti-CD69
promueve el incremento de calcio intracelular en linfocitos T
(142). Posteriormente nuestro grupo ha estudiado el mismo
efecto sobre timocitos para ver si respondian de igual manera
que las células maduras, observandose un aumento del calcio
intracelular al estimular con AcM anti-CD69 (218).

En la figura 3 se ilustra como el calcio afecta a 1la
fosforilacién en tirosina del p56kk. Para ello se incubaron
células Jurkat con diferentes concentraciones de AcM anti-CD69
durante 5 minutos. Previamente a la estimulacién con
anticuerpo, algunas fracciones celulares se incubaron 30
minutos a 372C en medio KRB sin calcio y suplementado con EGTA
5 mM, con el objeto de deplecionar el calcio intracelular. Se
observé que cuando al disminuir 1los niveles de calcio
intracelular la fosforilacidén en tirosina del p56ICk inducida
por el AcM anti-CD69 disminuye (Fig. 3). Esto sugiere que la
fosforilacién del p56lck requiere la presencia de calcio.

Asi mismo, el incremento observado previamente en los
niveles de calcio intracelular podria tener una funcién

bioquimica como un requerimiento para la fosforilacién del -
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Fig 3. Requerimiento de calcio para 1la fosforilacion en
tirosina del p56“:k inducida por AcM anti CD69. Células Jurkat
(4x106) fueron preincubadas o no con 5 mM de EGTA 30 minutos a
37 OC. Después las células fueron incubadas con las dosis de
AcM anti CD69 que se indican, durante 5 minutos a 37 QC.
Entonces se lisaron y se analizaron por inmuncblot con AcM anti

PY.



pslek.

3. Efecto de la CsA sobre la fosforilaciéon en tirosina del
p56% inducida por el AcM anti-CD69.

Se ha demostrado que la CsA inhibe la expresién del CD69
de una forma dependiente de su concentracién, cuando PHA fue
usada como estimulo, sin embargo no tiene efecto cuando las
células fueron estimuladas con mezereina (219).

En la figura 4 se muestra el efecto de la CsA sobre la
fosforilacién en tirosina del p56lck inducida por el AcM anti -
CD69. En el experimento que se presenta células Jurkat fueron
preincubadas con 3 ug/ml de CsA por 30 minutos a 379C, antes
de ser estimuladas con diferentes concentraciones de AcM anti-
CD69 por 5 minutos. Después se lisaron las células y se realizé
el inmunoblot con AcM anti-PY.

En la figura 4 se muestra que la CsA inhibia la
fosforilacién en tirosina del p56kk. Esta disminucién depende
de la concentracién de AcM anti-CD69 que hemos usado.

Es de sefialar, que a la concentracién mds alta de AcM
anti-CD69 usada, la CsA carecia de efecto. Esto sugiere que
ambos agentes (CsA y AcM anti-CD69) actlan sobre una misma

molécula(s) o mecanismos bioquimicos de una manera competitiva.

4. Efecto de inhibidores de fosfatasas/cinasas sobre 1la
fosforilacién del p56ch inducida por AcM anti-CD69.

Por otra parte nosotros también hemos estuiado si la
inhibicién de PTP y PTK podian modificar la respuesta al CD69,
usando fenil arsine oxide (PhAsO) como un inhibidor de tirosina

cinasas. Un estricto control sobre los niveles de
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Fig 4. Inhibicidn por 1a CsA de la fosforilacidn en tirosina
del p56'%" inducida por AcM anti CD69. Células Jurkat (4x10%)
fueron preincubadas con 3 pg/ml de CsA 36 minutos a 37 9C, vy
luego fueron incubadas con diferentes dosis de AcM anti CD&9
durante 5 minutos a 37 9C. Después las células se lisaron y se

analizaron por inmunobliot con AcM anti PY.



fosforilacibén, particularmente de residuos de tirosina, parece
ser necesario para el normal crecimiento de las células, puesto
que la sobreexpresién o mutacién de tirosinas cinasas enddgenas
a menudo nos conducen a una transformacién de las células
afectadas (220). El pretratamiento de células con PhAsO ha sido
mostrado que aumenta la recuperacidén de fosfotirosinas (221)
pero no tiene un efecto aparente sobre la actividad de dos
PTKs, 956lck y p591, en vitro (222). En la Fig.5 se ilustra los
efectos del PhAsO sobre la fosforilacidn en tirosipa inducida
por el AcM anti CD69 en 1linfocitos. las células fueron
pretratadas con 100 uM de PhAsO por 10 minutos. Después fueron
estimuladas con AcM anti CD69. Cuando las células se
preincubaron con PhAsO (Fig 5 (A), lineas 2 y 4) un fuerte
incremento en el conjunto de todas las fosfotirosinas fue
detectado. Esto estd de acuerdo con previos datos sobre
linfocitos (221). Sin embargo, no se detectdé un incremento
adicional de fosforilacién en tirosina del p56ICk cuando las
células fueron estimuladas con ambos agentes (Fig 5 (A) linea
4), presumiblemente debido a la méxima fosforilacién inducida
solo por PhAsO.

El efecto de la genisteina es mostrado en la fig 5 (B).
Es bien conocido que la genisteina inhibe la actividad cinasa
del 1;561"k purificado por inmunoafinidad de células T de sangre
periférica humana (223). Células T de sangre periférica fueron
preincubadas con 100 uM de genisteina por 30 min. Después
fueron estimuladas con AcM anti CD69. Nosotros observamos una
clara disminucién de la fosforilacién del p56lck cuando las
células fueron pretratadas con genisteina. Estos datos sugieren

que la fosforilacidn inducida por anti CD69 puede ser producida
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Fig 5. Efecto de inhibidores de fosfatasas/cinasas sobre la
fosforilacién del p56'% inducida por el AcM anti CD69. Células
Jurkat (4x105) fueron preincubadas con 100 uM de PhAsO 10
minutos (A) o con‘300 pM de‘genisteina (é) 30 minutos a 378C.
Después fueron incubadas con 5 ug/ml de anti CD69 5 minutos a
37 aC. Luego se lisaron y se analizaron por inmunoblot con anti
PY. Panel A: linea 1, no tratadas; linea 2, PhAsO; linea 3,
anti CD69; linea 4, PhAsO mas anti CD69. Panel B: linea 1, no
tratadas; linea 2, anti CD69; linea 3, genisteina mas anti

CD69.



por la autofosforilaciéon del p56ICk , lo cual es fuertemente
inhibida por genisteina. El mismo efecto ha sido descrito con

la proteina p56%f purificada (223).

5. Requerimiento de AMPc para la fosforilacién del p56ul
inducida por el AcM anti-CD69.

Con el objeto de investigar los factores que intervienen
en la fosforilacidén en tirosina del p561“, analizamos el efecto
de un aumento del AMPc intracelular sobre esta fosforilacién.
En la figura 6 se muestra un experimento en el cual células
Jurkat fueron incubadas con dibutiril AMPc, un compuesto que
por sus propiedades lipofilicas penetra con facilidad en el
interior de las células. Después fueron estimuladas 5 minutos
con AcM anti-CD69. En la figura 6 se muestra un ligero aumento
de fosforilacién en tirosina del p56ICk cuando estimulamos las
células con AcM anti-CD69 después de incubar con dibutiril AMPc
(linea 3). Es de sefialar que el AMPc por si solo produce un
aumento de la fosforilacién en tirosina del p56ICk (linea 2).
Estos datos indican que el AMPc al ser un efector alostérico
de proteinas cinasas, podria estimular la actividad cinasa del
p56ICk o de otras proteinas, que podrian intervenir en la

fosforilacién en tirosina del p56.°k.

6. Asociacidén del CD69 con la proteia pSGWx.

Los datos mostrados en experimentos anteriores nos indican
que un paso en la cascada de sefiales gque se pone en marcha
cuando las células se incuban con AcM anti-CD69, es la
fosforilacién en tirosina del p56“k. Con el objeto de analizar

la existencia de de una asociacién fisica entre el p56“k y el
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Ffig 6. Requerimiento de AMPc para 1a fosforilacidén en tirosina
del p56/% inducida por AcM anti CD69. Células Jurkat (4x10%)
fueron preincubadas con 2 mM de dibutiril AMPc 10 minutos a
372C, y luego fueron incubadas con 5 ug/ml de AcM anti CD69
durante 5 minutos a 37 OC. Después las células se iisaron y se
analizaron por inmunoblot con AcM anti PY. Linea 1: control,

Tinea 2: AMPc, v Tinea 3: AMPc mas anti CD69.
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Fig 7. Asociacién del CD69 con el p56'°f. Linfocitos humanos se
lisaron con tampdn 1 % Nonidet P40, y 72 ug del lisado celular
fueron inmunoprecipitados con AcM anti CD638. La asociacidn de
p56“k con CD69 fue analizada por inmunoblot con anti p56“k.
(B) Ensayo de actividad cinasa de inmunoprecipitados de

células Jurkat. Tiempo de exposicidén 10 dias.



antigeno CDh69, hicimos dos ensayos, uno de
coinmunoprecipitacién, y otro de actividad cinasa basdandonos
en el echo de que la proteina p56ICK es una tirosina cinasa
(164,165).

En la figura 7 analizamos esta asociacién. Lisados de
linfocitos humanos en reposo con detergente, fueron incubados
con AcM anti CD69, y los inmuno complejos fueron analizados por
cpoprecipitacién del p56ICk por immunoblotting con anti p56lck Y
por un ensayo de proteina cinasa, puesto que el p561‘:k es una
proteina cinasa. Nosotros encontramos que que la proteina p56ICk
coprecipita con el antigeno CD69, tanto en el ensayo de
coinmunoprecipitacién (Fig 7 (A)) como en el ensayo de proteina

cinasa (Fig 7 (B)). Previamente nosotros verificamos que el AcM

anti CD69 vy el anti p56ICk usados precipitan de lisados con

Gle

detergentes de 1linfocitos humanos la proteina p5 y el

antigeno CD69, respectivamente.
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DISCUSION

El tratamiento de linfocitos T con anticuerpos a proteinas
de la superficie de los linfocitos T ha sido demostrado que
imitan las interacciones de antigenos y células presentadoras
de antigeno con estas proteinas de superficie (214,215). El
compromiso del antigeno CD69 induce la proliferacién de los
linfocitos (134). En un intento para entender las sefiales de
transduccién lanzadas a través de la unién del CD69 con un
anticuerpo monoclonal anti CD69, nosotros investigamos la
posibilidad que el p561"k pudiera estar implicado. En el
presente trabajo nosotros mostramos evidencias de que la unidn
del CD69 con un AcM anti CD69 producia en PBL y células Jurkat
una rapida y dosis dependiente fosforilacidén del p56kk,
acompafiada por la aparicién de una forma modificada de la
proteina migrando aproximadamente a 60 KDa, designada como
p60kko (211). Ha sido previamente descrito que la reduccién en
la mobilidad electroforética de 56 KDa a una forma de 60 KDa,
con la aparicién de un doblete, es inducida por la unién del
TCR con anticuerpos solubles, por tratamiento con IL-2 y con
activadores de la PKC como el PMA. Por lo tanto, la capacidad
del AcM anti CD69 para inducir la la aparicién de un doblete
del p561“, mostrado en el presente trabajo debe ser relacionado
con la capacidad para actuar como una molécula de activacidn,
analogamente como los agentes citados anteriormente, y también
sugiere que la activacidén del p56lck es una seflal implicada en
el proceso iniciado por la unién del antigeno CD69 con un AcM
anti CD69. Otro parametro usado anteriormente para identificar

la activacién del p56% fue la fosforilacién en tirosina.



Nosotros mostramos evidencias que el tratamiento de linfocitos
de la sangre o células Jurkat con anti CD69 resultan en un
claro incremento en la fosforilacién en tirosina del p56ICk (Fig
1y 2). En la mayoria de nuestras preparaciones, ninguna sefial
de fosfotirosina en experimentos de inmunoblotting fue
detectado. Similares resultados fueron anteriormente descritos
para otros tipos de células en estado de reposo. Es interesante
hacer notar que, como se ha indicado antes, Tyr-505 se
fosforila mds que la Tyr-394 en linfocitos de ‘la sangre y
células Jurkat no tratadas, sin embargo Tyr-505 no es detectada
por anticuerpos especificos antifosfotirosina. Una similar
ausencia de sefial de fosfotirosina fue descrita en células CEM
y RAMOS no tratadas. Sin embargo en otros casos, cuando el
p56h* ha sido inmunoprecipitado previamente a su deteccidén por
inmunoblotting, o en células LSTRA, las cuales sobreexpresan
la proteina psskk,tnlcierto grado de fosforilacién en tirosina
fue detectado en inmunoblotting en células en reposo, aunque
la fosforilacién de la Tyr-394 permanece baja. Nosotros no
tenemos una facil explicacidén para esta aparente contradiccién.
Es posible que la Tyr-505 esté localizada en una posicién
inaccesible a anticuerpos antifosfotirosina, y solo después de
diferentes tratamientos (ej: inmunoprecipitacién) la estructura
se abre.

El potencial requerimiento de Ca+2 para inducir 1la
fosforilacién del p56ICk fue investigado en células Jurkat en el
que se ha deplecionado los niveles de ca'’. En estas condiciones
una reduccién en la fosforilacién de1;p56lck fué detectada (Fig
3), apoyando la idea de que el Ca+2 intracelular es requerido

para activar algunas - no bien caracterizadas cinasas



responsables de la fosforilacién en tirosina del p56kk. Esta
necesidad de 1la presencia de Ca+2 intracelular para la
fosforilacién del p56!% inducida por el AcM anti CD69 podria,
ademas, estar relacionada al echo descrito anteriormente de que
la unién del AcM anti CD69 al CD69, una vez que es expresado
en la superficie de los linfocitos tras la estimulacién con
dosis submitogénicas de PMA, promueve el incremento de Ca+2
intracelular en linfocitos T, asi como la sintesis de IL-2, la
expresiéon del receptor de IL-2 y una fuerte respuesta
proliferativa (134).

Por otra parte hemos analizado el efecto de la CsA, un
inhibidor de la fosfatasa serina/treonina fosfatasa
calcineurina (109), sobre la fosforilacién que hemos observado
cuando estimulamos células Jurkat con AcM anti CD69, detectando
una disminucidén de ésta. Esto puede sugerir que este enzima
puede estar implicado en la fosforilacién observada.

Teoricamente, la activacién de 1la fosforilacidén en
tirosina puede ser conseguida por estimulacién de una tirosina
cinasa o por inhibicidén de la actividad de una fosfotirosina
fosfatasa. En este sentido investigamos el efecto del PhAsO,
un inhibidor de tirosina fosfatasa (222), y de la genisteina,
un inhibidor de proteinas tirosinas cinasas. En el primer caso
(Fig 5 (A)) observamos un fuerte aumento de proteinas
fosforiladas en tirosina, como ha sido descrito anteriormente
(221), cuando se incuban las células con PhAsO. La falta de
efecto sobre la fosforilacidén en tirosina del p56lck cuando
estimulamos con PhAsO y AcM anti CD69 puede ser debido a la
maxima fosforilacién inducida solo por el PhAsO. Por otra parte

se ha descrito anteriormente (223) que la genisteina inhibe la



actividad cinasa del p56ICk purificado por inmunoafinidad de
células T de sangre periférica humana y de la proteina p56lck
purificada, por lo que la fosforilacién inducida por el anti
CD69 pudiera ser producida por autofosforilacién del pSGRk.
En la dltima parte de este estudio se ha investigado la
posible unién fisica entre el antigeno CD69 y la proteina
pssh*, con ensayos de coprecipitacién y de actividad cinasa. La
unién observada podria ser similar a la descrita entre el
CDh4/CD8 y la proteina p56lck (198,199). Por tanto en nuestro
caso, al igual que en el descrito anteriormente, el p56ICk

podria transducir las sefiales de fosforilacién en tirosina

disparadas por CD69 durante la estimulacidén del antigeno.



III.C. LABILIDAD DE LA UNION DE LA CALMODULINA A MEMBRANAS:
EVIDENCIAS DE SU SEPARACION DE LA MEMBRANA DURANTE LOS

PROCESOS DE INMUNOBLOTTING



INTRODUCCION



INTRODUCCION

CALMODULINA.

Kakiuchi y col. y Cheung (223 y 224) descubrieron
independientemente una proteina termoestable de cerebro
activadora de la fosfodiesterasa de nucleodtidos ciclicos. Dos
afios mas tarde Wolf y Siegel (225) purificaron una proteina que
se unia al calcio de cerebro de bovino. Weisenberg (226)
encontré que los microtibulos eran estabilizados por
concentraciones micromolares de calcio, y Bond y Clough (227)
observaron que una fraccién soluble de hemolisados estimulaban
la actividad de Ca“-MgB—ATP—asas de las células rojas de la
sangre. Pier y col. (228) descubrieron que una cadena ligera
de una cinasa especifica de miosina de misculo esquelético era
dependiente de calcio para su éptima actividad. Ahora se conoce
que todos estos procesos estdn regulados por la misma proteina
unida al calcio. Al ser una proteina que modula la actividad
de enzimas por una manera calcio dependiente, esta proteina es
conocida como Calmodulina. Anteriormente se han referido ha
ella como proteina activadora, prteina moduladora y proteina
reguladora dependiente de calcio (CDR).

La CaM es una proteina que se encuentra en casi todas las
células eucariotas, la mayor parte en forma soluble. También
ha sido encontrada en extractos de tejidos de invertebrados
(229), en plantas (230~-233) y un hongo (234). Es una proteina
pequefia de 17.000 KDa, estable a &4cidos y al calor. La
secuencia de aminoacidos ha sido conservada, casi
perfectamente, a través de la evolucién. Debido al mayor niumero

de residuos .Acidos que bédsicos. La CaM posee un bajo punto



isoeléctrico (235,236).

Teo & Wang (237) demostraron por primera vez la unidén de
la CaM al calcio. Estudios posteriores indican que la proteina
une 4 calcios por molécula de calmodulina con una alta
afinidad, en el rango uM. Con la unién de calcio la calmodulina
sufre un gran cambio conformacional (238-241). Este cambio
conformacional es requerido por la calmodulina para regular
algunos de los sistemas de enzimas sobre los gque actuda:
regulador de degradacidén de nucledétidos ciclicos (243-244) por
su accién sobre la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos
(245-249), y la adenilato ciclasa (250); regulacién de la
mobilidad de las células, activando la cinasa miosina (251,252)
y estimulando el desamblaje de los microtibulos, que son unos
componentes del citoesqueleto de las células (226); regulacién
de caminos metabdlicos (253,254) y regulacién de flujo de
calcio a través de la bomba de Ca"2 de la membrana (255,256) y

de la del reticulo sarcoplasmico (257,25é).



OBJETIVOS.

Puesto que han sido descritas dificultades en la deteccidn
de la calmodulina por inmunoblotting nosotros investigamos en
este trabajo una serie de técnicas para mejorar su deteccidn
con el objeto de medir los niveles de CaM bajo diferentes
patologias.

El abordaje experimental se ha centrado en:

1.- Analisis de la pérdida de calmodulina de la membrana en
immunoblotting por lavados.

2.- Deteccidn de la calmodulina usando la técnica del Dot-blot.
Andlisis de diferentes técnicas para la fijacién de la CaM a
la membrana.

3.- Andlisis de los niveles de calmodulina en tejidos mediante

la immunoprecipitacién de la calmodulina marcada con IHS.



RESULTADOS Y DISCUSION



RESULTADOS Y DISCUSION

Puesto que estamos interesados en investigar los niveles
de CaM bajo diferentes patologias, nosotros hemos seguido la
metodologia cladsica de blotting de extractos de células y CaM
purificada sobre membranas s6lidas, y la deteccién de la CaM
con el uso de un anticuerpo policlonal anti-CaM y un anticuerpo
anti-IgG conjugado con peroxidasa. Siguiendo este proceso,
nosotros sin embargo, no fuimos capaces de detectar ninguna
sefial sobre las membranas, ni por quimioluminiscencia ni con
técnicas colorimétricas. Dos posibilidades fueron consideradas:
(i) la ausencia de sefial fue debida a dificultades inherentes
a la produccidén de anticuerpos contra CaM, como previamente ha
sido sefialado (259), resultando en la ausencia o en un bajo
titulo de anticuerpo presente en el antisuero policlonal de
conejo, vy (ii) las propiedades hidrofdbicas de la CaM dificulta
su unidén a las membranas. Estos estudios fueron realizados para
analizar estas dos posibilidades. Algunas dificultades para
electrotransferir CaM a membranas han sido descritas
previamente (260,261). Sin embargo, usando un sistema semi-seco

para transferir la CaM no observamos tantos problemas.

l1.Purificacion de Calmodulina y de anticuerpo anti-CaM.

LLas propiedades hidrofébicas dependientes de Ca+2 de 1la
calmodulina sirven como base para su purificacién por
cromatografia de fenil-Sefarosa (262). La calmodulina fue
purificada de cerebro de cerdo. Después de hacer SDS-PAGE el
gel fue tefiido con nitrato de plata detectandose una sola

banda. Esta proteina fue conjugada a KLH e inyectada a conejos,



el suero obtenido fue sujeto a precipitacidén con 50% (w\v) de
(NH4MSOF El precipitado de proteinas obtenido fue disuelto en
PBS, vy se hizo una cromatografia sobre hidroxiapatito. Las
inmunoglobulinas fueron eluidas paso a paso con un gradiente
de concentracién de 50-600 mM de buffer fosfato pH 6.8. Las
fracciones eluidas a una concentracién 100 mM de buffer
fosfato, las cuales dan la maxima absorbancia a 280 nm, se

juntaron.

2.Pérdida de CaM de las membranas por lavado.

La figura 1 muestra la transferencia de CaM purificada a
membranas de nitrocelulosa después de SDS-PAGE. Un gel (A) fue
mantenido como control y dos geles (B y C) fueron
electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa por 5 y 16
min, respectivamente. CaM purifigada corre como una banda
simple en el gel (A), y después de 16 min de transferencia la
CaM no fue visible en el gel después de su tincién con azul de
Coomassie (C). Las membranas de nitrocelulosa, con la CaM
transferida, fueron no tratadas (D), o bloqueadas e incubadas
con anticuerpo policlonal anti-CaM y anti-IgG conjugado con
peroxidasa (E y F). Mientras en (D) una sefial de CaM fue
encontrada después de su tincién con Negro Amido, ninguna sefial
fue detectada en (E) y (F) después del revelado del anticuerpo
unido usando 4-cloro-l-naftol. Estos resultados evidencian la
labilidad de 1la wunién de 1la CaM a las membranas de
nitrocelulosa. Los mismos resultados fueron obtenidos cuando
se hizo el inmunoblot con membranas de PVDF, la proteina
también se perdia durante los procesos de lavado e incubacién.

Otras condiciones para la transferencia fueron también
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Fig. 1. Pérdida de 1a CaM transferida a nitrocelulosa después de
bloqueo e incubacidn con anticuerpo policional anti~CaM. Después
de la electroforesis de CaM purificada (40 pg) el gel fue partido
en tiras (A,B y C): (A) tefiida con azul de Coomassie, sin
transferir, transferidas a nitrocelulosa por 5 min (B) y 16 min
(C), respectivamente. Membrana después de una transferencia de
16 min y tefiida con Negro Amido (D), las membranas (E) v (F) que
proceden de transferir los geles (B) y (C) respectivamente,
fueron bloqueadas con 5% de BSA en TBST a pH 7.5 e incubadas con
un anticuerpo policlonal anti~CaM, seguido por inmunobloting con

anti-1gG-HRP, y tefiidas con 4-clioro-1-naftol.



ensayadas. Asi se encontré que el uso de condiciones &4cidas
(263) o la adicidén de 0.1 M ClNa al buffer de transferencia
(264) tampoco favorece 1la retencién de la CaM sobre las

membranas.

3. Analisis de la CaM por Dot-Blot.

Diferentes cantidades de CaM purificada fueron espoteadas
directamente sobre membranas de nitrocelulosa. Figura 2 muestra
que cuando las membranas fueron tefiidas con Negro Amido, sin
haber lavado la CaM fue claramente visualizada (Fig.2a). Sin
embargo, cuando las membranas fueron lavadas con TBST 5 min,
antes de ser tefiidas, la sefial fue menos evidente que en la
membrana no tratada (fig.2b). Este hecho estd de acuerdo con
las observaciones anteriores (fig.1l, E y F) de una pérdida
completa de la CaM de la membrana después de los procesos del
inmunoblotting. Ha sido demostrado que la detectabilidad de
péptidos después del inmunoblotting puede éer mejorada tratando
a la membrana con KOH o con glutaraldehido (265). De acuerdo
con estos datos, nosotros observamos que la fijacién de CaM con
KOH (Fig.2c) o con 0.2% (w/v) de glutaraldehido mejoraba la
retencién sobre la nitrocelulosa, aunque la sefial fue menos
intensa gque en las membrana no tratada.

En los siguientes experimentos (fig.3) un anticuerpo
policlonal anti-CaM fue afiadido directamente sobre la CaM
espoteada, después de seca la membrana, se afiadié un anti-IgG
conjugado con peroxidasa sobre el mismo spot. Los procesos
fueron seguidos por un rédpido lavado (30 segundos) con TBS para
eliminar los anticuerpos no unidos. Finalmente, las bandas de

CaM fueron reveladas con 4-cloro-l1-naftol (A) o por



Fig. 2. Dot-blot de CaM purificada en membrana de nitrocelulosa
Y tefiidas con Negro Amido. Una no fue lavada (a), y otras (b,c
y d) fueron lavadas en TBST durante 5 min. Previamente al lavado
las membranas fueron no tratadas (b) o tratadas con 1M de KOH (c)
o 0.2% de glutaraldehido (d) por 15 min. Deséués de secadas las

membranas se tifieron con Negro Amido por 3 minutos.



quimioluminiscencia (B). Usando ambos métodos, una clara seifial
se observé en las membranas no lavadas (fig.3 A-a vy B-a). Sin
embargo, una débil sefial o ninguna fue obtenida en las
membranas que habian sido lavadas 1 min (A-b) o 5 min (A-c ¥y
B-b) después de afiadir la CaM. En la membrana tratada con
glutaraldehido la CaM no fue detectada por tincién (A-d y B-c),
a pesar que la proteina fue parcialmente retenida en la
membrana. Esto sugiere una baja afinidad de la CaM por el 4-
cloro-l-naftol o alguna alteracién de las propiedades
antigénicas de la CaM después del tratamiento con
glutaraldehido, o ambos (266).

Hay evidencias que el tratamiento de proteinas con SDS
incrementa su capacidad de unién a 1las membranas de
nitrocelulosa (267). Siguiendo el método sugerido por estos
autores, la CaM fue tratada con diferentes concentraciones de
SDS (de 2.5 a 50 ug/ml) y hervida 2-3 min, con este tratamiento
no observamos un incremento de la retencién de la CaM sobre la
membrana (dato no mostrado). También se realizaron experimentos
para analizar la unidén de la CaM a membranas de PVDF por el
método del dot-blot, después de la succién de la proteina sobré
la membrana usando una bomba de vacio. Como se muestra en la
figura 4A la CaM fue visible en las membranas de PVDF no
lavadas después de la tincién con Negro Amido. Sin embargo, si
la membrana se lavaba durante 30 min solamente se detectaba una
débil sefial, y unicamente a las cantidades mds altas de CaM
(fig. 4B). Esto indica que la CaM se perdia también de las
membranas de PVDF después de los lavados, aungue menos que con
membranas de nitrocelulosa. Dado gque en experimentos de

inmunoblotting los pasos de incubacidén y lavado duran algunas
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Fig. 3. Dot-blot de CaM purificada en membrana de nitrocelulosa:
tratamiento con anticuerpo policlonal anti-CaM, y deteccidn con
4-cloro~-1-naftol (A) o quimioluminiscencia (B). CaM purificada
(3 pl conteniendo 9, 4.5 o 2.25 ng de proteina) fueron espoteados
sobre la membranas de nitrocelulosa. Panel A: (a) no lavada, (b)
lavada con TBST 1 min, (c) lavada con TBST 5 min y (d) fijada con
glutaraldehido y lavada después 5 min con TBST. Panel B: (a) no
lavada, (b) lavada con TBST 5 min vy (c) fijada con glutaraldehido
y lavada después 5 min con TBST. A continuacién de ser secadas,
se afiadié sobre la CaM espoteada, primero 3 pl de anticuerpo
anti-CaM (diluido 1:30 en TBST) y a continuacién 3 pl de anti-
IgG-HRP (diluido 1:5000 en TBST). Después de secarse se lavan
durante 30 segundos con TBS para eliminar los anticuerpos no
unidos. La deteccién se realizd por tincién con 4-cloro-i-naftol

(Panel A) o por quimioluminiscencia (Panel B).



Fig. 4. Dot-blot de CaM purificada en membranas de PVDF y tincidn
con Negro Amido. CaM purificada (9, 4.5 y 2.25 ug de proteinas
disueltas en 50 ul de PBS) fueron afiadidas a la membrana de PVDF
usando una bomba de vacio. (A) no lavada y (B) lavada en TBST 5

min. Después de secadas se tifieron con Negro Amido.



horas, estos resultados pueden explicar nuestras primeras
observaciones en que la CaM no fue detectada en ambos tipos de

membranas al final del inmunobloting.

4. Niveles de calmodulina tisulares.

Eritrocitos frescos fueron aislados de sangre de donadores
humanos sanos, y el higado fue obtenido de ratas Sprague-
Dawley. Los tejidos fueron homogeneizados en un buffer de lisis
compuesto de ClNa 300 mM, Tris-ClH 50 mM pH 7.6, EDTA 5 mM,
PMFS 2 mM, aprotinina 0.5 U/ml y 0.5 % (p/v) de octil-B-D-
glucopirandésido. Después de centrifugar 10 minutos a 12000 rpm,
los sobrenadantes fueron hervidos durante 5 minutos a 909C. Las
proteinas desnaturalizadas fueron eliminadas por centrifugacién
a 18000 rpm durante 15 minutos, recogiéndose el sobrenadante.

A continuacién, para analizar los niveles de CaM tisular
inmunoprecipitamos los sobrenadantes con nuestro anticuerpo
policlonal anti-CaM. La Figura 5 ilustra gque este anticuerpo
inmunoprecipita CaM purificada marcada con Ius, usando iodogen
(linea A, 45 pg y linea B, 30 ng de CaM). Este fue también el
caso de CaM inmunoprecipitada de sobrenadantes de higado ¥y
eritrocitos, marcados con 1% ysando cloramina T, (lineas C vy
D, respectivamente). En otros experimentos observamos que ambos
métodos de marcaje (Iodogen o cloramina T) dan los mismos
resultados (datos no mostrados).

La alta sefial residual encontrada en extractos de tejidos
cuando se usa un dot-blot, nos impidié usar este método para
analizar los niveles de CaM en tejidos. Cuando la CaM fue
mezclada con 1M de KOH o 0.02% de glutaraldehido, se incrementd

la retencidén de la proteina sobre la membrana de nitrocelulosa.
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Fig. 5. Immunoprecipitacién de CaM de hombgenados de tejidos
marcados con I, caM purificada (A) 45 ug y (B) 30 ng, y
extractos de higado (C) o de eritrocitos (D) fueron marcados con
118 con Iodogen (A,B) o con cloramina T (C,D). a continuacidn se
inmunoprecipité con un anticuerpo policlonal anti-CaM. Después

del SDS-PAGE el gel se sec6 y las proteinas fueron detectadas por

autoradiografia.



En previos reportajes (265,268) ha sido descrito que 1la
fijacién kcon glutaraldehido incrementa la sensibilidad del
inmunoblotting para proteinas de bajo peso molecular. Los
presentes datos muestran que esto no es un proceso aplicable
en cualquier momento, vya que en nuestro caso el tratamiento con'
glutaraldehido parece destrozar las propiedades antigénicas de
la CaM. Los datos presentados estidn de acuerdo con previas
observaciones sobre la pérdida de la CaM y otras pequeiias
proteinas de las membranas después de lavados (269). También
ha sido afirmado (261) que la adicién de 2 mM Ca"2 al buffer de
transferencia aumenta la deteccidén de la CaM transferida a
membranas de nitrocelulosa. En nuestro caso la presencia de
calcio no aumenta la retencidén de CaM sobre las membranas (dato
no mostrado). A pesar que la CaM es una ubicua y abundante
proteina en la célula, es a menudo descrita como una proteina
que da un seflal débil, cuando sus niveles tisulares son
analizados por inmunoblotting (236). Las observaciones

presentadas sugieren una explicacidén a la pérdida de la CaM de
la membrana durante los procesos asociados al inmunoblotting.
Ademds, los resultados presentados indican que la dificultad
para detectar CaM, usando inmunoblotting es probablemente
debido a la pérdida de CaM de la membrana dado la labilidad de
su unién, hay autores que no encuentran estos problemas (270).
En suma, los datos presentados sugieren que la
inmunoprecipitacién puede ser el método de eleccidédn para

estudiar los niveles tisulares de CaM.



IV. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1. La incubacién de células Jurkat con benzotiofeno resulta en
una inhibicién de la actividad fosfatasa de la calcineurina.
Ademds este efcto inhibidor depende de la dosis de benzotiofeno
Yy del tiempo de incubaciédn.

2. El1 Dbenzotiofeno no dismsnuye 1la actividad lactato
deshidrogenasa, indicando que este compuesto no es toxico para
las células.

3. E1 benzotiofeno, al igual que la CsA, inhibe la actividad
calcineurina en estractos de células, asi como del enzima
purificado.

4. El1 benzotiofeno no afecta la actividad fosfatas alcalina por
lo gue el efecto de este compuesto es especifico sobre 1la
actividad de la calcineurina.

5. E1 anti CD69 induce la fosforilacién de la proteina pSG“k,
tanto en células Jurkat como en linfocitos T humanos, asi como
la aparicién de una forma mids lenta de esta proteina (pBOMk).
6. La fosforilacién en tirosina del p56ICk inducida por el anti
CD69 es dependiente de la concentracidén del anticuerpo usado
Yy del tiempo de incubacién.

7. Esta fosforilacidén en tirosina requiere calcio, y ademds es
inhibida por la CsA, un agente inhibidor de la calcineurina.
Lo que hace suponer que la fosforilacién del p561ck inducida por
el AcM anti CD69 puede estar regulada por la calcineurina.

8. La fosforilacién del p56ICk inducida por el AcM anti CD69 es
fuertemente inhibida por 1la genisteina, un inhibidor de
proteinas tirosinas cinasas, por lo que la fosforilacidén del

p56ka puede ser producida por la autofosforilacidén de esta



proteina.

9. Existe una unién fisica entre el antigeno CD69 y la proteina
p56kk.

10. La ausencia de sefial en el inmunoblot de CaM purificada con
anticuerpo policlonal anti CaM, se debe a la pérdida de la
proteina de la membrana durante los lavados. Un método
alternativo al inmunoblot puede ser el del marcaje de proteinas

con 1”5.
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