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RESUMEN

Los niveles de éxido nitrico (NO) alcanzan concentraciones muy elevadas (uM) en los
procesos inflamatorios, jugando un importante papel en la patogénesis de las
enfermedades cronicas de origen autoinmune y alérgico, enfermedades de gran
importancia socioecondémica que afectan aproximadamente al 5% de la poblacion
mundial y entre las que cabe destacar la artritis reumatoide, la esclerosis multiple, el
lupus eritematoso sistémico o el asma. Nuestro trabajo de investigacién se ha centrado
en el estudio del papel que desempefia el NO en la activacidn y diferenciacion de los
linfocitos T, elementos reguladores de la respuesta inmune adaptativa subyacente a este
tipo de enfermedades. Con esta finalidad hemos estudiado en células T humanas la
accion que ejerce el NO procedente de eNOS sobre su activacion. Hemos encontrado
que, durante las interacciones antigeno-especificas con las células presentadoras de
antigeno (APC), la actividad de eNOS en la sinapsis inmune favorece la activacién de
NF-«B de los linfocitos T, asi como su actividad transcripcional, induciendo la
expresion de genes relacionados con programas de diferenciacion Thi (c-Rel, el factor
de crecimiento CSF2 o los factores de transcripcion TBX21 y Bcl-6), Th2 (las
citoquinas IL-3, -4 y -13) y Th17 (CSF2 y los factores de transcripcion SOCS1, EGR y
c-Rel); algunos de ellos con elementos de respuesta xB en sus promotores (p.e. CSF2 ¢
IL-3). Ademas, en experimentos de diferenciacion “in vitro” de linfocitos T tratados con
un agente donador de NO que posee actividad transnitrosilante (Cys-NO) o inhibidores
de la actividad oxido nitrico sintasa (NOS) (L-NIO), hemos obtenido resultados que
sugieren que la actividad NOS regula la generacién de células Th17 y Th2, aunque la de
estas Gltimas en menor medida. También hemos explorado el mecanismo por el que el
NO procedente de eNOS puede favorecer la activacién de NF-kB en los linfocitos T,
encontrando que eNOS regula la localizacién y activacién de PKC-O en la zona central
de la sinapsis inmune (c-SMAC) a través de la nitrosilacion de B-actina en la Cys374.
Es dicha activacion la que podria regular positivamente la actividad transcripcional de
NF-xB, puesto que se ve acompafiada de una mayor fosforilacion de CARMAL, IKK e
IxB, elementos reguladores importantes de la cascada de activacién de NF-xB. Fn su
conjunto, nuestros resultados sugieren que, durante las interacciones antigeno-
especificas entre células T y APCs, el NO procedente de eNOS regula la actividad
transcripcional de NF-kB mediante la activacion de PKC-6 en la sinapsis inmune, un
mecanismo que transcurre a través de la nitrosilacion de B-actina en la Cys374 y la
reorganizacion de microfilamentos. Nuestros hallazgos ponen de manifiesto un nuevo
mecanismo por €l que el NO puede regular la respuesta inmune adaptativa en las
enfermedades de origen autoinmune y alérgico.
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INTRODUCCION

El 6xido nftrico (NO) es un mediador de inflamacion de gran importancia en el
mantenimiento de la homeostasis celular y tisular, regulando entre otros muchos
procesos fisiopatologicos como la vasoconsiriccidn, la agregacion plaquetaria, la
actividad neuronal, la motilidad gastrointestinal o la secrecion gastrica (1). En las
células, el NO se sintetiza enzimaticamente a través de la accidon de oxido nitrico
sintasas (neuronal: nANOS/NOSI, inducible: iNOS/NOS2 y endotelial: eNOS/NOS3) las
cuales utilizan como substrato L-Arg. En los procesos inflamatorios, los niveles de NO
alcanzan concentraciones muy elevadas (uM) como consecuencia del aumento de la
expresion de INOS, jugando un importante papel en la patogénesis de la enfermedades
cardiovascular, neurodegenerativa, y de origen autoinmune y alérgico (2). En el sistema
inmune se ha detectado producciéon de NO en lineas celulares T de origen tumoral y
linfocitos T primarios. La activacion de la célula T requiere la interaccidn sostenida
entre su receptor (TCR) y el complejo MHC-II-péptido antigénico en la sinapsis
inmunologica. Nuestro grupo ha demostrado con anterioridad que, durante las
interacciones antigeno-especificas, eNOS se activa en las proximidades de la sinapsis
inmune, regulando la fosforilacién de elementos proximales al TCR (3). Estudios
previos y otros mds recientes llevados a cabo por nuestro grupo indican que el NO
puede ejercer un papel activador sobre los linfocitos T, facilitando 1a sefializacién de la
ruta de las MAPKs ERK1/2 a través de la S-nitrosilacién compartimentalizada de N-
Ras en el Golgi (4). Durante el transcurso de la seleccion de la respuesta inmune
adaptativa, alteraciones en la diferenciacidén de los linfocitos T hacia fenotipos Thi, Th2
o Thl7 son responsables de muchas de las enfermedades inflamatorias de origen
autoinmune y alérgico de mayor impacto en salud publica, entre las que cabe destacar el
asma, la esclerosis multiple o la artritis reumatoide. Estudios previos demuestran que la
quinasa PKC-© también es importante para la diferenciacion de los linfocitos T, siendo
esencial para el desarrollo de respuestas Th2 y Th17 (5-6). PKC-© es una quinasa
perteneciente a la familia de las PKC “noveles” que se expresa predominantemente en
las células T, localizéndose en el drea central sefializadora (c-SMAC) de la sinapsis
inmune durante las interacaciones antigeno-especificas con APCs. La Jocalizacion y
activacion de PKC-© en la sinapsis immune depende, entre otras, de la asociacion con
diacil-glicerol (DAG) y la molécula co-estimuladora CD28, de la fosforilacién en la
Thr538 por la MAP4K de centro germinal (GLK) y de la reorganizacién del
citoesqueleto de actina, desempefiando un importante papel en la activacion del factor
de transcripcion NF-kB (7).

En este proyecto de investigacion hemos estudiado las acciones ejercidas por el
NO sobre la activacidn y diferenciacion de linfocitos T humanos. Nuestros hallazgos,
resultantes del estudio de las acciones ejercidas por el NO sobre la sefializacion celular
y la expresion génica, y en particular sobre PKC-0 y la activacidn y funci6én del factor
de transcripcién NF-kB, podrian contribuir al mayor conocimiento de los mecanismos
por los que el NO regula la respuesta inmune en las enfermedades inflamatorias de origen
autoinmune y alérgico.
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RESULTADOS OBTENIDOS

A continuacion se exponen los resultados obtenidos para cada uno de los objetivos de
estudio propuestos en el proyecto.

1.- Estudiar las acciones ejercidas por el NO sobre la activacion de los linfocitos T
humanos.

Basandonos en resultados generados con anterioridad en nuestro grupo, los cuales
indicaban que tras la estimulacion via TCR las células T producen NO procedente de
eNOS, enzima que se transloca junto con el Golgi a la sinapsis inmune y cuya
sobreexpresion aumenta la activacién de CD3 y de la MAPK ERK e impide la
coalescencia de CD3 en la zona central {c-SMAC) de contacto de la célula T con la
APC (3), quisimos profundizar en la accidn que el NO gjercia sobre la activacion de
otros componentes seflalizadores de importancia para la activacién y diferenciacion de
los linfocitos T, centrandonos en la cascada de activacion de NF-kB. Para ello
utilizamos células T humanas CH7C17 de la linea celular Jurkat que expresan un
TCR-VB3 especifico para el reconocimiento de superantigeno B (SEB), y estin
establemente transfectadas con eNOS-GFP (a las que denominamos eNOS) o con
G2A-GFP, un mutante de eNOS defectivo en la miristoilacién de la Gly2 y en
consecuencia también en localizacion celular, fosforilacidn, produccion de NO y
activacion de ERK  (a las que denominamos G2A) (Figura 1A-E).
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Figura 1. Caracterizacién de las células T Jurkat CH7C17 transfectadas con eNOS- 0 G2A-GFP, Ias formas
wild type (WT) y defectiva de eNOS, respectivamente. A) representacion esquematica de eNOS-y G2A-GFP en la
que se muestran los dominios estructurales, el sitio de unidn a calmodulina, las Ser y Thr susceptibles de fosforilacion
¥ las Cys susceptibles de miristoilacién y palmitoitacidn. En rojo se resalta la mutacion puntual G—A en la Gly2 de
eNOS que impide la miristoitacién del mutante G2A. B) Microscopia confocal e interferencial de Nomarski de
células eNOS- y G2A-GFP vivas marcadas con la sonda vital de Golgi Bodipy-TR-¢eramida (no mostrado). En el
recuadro correspondiente puede observarse la reconstruccidn 3D de eNOS y de G2A. C) Cinética de fosforilacién de
eNOS- y G2A-GFP en células estimuladas con células Raji (APC) pulsadas con SEB durante el tiempo que se indica.
Por immuncblot se detectd la fosforilacion de eNOS y G2A en la Ser1179 asi como la proteina total. Se muestra un
experimento representativo de tres. D) Deteccion electroquimica de la produccion de NO en células eNOS-, G2A-
GFP y células GFP control estimuladas durante 3¢ min con Ac anti-CD3 entrecruzado. En los controles, las células
fueron pretratadas con el inhibidor de eNOS L-NAME (500 pM) o con un A¢ IgG inespecifico. E) Cinética de
activacion de ERK en células T eNOS y G2A estimuladas durante los tiempos indicados con células Raji fijadas con
paraformaldehido y pulsadas con SEB. Fofo-ERK y ERK total se detectaron mediante immunobiot. Se muestra un

experimento representativo de tres.

Nuestro primer abordaje fue estimular dichas células con Ac¢ anti-CD3
entrecruzados y estudiar la activacién de IKK e IxB, dos importantes elementos
reguladores de la activacién del factor de transcripcién NF-kB (Figura 2A). La
fosforilacion de IKK e IxB era mayor en las células eNOS que en las G2A, sugiriendo
que eNOS podria facilitar la activacién del factor de transcripciébn NF-xB. A
continuacion, estudiamos si dicha activacidn podia incrementar la actividad
transcripcional de NF-xB; para ello células eNOS y G2A transfectadas con una
construccion NF-kB-Luc, que contiene tres repeticiones en tandem del sitio de unién a
NF-xB del promotor de H-2Kb el cual a su vez estd localizado upstream de un promotor
minimo de timidina quinasa que controla el gen de luciferasa, fueron estimuladas con
celulas B Raji pulsadas con SEB (Figura 2B). Los resultados muestran que, en
respuesta a activacion con SEB, la actividad transcripcional de NF-xB es mayor en
eNOS que en células G2ZA o CH7C17 control, sugiriendo que en los linfocitos T el NO
derivado de eNOS puede regular positivamente la actividad transcripcional de NF-xB.

A eNOs G2A B
Time {min) ] GHTCST
> 307 @ enos
pIKKe € 25, HWow
2 L2
=&
5g 207
= 3
-gg 1.5 -
IKBa/| o
pIKBa/p 58 1.0 -
g
¥ 05 4
z
0.0 :
IKBa Rajl Raji+SEB TRA+KQ

Figura 2: Regulacidn de la actividad NF-kB por eNOS. A) Activacion de fa cascada de sefializacidn de NF-xB.
Células T eNOS y G2A fueron estimuladas mediante Ac anti-CD3 durante los tiempos indicados. Fosfo—IKKa/B asi
como IxB total y fosforilade fueron detectados por inmunoblot. Se muestra un experimento representativo de tres. B)
Regulacion por eNOS de la induceién transcripeional de NF-xB, Células T CH7C17 parentales o transfectadas con
eNOS o G2A, fueron co-transfectadas con la construccion reportera de luciferasa NF-xB-Luc y estimuladas durante 6
h con células Raji (APC) pulsadas con SEB o en presencia del éster de forbol TPA + ionoforo de calcio. Se muestra



la media£SEM de la induccidn de cada muestra respecto de células control conjugadas con células Raji en ausencia
de estimulos. **p<(.01. n=3,

Con el objetivo de obtener una visién global del papel desempefiado por eNOS
en el programa de expresidn génica resultante de la activacion de las células T, y en
particular sobre genes regulados por NF-xB, estudiamos mediante microarrays de DNA
lospatrones de expresion génica de células T eNOS y G2A en condiciones basales o
estimuladas durante 90 min con Ac anti-CD3 entrecruzados. Tras analizar los RNAs
correspondientes a dichas células, seleccionamos aquellos genes cuyos valores de
hibridacién alcanzaban al menos 6 x 10° UA sobre un maximo observado de 14 x 10°
UA con la finalidad de estudiar genes cuya expresion celular fuese significativa,

Siguiendo este criterio encontramos que en 218 genes la induccidén cambiaba 1.5
veces como consecuencia de la sobreexpresion de eNOS; de éstos, en 199 awmentaba,
mientras que en s6lo 19 disminuia. De los 199 genes en los que se observaba un
aumento en la induccidn, 79 mostraban un aumento > 2 y 13 >4, En cuanto a los grupos
de genes regulados por eNOS en colaboracion con estimulos desencadenados desde el
TCR, estos pertenecian a citoquinas y quirmioquinas, factores de crecimiento, factores
de transcripcidn, receptores de membrana y moléculas de adhesion, sefializacion y
apoptosis. Uno de los genes cuya induccidn se veia incrementada por eNOS es ¢-Rel, un
factor de transcripcidén perteneciente a la familia NF-kB cuya expresién aumenta en
linfocitos T activados y se cree participa en el mantenimiento tardio de la activacidn.
Por tanto, encontramos que eNOS no solo favorecia la ruta de activacién de NF-xB a
nivel postraduccional sino que, incrementando la expresion de c-Rel, también podia
favorecerla a nivel transcripcional. De los 218 genes resultantes de nuestro analisis,
seleccionamos tres grupos atendiendo a su posible interaccion directa o indirecta con c-
Rel (Figura 3). Dentro de este grupo, cabe destacar la presencia de genes importantes
para la diferenciacién Thl, como es el caso del propio ¢-Rel, el factor de crecimiento
CSF2 o los factores de transcripcion TBX21 y Bcl-6, éste Gitimo, junto con el receptor
de IL-21, también de importancia para la diferenciacion de las células T foliculares
(Tth). También se identificaron genes Th2 (citoquinas IL-3, -4 y -13), Th17 (CSF2 y los
factores de transcripcion SOCS1, EGR y c-Rel) y Treg (la cadena a del receptor de 112,
o los factores de transcripcion SOCS1 y TRIBI, este dltimo un factor de unidn a
FOXP3).

Con la finalidad de explorar qué genes de los seleccionados podrian estar
regulados por el factor de transcripcién NF-kB, buscamos dichos genes en una base de
datos de genes diana de NF-xB generada por el Dr. Thomas Gilmore, y que se encuentra
disponible on-line en la pagina web del Departamento de Biologia de la Universidad de
Boston  (http://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes). Mediante  dicha
herramienta informatica, encontramos que un tercio de los genes agrupados por
mteraccion directa o indirecta con c-Rel (Figura 3) podian estar regulados por la
actividad NF-kB. Entre dichos genes cabe destacar el receptor de IL2 (IL2RA); los
factores solubles IL-3, CSF2, GZMB y CX3CL1; los factores de apoptosis FASL y
BCL-2A1; proteinas de sefializacion como GADD45B, TRAIL y PIMI1; o el factor de
transcripcion NR4A1, pudiendo todos ellos estar relacionados de una u otra forma con
la regulacion que el NO ejerce sobre la activacion y diferenciacién de los linfocitos T.




Figura 3: “Network” circular de interacciones moleculares en una seleceién de genes regulados
diferencialmente por ¢eNOS en las células T CH7C17. Células T transfectadas con eNOS o G2A fueron activadas
con Ac ani-CD3 entrecruzado durante 90 min y sus RNAs analizados mediante microarrays de expresién génica. Se
representa un grupo de genes cuya diferencia en la induccién entre eNOS y G2A resultd = 1.5. En azul oscuro se
representan genes que interaccionan directamente con el factor de transcripeién Rel (perteneciente a la familia NF-
kb); en azul claro, aquellos genes que establecen interaccién indirecta (de segundo orden) con Rel; y, en verde, genes
que interaccionan con los dos grupos de genes anteriores (las lineas magenta y verde conectan con genes que
interaccionan con Rel directa ¢ indirectamente, respectivamente). El andlisis del network de interaccién géaica ha
sido lievade a cabo mediante uso del software bioinformatico Cytoscape 3.3.0.

2.~ Determinar el impacto que ejerce el NO sobre la diferenciacion de los linfocitos
T humanos.

El NO es un radical libre altamente reactivo frente a metales en grupos prostéticos, asi
como frente a Cys y Tyr de proteinas cuya actividad puede ser regulada por nitracién y
nitrosilacion. Como molécula de sefializacion, el NO puede desempefiar importantes
funciones en las células T. Se ha descrito que en sistemas murinos, bajos niveles de NO
favorecen los procesos de diferenciacién Thl a través de un mecanismo dependiente de
GMPc, mientras que altos niveles de NO previenen las respuestas Thl y Th17 (8-9). Por
el contrario, en humanos la induccion y estabilidad de las células Th17 se ha asociado
con la produccion de NO por iNOS (10), poniendo de manifiesto las profundas
diferencias existentes entre las acciones ejercidas por el NO en ratén y humanos (11).
Por tanto estudiamos si la capacidad seflalizadora del NO podia regular la diferenciacion
in vitro de linfocitos T humanos hacia fenotipos Thl, Th2 y Th17. Para ello, durante el
proceso de diferenciacion, tratamos los linfocitos T con el agente transnitrosilante Cys-
NO o con L-NIO, este tltimo un inhibidor de éxido nitrico sintasas (NOS) constitutivas,
entre las que se encuentra eNOS (Figura 4-6). Los resultados indican que, en las
condiciones in vitro en las que se llevaron a cabo los cultivos celulares, la
diferenciacion Thl (células productoras de IFN-y) no resultaba modificada ni por el
tratamiento con Cys-NO ni porla inhibicion de la actividad NOS (Figura 4).
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Resultados stmilares se obtuvieron en el caso de diferenciar las células hacia
fenotipos Th2 (células productoras de IL-4), aunque se observd que el tratamiento con
L-NIO causaba una ligera disminucion en el porcentaje de células polarizadas hacia
fenotipo Th2, sugiriendo que la actividad NOS podria modular parcialmente los
procesos de diferenciacion Th2 (Figura 5). Por el contrario, el tratamiento con Cys-NO
aumentaba el porcentaje de células Th17 (productoras de IL-~17), mientras la inhibicién
de la actividad NOS con L-NIO lo disminuia (Figura 6). Aunque preliminares, estos
resultados sugeririan que, a través de la regulacion del factor de transcripcion NF-«B, el
NO procedente de NOS constitutivas desempefiaria una funcion reguladora sobre los
procesos de diferenciacion Th2 y Th17. De acuerdo con esta hipdtesis, se ha descrito
que PKC-0, una quinasa perteneciente a la familia de las PKC noveles, participa en
desencadenar la cascada de activacién de NF-xB en los linfocitos T y juega un
importante papel en los procesos de diferenciacion Th2 y Th17 (11).
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Figura 4: EI NO no interfiere en la diferenciacion Th1 “in vitro” de células T CD4+ virgenes humanas. Células
T virgenes {CD4+/CD45RA), estimuladas en placa con Acs CD3 + CD28, fueron cultivadas en condiciones de
polarizacion Thl (IL-12, 25 ng/ml + Ac anti-IL4, 3 pg/ml}) en presencia o ausencia de 50 y 100 M de nitrosocisteina
{Cys-NQ) o L-NIO, analizdndose mediante tincidn intracefutar la producciéon de IFN-y ¢ 1L4 por Citometria de Flujo
8 I despuss de la estimulacidn con los Acs CD3 + CD28. Se indican los porcentajes de células en cada cuadrante.
Como control (Th0), se incluye la diferenciacion de células en presencia de Acs CD3 + CD28 pero ausencia de los
agentes inductores de diferenciacion Thi. En la parte inferior, 1a gréfica representa, para cada tratamiento, las veces
que auments el nimero de células productoras de TFN-y respecto de las células Thl no tratadas. Se muestra la
media+SEM de tres experimentos independientes. ns=no significativo.
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Figura 5: EI NO interfiere parcialmente la diferenciacion Th2 “in vitre” de células T CD4+ virgenes humanas.
Células T virgenes (CD4+/CD45RA), estimuladas en placa con Acs CD3 + CD28, fueron cultivadas en condiciones
de polarizacién Th2 (IL-4, i5 ng/ml + Ac anti-IFN-y, 3 pg/ml) en presencia o ausencia de 50 y 100 pM de
nitrosocisteina (Cys-NO) o L-NIO, analizandose mediante tincion intracelular la produccién de IFN-y e IL4 por
Citometria de Flujo a [as 8 h de 1a estimulacién con Acs CD3 + CD28. Se indican los porcentajes de células en cada
cuadrante. Como control (Th0), se incluye fa diferenciacidén de células en presencia de Acs CD3 + CD28 pero
ausencia de los agentes inductores de diferenciacion Th2. La grafica representa, para cada tratamiento, las veces que
aumenta el nimero de células productoras de 1E.-4 respecto de las células Th2 no tratadas. Se muestra la media=SEM
de dos experimentos independientes. *p=<0.05.
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Figura 6: El NO interfiere en la diferenciacién Th17 “in vitro” de células T CD4+ virgenes humanas. Células T
virgenes (CD4+/CD45RA), estimuladas en placa con Acs CD3 + CD28, fueron cultivadas en condiciones de
polarizacién Th17 (IL-6, 10 ng/ml; 1L-1B, 10 ng/mi; TGF-B, Sng/mi y Acs anti-IL4 e —[FN-y, ambos 2 3 ng/ml) en
presencia o ausencia de 50 y 100 pM de nitrosocisteing (Cys-NO) o L-NIO, analizindose, mediante tincién
intracelular, la produccién de IFN-y e IL7 por Citometria de Flujo § h después de la estimulacién con los Acs CD3 +
CD28. Se indican los percentajes de células en cada cuadrante. Como coatrol (Th0), s¢ incluye la diferenciacién de
células en presencia de Acs CD3 + CD28 pero ausencia de los agentes inductores de diferenciacion Th17. En la
grafica de la parte inferior, se representa, para cada tratamiento, las veces que aumenta el namerc de células
productoras de Thl7 respecto de fas células Thi7 no tratadas. Se muestra fa media=SEM de tres experimentos
independientes. **p<0.0]

3.- Explorar los mecanismos por los que el NO puede regular la activacién del
factor de transcripcion NF-kB y la diferenciacién de los linfocitos T.

Para llevar a cabo este objetivo, en primer lugar, mediante aproximaciones bioquimicas,
estudiamos la fosforilacién de PKC-0 en la Thr**® de células CH7C17 eNOS y G2A
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estimuladas con Ac anti-CD3 en, observando que los niveles de fosforilacion eran
mayores en las células eNOS que en las células G2A (Figura 7). A continuacién
quisimos confirmar que el aumento de la fosforilacion de PKC-9 observado en las
células que sobreexpresaban eNOS se correspondia con un aumento en su activacion.
Para ello nos centramos en el estudio de la activacion de elementos de regulacion
situados upstream al propio factor de transcripcion NF-xB, una ruta de sefializacion que
en los linfocitos T se encuentra favorecida por PKC-0 (7), comparando su activacion
entre células eNOS y G2A estimuladas con Ac anti-CD3 entrecruzado (Figura 7). En
concreto, estudiamos la fosforilacion de CARMAI, IxkB Kinasa (IKK) ¢ IkBa. Para el
estudio de la activacién de CARMAT]1 nos centramos en la fosforilacion de la Ser652,
equivalente a Ia Ser®” en ratén (12). Tras la estimulacion, las células eNOS presentaban
niveles de fosforilacion de CARMAL, IKKa/B y de IkBe superiores a los de las células
G2A. Por tanto, los resultados indicaban que eNOS regulaba positivamente la
activacion y funcion de PKC-6 en la SIL.
___eNOS ___ G2A

Time(mn} ¢ & 10 30 0 5 10 30

eNOS _150kDa

P _75kDa
PKC-G v o smagy e

pPKC-6

PCARMAT
{pS652)

CARMA1

pIKKo/p

plKBo i3

IKBa  aamar e S e s o s s _37 K32

Figura 7: eNOS activa PKC-0 y regula positivamente la cascada de sefializacién de NF-xB. Analisis por
western-blot de la activacion de la cascada de sefializacidon de NF-xB en c¢élulas T eNOS y G2A estimuladas con
Ac anti~CD3 durante tos tiempos indicados. Se detecta la forma fosforilada de IKKo/p v la fosforilada y total de
PKC-8, CARMAI ¢ IxBa.

Puesto que con anterioridad se ha descrito que la activacion de PKC-6 se regula
desde la sinapsis inmune de la célula T (13), estudiamos la localizaciéon de PKC-0 en la
sinapsis inmune de conjugados entre células parentales CH7C17, eNOS o G2A y
células APC Raji pulsadas con SEB, observando, por microscopia de fluorescencia
confocal, que PKC-0 se concentraba en el c-SMAC del 40-50 % de las células control
CH7C17 y G2A, mientras que en las celulas eNOS este porcentaje descendia hasta
aproximadamente la mitad (Figura 8A). El patron disperso de distribucion de PKC-6 en
las células eNOS se evidencia de manera mas clara en las proyecciones sobre los planos
XZ de la zona dela SIyenlos perfiles de fluorescencia correspondientes a la linea

11



Y,
LY

W
K 4

|
5
e
15
Fe)

trazada sobre los mismos (Figura 8A). También estudiamos si la expresion y
localizacion de PKC-0 en el c-SMAC se veia afectada por la translocaciéon de eNOS a la
S1, analizando de manera simultdnea la posicién de la enzima respecto a la Sl y el area
ocupada por PKC-6 en conjugados entre células eNOS o G2A y células APC Raji
pulsadas con SEB (Figura 8B-C). Los resultados reflejaron una correlacion inversa
entre la distancia de eNOS a la SI y el 4rea ocupada por PKC-0 (Figura 8B) asi como
un aumento en la expresion de
esta Gltima en [as células eNOS respecto de las G2A (Figura 8C).

Estos resultados sugieren que la presencia y actividad de eNOS en la region de
la SI controla la coalescencia de PKC-6 en el c-SMAC.

A

eNOS 49.0x1.0 [DIC

CH7

* Distance {p.r’n)

Fluorescence
(AU}

eNOS-GFP

] WM

Distance (p‘m)

G2A-GFP

43.3t4.4

:
[ Distance (pm)
B < C
E 3
!
3 0 &
@ . eNOS G2A =
2 .3 25 §:’
£l 12, » 8
i
4@' 5 ..0.».'o . 15 g I?O
8w By e 0{  ‘w o @ %
5 3 1y SO 2,
g oy MRSy, Y TP
HY N . ¢
o ] ThEIRAHES s Fouadfany 9
9 2 4« & & w0 e
o

Distance from eNOS/Golgi to the 1S {um)

Figura 8: La sobreexpresion de eNOS dificulta la coalescencia de PKC-O en el ¢-SMAC de la sinapsis inmune.
A) Imagenes de microscopia confocal de fluorescencia de células CHTC17, eNOS y G2A conjugadas durante 20 min
con células Raji pulsadas con SEB (asterisco), mostrande fa localizacién de PKC-© (rojo) y eNOS enddgena,
eNOS-GFP o G2A-GFP (verde) en las células T. Barra de escala =4 pm. El porcentaje de células con PKC-©
concentrada en el ¢-SMAC se indica como la media+ SEM de al menos 200 células de cada tipo celutar
pertenecientes a cuatro experimentos independientes. 1 p<0,01. A Ia derecha se muestran las proyecciones XZ de
PKC-© en la 8I, y los perfiles de fluorescencia correspondientes a la linea discontinua amarilla. B} Anélisis del area
{um?) ocupada por PKC-0 respecto a la distancia del Golgi a la SI (um) en células eNOS y G2A conjugadas durante
20 min con células Raji pulsadas con SEB. En las células GZA se marcod el aparato de Golgi con un Ac anti-
Golgina-97. Se analizaron mas de 180 células de cada tipo celular. C) Fluorescencia de PKC-© (U.A.) en la sinapsis
inmune de las células eNOS y GZA. Se muestra la mediatSEM, ***p=<0.001.
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Como el citoesqueleto de actina es un elemento fundamental para la
organizacion de la SI (14), quisimos estudiar st eNOS regulaba la disposicion de PKC-6
en el c-SMAC a través de la organizacidn de actina en la SI. Comenzamos comparando
los niveles de F-actina en células eNOS y G2A conjugadas con APC Raji pulsadas con
SEB, observando que en las células eNOS los niveles de F-actina eran mucho menores
que en las G2A (Figura 9A-B). También pudimos apreciar que la fraccidon de
eNOS-GFP asociada a la membrana plasmdtica se localizaba en las regiones de
F-actina, no ocurriendo lo mismo en el caso de eNOS-GFP asociada al Golgi ni en el
caso de GZA-GFP, tal y como se puede observar en los planos ortogonales XZ
realizados sobre la region de la SI o del Golgi, y en los correspondientes perfiles de
fluorescencia de las lineas trazadas sobre dichos planos ortgonales (Fig. 9A-B, graficas
a la derecha).

A C

_CH7_ _eNOS_ _G2A_
hierge Golgl eNOS Tme(min) 0 10 0 10 0 10
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Figura 9: eNOS interacciona con F-actina en el d-SMAC de la sinapsis inmune y reduce su polimerizacién, A-
B) Imédgenes de microscopia confocal de fluorescencia de células eNOS (A) y G2A (B) conrjugadas con células Raji
pulsadas con SEB (asterisco) mostrando la localizacion de F-actina (rojo) y G2A- o eNOS-GFP (verde). La F-actina
fue marcada con faloidina-Alexa568 y el Golgi en las células G2A tefiido con Ac anti-Gelgin-97 (cian). Barra de
escala=4 pm. La fluorescencia de F-actina (U.A.) en la SI de las células eNOS y (G2A se representa como la
media+ SEM. ¥ <0,01. Se analizaron mas de 80 células por tipo celular. A la derecha, se muestran las proyecciones
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XZ de F-actina y eNOS- o G2A-GFP en la region del Golgi (L1} y de la membrana plasmatica (MP) (L2), asi
comolos perfiles de fluorescencia correspondientes a las lineas discontinuas amarillas, C-D) Analisis por western-blot
de eNOS, eNOS-GFP y G2A-GFP (C) y B-actina (D) en las fracciones soiubles (8) e insolubles (1) a Triton-X100 de
células CH7C17, eNOS y G2A estimuladas durante 10 min con Ac anti-CI23 entrecruzado. Se muestra también la
expresion de lamina B1, E} Estudio por western-blot de B-actina en fracciones insolubles (1) a Tritén-X100 de células
eNOS tratadas con 300 uM L-NAME, o transducidas con shRNAs control o especifico para eNOS y estimuladas
como en (C-D).

Para profundizar en esta hipOtesis, realizamos experimentos bioquimicos de
fraccionamiento subcelular con Tritén-X100 en las distintas células de estudio
estimuladas con Ac anti-CD3 entrecruzado, analizando el contenido de eNOS y B-actina
en las fracciones solubles (0,2 % Tritéon-X100) e insolubles o de citoesqueleto. En
condiciones basales, G2A-GFP se asocia principalmente con la fraccion soluble,
mientras que tanto eNOS enddgena como eNOS-GFP, aparecen distribuidas entre las
fracciones soluble e insoluble. Sin embargo, tras la estimulacién celular, se observa un
reclutamiento de ambas hacia la fraccion insoluble/citoesqueleto (Figura 9C). En
paralelo, observamos que tras la estimulacion se produce un incremento de B-actina en
la fraccidn insoluble de las células CH7C17 y G2A, siendo éste mucho menor en las
células eNOS (Figura 9D). Quisimos verificar que la actividad de eNOS, y no su mera
expresion, era la responsable de la disminucion de actina polimerizada. Para ello
interferimos con lentivirus especificos la expresion de células eNOS, o pretratamos las
células con L-NAME; en ambos casos observamos que los niveles de F-actina
aumentaban tras la estimulacion con Ac anti-CD3 respecto a células eNOS tratadas
shRNA control (Figura 9E). Por tanto, los resultados indicaban que, en las células
estudiadas, era la accién del NO producido por eNOS, y no su mera expresion, el que
disminuia la polimerizacién de actina inducida por sefializacion desde el TCR. Estos
resultados se corroboraron en linfoblastos T primarios humanos conjugados con APC
Raji pulsadas con SEE y tratados con Cys-NO, un donador de NO con actividad
transnitrosilante; analizando también en este caso la fluorescencia y el area ocupada por
PKC-0 en la SI. Encontramos que todos estos parametros aumentaban
significativamente tras el tratamiento con Cys-NO (Figura 10A-C). Como observamos
que la actividad de eNOS afectaba a la fosforilacion de PKC-8 y a la polimerizacion de
f-actina en la linea celular T CH7C17, quisimos averiguar si el tratamiento con Cys-NO
también alteraba estos procesos en linfoblastos T humanos de origen primario activados
con Ac anti-CD3. Para ello tras activar las células las tratamos con 50 o 100 uM de
Cys-NO encontrando que, de forma similar a como ocurria en células T CH7CI7
transfectadas con eNOS, ambas concentraciones de agente fransnitrosilante aumentaban
los niveles de PKC-6 fosforilada y disminuian la cantidad de B-actina polimerizada
(Figura 10D-E). En su conjunto, estos resultados sugieren que en conjugados antigeno
especificos entre células T y APC, eNOS se transloca al citoesqueleto de actina,
reorganizdndolo y dispersando PKC-0 en la SI, una localizacion que parecia
corresponderse con un mayor estado de activacion de PKC-6.

Puesto que el citoesqueleto de actina desempefia un importante papel en la
organizacion de la SI, y habiamos encontrado que su polimerizacion se veia reducida
por la actividad de eNOS, nos planteamos si B-actina podria ser una posible diana de
nitrosilacion por eNOS. Con este objetivo, realizamos ensayos de biotin-switch en
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linfoblastos T primarios humanos activados con Ac anti-CD3, observando que Ia
nitrosilacién de pP-actina aumentaba de manera significativa tras activacion
(Figura 11A}. Validamos también estos resultados en muestras de células eNOS
activadas con células Raji pulsadas con SEB, que de igual manera presentaban un
incremento en la nitrosilaciéon de B-actina tras la estimulacién (Figura 11B), el cual
disminuia considerablemente al interferir la expresion de eNOS con vectores lentivirales
(Figura 11C).
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Figura 10: El tratamiento con Cys-NO dificulta la concentracion de PKC-8 en el ¢-SMAC de linfocitos T
primarios. A) Imdgenes de microscopia confocal de fluorescencia de linfoblastos T humanos SEE-especificos
conjugados durante 20 min con células Raji pulsadas con SEE (asterisco} y tratadas o no con 50 uM Cys-NO. Se
muesira la localizacién de PKC-8 (verde). Barra de escala = 6 pm. en la equina superior derecha de las micrografias
de fluorescencia se representa la media + SEM del porcentaje de células con PKC-8 concentrada en el c-SMAC.
tp < 0,01, B-C) Fluorescencia en U.A. (B) y area en um2 (C) de PKC-Q en la 81 de linfeblastes T de origen primario.
Sc representa la media + SD de tres experimentos independientes. Se analizaron mds de 150 células por condicion.
**kp <0,001. D) Andlisis por western-blot de la fosforilacién de PKC-8 (Thr®*®) en linfoblastos T primarios
estimulados con Ac anti-CD3 entrecruzade y tratados, donde se indica, con Cys-NO. E) Andlisis por western-blot de
B-actina en fracciones soluble (8) e insoluble (1) de linfoblastos T primarios estimulados y tratados como en (D).
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En neutréfilos se han identificado cuatro cisteinas en la region C-terminal de
B-actina (Cys™’, Cys*”?, Cys®™® y Cys*™) como las principales dianas de S-nitrosilacién
por agentes oxidantes (15). Llevamos a cabo andlisis protedmicos para estudiar si una o
mas de estas cisteinas resultaban S-nitrosiladas en las células T activadas. Los
resultados mostraban que la Cys®™* era el tnico residuo estudiado cuya S-nitrosilacién
aumentaba en los linfocitos T tras estimulaciéon via TCR (datos no mostrados).
Confirmamos dichos resultados de protedmica con ensayos de biotin-switch (16). Para
ello utilizamos células CH7C17 establemente transfectadas con la construccion
mCherry-B-actina wild type (WT), asi como el mutante puntual C374S. Tratamos dichas
células con Cys-NO y sometimos sus extractos al protocolo estandar de biotin-switch
por marcajc con biotina-HPDP. Los resultados mostraban que la S-nitrosilacion de
mCherry-B-actina se reducia considerablemente en el mutante C374S (Figura 11D).
Realizamos también experimentos con células eNOS transfectadas de manera transitoria
con las mismas dos construcciones anteriores, activandolas con células Raji pulsadas
con SEB, observando que, del mismo modo al mostrado con anterioridad, tras
estimulacién la  S-nitrosilacidn  del mutante de p-actina C374S  se veia
considerablemente reducida respecto de la forma WT (Figura 11E). En su conjunto,
estos resultados sugerian que, en respuesta a la estimulacion via TCR, el NO producido

por eNOS nitrosilaba B-actina principalmente en la Cys® ™.

__shConfrol__  __sheNOS __
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Figura 11: eNOS nitrosila B-actina en la Cys374 tras la estimulacién via TCR. A-B) Analisis por biotin-switch y
western-blof de la S-nitrosilacion de PB-actina en linfoblastos T primarios humanos (A) y células eNOS (B)
estimulados durante los tiempos indicados con Ac anti-CD3 o células Raji pulsadas con SEB & Cys-NO,
respectivamente. En la parte inferior se indica el andlisis cuantitativo de la S-nitrosilacion de B-actina representado
como 1& media de tres (A) y cinco (B) experimentos independientes. C) Andlisis por biotin-switch y western blot de
la S-nitrosilacion de b-actina en células T eNOS transducidas con shRNAs control o de eNOS y estimuladas durante
los tiempos gue se indica con células Raji pulsadas con SEB. Como control, las células se trataron con 50 pM de
Cys-NO. Se muestra un experimento representativo de tres. 1) Analisis por biotin-switch y western-blot de la
S-nitrosilacién de mCherry-f-actina en células CH7C17, WT y C374S tratadas con 50 uM Cys-NO. E) Estudio por
biotin-switch y western-blot de la S-nitrositacién de mCherry-f-actina en células e¢NOS transitoriamente
transfectadas con WT- o C3748-mCherry-pB-actina y estimuladas 24 h més tarde, durante los tiempos indicados, con
células Raji pulsadas con SEB. n=3.
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A continuacién quisimos averiguar si el mecanismo por el que el NO procedente
de eNOS regulaba la localizacion y activacion de PKC-6 en la SI podia transcurrir a
través de la S-nitrosilacion de f-actina en la Cys®'*. Para ello utilizamos células
CH7C17 que expresaban establemente mCherry-p-actina WT o los mutantes
complementarios de Cys por Ser 3C (Cys™’, Cys*” y Cys™®) y C374S (Figuras 12A).
Dichas células fueron conjugadas con células APC Raji pulsadas con SEB, observando
que PKC-0 se concentraba en el ¢c-SMAC de las células WT y 3C, pero mostraba una
localizacidn  dispersa en células tratadas con Cys-NO (Figura 12A).
Sorprendentemente, incluso en ausencia de Cys-NO, PKC-6 mostraba una localizacién
dispersa en la SI de las células C374S (Figura 12A). Estudiamos también si la mutacion
en dicho residuo suponia un cambio en la fosforilacion de PKC-8, encontrando que tras
la estimulacioén de células WT, 3C y C374S con células Raji pulsadas con SEB los
niveles de fosforilacion eran mayores en las células C374S (Figura 12B-C). Ambos
resultados indicaban que la mutacion C374S mimetizaba la accién ejercida por el NO
sobre la localizacién y activacion de PKC-0 en la SI, reforzando nuestra hipoétesis de
que, como resultado de la sefializacién via TCR, el NO procedente de eNOS regula la
organizacion y activacion de PKC-© en la SI a través de la S-nitrosilacidn de B-actina
en la Cys-374 y la consiguiente reorganizacion del citoesqueleto de actina,
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Figura {2: La nitrosilacién de -actina en la Cys’™ regula la localizacién y activacién de PKC-© en a sinapsis
inmune. A) Imdgenes de microscopia confocal de fluorescencia de células T CH7C17 establemente transfectadas
con WT-, 3C- y C3748-mCherry-fi-actina (rojo) conjugadas durante 20 min con células Raji pulsadas con SEB
{asterisco) y, posteriormente tefitdas con Ac anti-PKC-0 (verde); donde se indica fueron tratadas con 50 puM
Cys-NO. A la derecha, se muecstran las reconstrucciones correspondientes & los planos dpticos X7 de
mCherry-f-actina y PKC-B en la SI. Barra de escala =4 pm. B) Estudio por western-blot de la fosforilacién de
PKC-0 (Thr™™) de células WT, 3C y C3748 estimuladas con células Raji pulsadas con SEB. I histograma
representa la fosforilacion normalizada de PKC-6 como la media = SEM de cuatro experimentos independientes.
*¥p < 0,01; ***p < (,001.

CONCLUSIONES:

La ayuda otorgada por la Fundacién Domingo Martinez a nuestro grupo de investigacion ha
tenido una doble finalidad, por una parte se ha destinado a finalizar un proyecto de
investigacidn en fase ya avanzada, y por otra ha permitido iniciar un estudio continuidad del
anterior. Los resultados presentados muestran claros indicios de que el NO juega un papel
importante en mecanismos basicos relacionados con Ia activacion y diferenciacion de los
linfocitos T. Dichos mecanismos transcurren, en parte, como consecuencia de la actividad
nitrosilante que dicho agente ejerce sobre cisteinas localizadas en dominios clave para la
regulacion de la funcion de proteinas celulares. En nuestro caso, hemos encontrado que, en los
linfocitos T humanos, la produccion localizada de NO por eNOS regula la actividad de PKC-0©
en la sinapsis inmune y que dicha regulacién transcurre de forma indirecta a través de la la
nitrosilacion de B-actina, una proteina cuya dindmica resulta clave para la organizacion de
receptores de sefializacién y adhesion en la sinapsis inmune. Es en este punto donde el
proyecto abre nuevas perspectivas que animan a estudiar los aspectos funcionales de los
hallazgos. En este sentido, nuestros resultados muestran que el NO procedente de ¢eNOS regula
no sélo la activaciéon de PKC-O sino también la del factor de transcripcion NF-xB, asi como la
transcripeidn de genes cuyos promotores poseen sitios de regulacién por dicho factor. Estudiar
en linfocitos T primarios humanos si eNOS juega un papel importante en los procesos de
diferenciacién no es tarea facil. Sin embargo, aunque preliminares, nuestras aproximaciones
“in vitro” utilizando el agente transaitrosilante Cys-NO e inhibidores de 6xido nitrico sintasas
(NOS) constitutivas sugieren que, en linfocitos T humanos, el NO de origen enzimatico podria
jugar un papel importante en los procesos de diferenciacién Th2 y Thl7, poniendo de
manifiesto algunos de los mecanismos moleculares por los que el NO regula la respuesta
inmune adaptativa, hallazgos que en el futuro podrian ayudar a abrir nuevas oportunidades
terapeuticas para ¢l tratamiento de las enfermedades de origen autoinmune y alérgico.
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