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RESUMEN & SUMMARY

Introduccion

Durante la activacion del linfocito T, se establece una interaccion estrecha con la
célula presentadora de antigeno (APC). Esta unidn se denomina sinapsis inmunoldgica
(SI) y es necesaria para la correcta activacion del linfocito. La formacién de la Sl implica
la polarizacion de organulos celulares y multiples moléculas de seializacién hacia la zona
de contacto, donde se reorganizan diferencialmente en anillos concéntricos o SMACs
(SupraMolecular Activation Clusters). En la zona mas periférica de la SI (dSMAC) se
acumula la actina, cuya dindmica es esencial no sélo para el ensamblaje de la Sl sino
también para las funciones efectoras de los linfocitos. La necesidad de una correcta
dinamica de actina hace muy interesante el estudio de las proteinas que la regulan. Una
de las mds importantes es cofilina, que a su vez esta activada por la fosfatasa SSH1, cuyo

papel durante la activacién linfocitaria se desconoce actualmente.
Objetivos

El objetivo principal de nuestro trabajo fue investigar el papel de SSH1 durante la
migracion, activacién y formacion de la Sl de los linfocitos T. Debido a los multiples
mecanismos de regulaciéon de SSH1 sobre cofilina, nos preguntamos ademas cdmo era

la respuesta del médulo de sefializacion de cofilina en funcion de los niveles de SSH1.
Resultados

Mediante experimentos de sobreexpresién de SSH1 o de un mutante de unién a
actina (W458A), observamos que existia una respuesta ultrasensible en el médulo de
cofilina mediada en parte por la unién de SSH1 a actina. Esta respuesta era ademads
biestable e irreversible con la estimulacién antigénica. Realizando experimentos de
microscopia confocal, descubrimos que SSH1 era polarizado a las mismas zonas de la S|
gue actina (dSMAC), lo que también podria contribuir a la ultrasensibilidad del mddulo
debido al enorme aumento de actividad de SSH1 tras su union a actina filamentosa. A
través de experimentos de microscopia de TIRF, observamos que la sobreexpresion de
un mutante catalitico de SSH1 (C393S) bloqueaba la centralizacién del TCR y la capacidad
de adhesion en tiempos iniciales, fenotipo que atribuimos a la alteracion de la dindmica

y reorganizacién de actina en la Sl debido a los mayores niveles de F-actina que
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RESUMEN & SUMMARY

presentaban las células con altos niveles de expresion de C393S. Estas células ademas
mostraron un defecto en la movilizacién de calcio a pesar de los mayores niveles de
fosforilacion de CD3C en tiempos tempranos, mientras que las células que
sobreexpresaban SSH1 wild type mostraron mayores niveles de activacion de CD3( y
PLCy1, pero niveles de calcio normales. Ademas, descubrimos que SSH1 disminuia la
velocidad y direccionalidad de las células en migracion en microcanales (dos
dimensiones), mientras que en matrices de coldgeno tridimensionales aumentaba la

velocidad y distancia recorrida.
Conclusiones

A la vista de nuestros resultados, concluimos que la activacion de cofilina es
ultrasensible en funcién de los niveles de SSH1, y que esta respuesta estd mediada en
parte por la unién de SSH1 a actina. SSH1 ademds participa en la homeostasis de actina
filamentosa y es esencial para el clareamiento de actina en tiempos iniciales de
formacién de la Sl. Los reordenamientos de actina mediados por SSH1 son necesarios
para la adhesién celular tras estimulacidén antigénica y para la centralizacién inicial del
TCR, aunque su perturbacién no afecté a la arquitectura de la SI madura. Sin embargo,
esta dinamica de actina alterada produjo un defecto en la movilizacién de calcio tras
estimulacion del TCR, probablemente debido a la perturbacién del cross-talk entre la
actinay el aumento de calcio intracelular. Ademas, encontramos un papel de SSH1 en la
direccionalidad de la migracién celular en dos dimensiones y en la velocidad y distancia

recorrida en tres dimensiones.

12



RESUMEN & SUMMARY

Introduction

During T-cell activation, a stable interaction with the antigen-presenting cell (APC) is
established. This junction is called the immunological synapse (IS) and is necessary for
the proper activation of T cells. The formation of the IS involves the polarization of cell
organelles and multiple signaling molecules towards the contact area, where they are
differentially reorganized in concentric rings or SMACS (SupraMolecular Activation
Clusters). In the outermost part of the IS (dSMAC), the actin is accumulated, and its
dynamics are essential not only for the assembly of the IS, but also for the effector
functions of the lymphocytes. The need for proper actin dynamics makes the study of
its regulatory proteins very interesting. One of the most important proteins is cofilin,
which is in turn activated by the phosphatase SSH1, whose role during T-cell activation

is currently unknown.
Objectives

The main objective of our work was to investigate the role of SSH1 during T-cell
migration, activation and formation of the IS. Due to the multiple SSH1 regulatory
mechanisms of cofilin, we also wondered how was the response of the cofilin signaling

module as a function of SSH1 levels.
Results

Using overexpression of SSH1 or its actin-binding mutant (W458A), we observed that
there was an ultrasensitive response in the cofilin module mediated in part by SSH1
binding to actin. This response was also bistable and irreversible with antigenic
stimulation. With confocal microscopy experiments, we found that SSH1 was polarized
to the same regions of the IS than actin (dSMAC), which could also contribute to the
ultrasensitivity of the module due to the huge increase in SSH1 activity upon binding to
filamentous actin. In TIRF microscopy experiments, we observed that the
overexpression of a catalytically inactive mutant of SSH1 (C393S) blocked the
centralization of the TCR and the adhesion ability in early stages, a phenotype that we
explained by the alteration of the dynamics and reorganization of actin at the IS due to

the higher levels of F-actin that showed the cells with high expression levels of C393S.
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These cells also showed a defect in calcium mobilization despite the higher levels of
CD3® phosphorylation in early stages, while cells overexpressing wild type SSH1 showed
higher activation of CD3R and PLCy1 but normal calcium levels. Besides, we found that
SSH1 caused a decrease in the speed and directionality of cells migrating in
microchannels (two dimensions), while it caused an increase in the speed and distance

in collagen matrices.
Conclusions

In the sight of our results, we conclude that cofilin activation is ultrasensitive as a
function of SSH1 levels and this response is partly mediated by SSH1 binding to actin.
SSH1 also participates in filamentous actin homeostasis and is essential for actin
clearance in the initial stages of IS formation. Actin remodeling mediated by SSH1 are
necessary for cell adhesion upon antigenic stimulation and for the initial TCR
centralization, even though its disturbance did not affect the architecture of mature ISs.
However, this altered actin dynamics caused a defect in calcium mobilization after TCR
stimulation, probably due to an alteration of the cross-talk between actin and
intracellular calcium increase. Also, we found a role for SSH1 in the directionality of

migrating cells in two dimensions and in the velocity and distance in three dimensions.
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ABREVIATURAS ‘

Abreviatura Nombre completo en espaiiol Nombre completo en inglés

2D Dos dimensiones

0w
ABP Proteina de unidn a actina Actin Binding Protein

ADF Factor despolimerizante de actina Actin Depolymerizing Factor

AP-1 Proteina activadora-1 Activator Protein-1

ATP Adenosin trifosfato Adenosin Triphosphate

CD Grupo de diferenciacion Cluster of Differentiation

DAG Diacilglicerol Diacylglycerol

DSP Fosfatasa de especificidad dual Dual Specificity Phosphatase

EGF Factor de crecimiento epidérmico Epidermal Growth Factor

F-actina Actina filamentosa Filamentous Actin

FSC Dispersién frontal Forward SCatter

Gads ?:Eptador relacionado con GRB2 por debajo de GRB2-related Adapter Downstream of Shc
GRB2 E:gzieniwr;:nztge union al receptor de factores de Growth factor Receptor-Bound protein 2
HRP Peroxidasa de rdbano HorseRadish Peroxidase

ICAM-1 Molécula de adhesidn intercellular-1 Intercellular Adhesion Molecule-1

IFNy

I
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IP3
ITAM

Itk
INK
LAT
Lck
LFA-1
MAP

MEK

MHC
mRNA
MTOC
NFAT
PBMCs
pCof
PCR
PDGF
PDMS
PI3K
PIP»
PIP3
PKCO
PKD
PLCy-1
PLD1
pMHC
PMSF
pNPP
PP1
PP2A

pSMAC

PTEN

Interleucina Interleukin

Motivos de activacion del inmunoreceptor Immunoreceptor Tyrosine-based Activation
basados en tirosina Motifs

Kinasa amino-terminal c-Jun c-Jun amino-terminal Kinase

Proteina tirosin-kinasa especifica de linfocitos Lymphocyte-specific protein tyrosine Kinase

Proteina activada por mitégeno Mitogen-Activated Protein

Complejo principal de histocompatibilidad Major Histocompatibility Complex

Centro organizador de microtubulos Microtubule-Organizing Centre

Células mononucleares de sangre periférica Peripheral Blood Mononuclear Cells

Reaccidn en cadena de la polimerasa Polymerase chain reaction

Polidimetilsiloxano Polydimethylsiloxane

Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato Phosphatidylinositol 3,4,5-biphosphate

Proteina kinasa C 6 Protein Kinase C 6

Fosfolipasa Cy-1 Phospholipase Cy-1

Complejo péptido-MHC Peptide-MHC complex

p-Nitrofenil fosfato p-Nitrophenyl phosphate

Proteina fosfatasa 2A Protein Phosphatase 2A

Homologo de tensina y fosfatasa Phosphatase and Tensin Homolog
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INTRODUCCION

1.1. Activacion del linfocito T

Para que la activacidon del linfocito T tenga lugar, se necesita un reconocimiento de
antigeno presentado en moléculas especificas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC-I para linfocitos CD8* y MHC-II para linfocitos CD4*) por una célula presentadora de
antigeno (APC, Antigen-Presenting Cell), que puede ser una célula B, una célula dendritica o
un macréfago. Inmediatamente tras el contacto inicial, el linfocito escanea mediante sus
receptores de célula T (TCRs, T-Cell Receptors) los complejos péptido-MHC (pMHC) presentes
en la superficie de la misma. Si el pMHC contiene el antigeno para el cual el linfocito es
especifico, se dispara la activacion y agregacion de los TCRs en cuestion de segundos (Campi
et al. 2005), lo que a su vez inicia el reclutamiento y activacién de una serie de proteinas
transmembranales y citoplasmaticas involucradas en diversas rutas de sefializacidn, asi como
en la dindmica del citoesqueleto y del sistema endosomal (Figura In1) (Kupfer & Singer,
1989). Estas reacciones llevan a la expansion clonal de células naive, o a su diferenciacién a
células efectoras o de memoria, mientras que la reestimulacién por el TCR lleva a diferentes
funciones inmunolégicas, como secrecion de citoquinas o citotoxicidad. Para una completa
activacion de los linfocitos T, tanto naive como efectores o de memoria, se requiere de una
interaccion estrecha y duradera en el tiempo entre el linfocito T y la APC que se denomina
sinapsis inmunoldgica (SI) (Norcross, 1984; Dustin et al., 1998; Monks et al., 1998; Grakoui et
al., 1999; Mempel et al., 2004).

1.1.1. La sinapsis inmunolégica

En 1984, Norcross sugirié por primera vez un modelo de activacion linfocitaria
dependiente de una comunicacidn cruzada que requeria de la existencia de una interaccion
estrecha entre la célula T y la APC, de manera similar a lo que ocurre en las sinapsis
neuronales (Norcross, 1984). En este trabajo, Norcross propuso que cuando un linfocito T
reconocia un pMHC en una APC, tenia lugar una unién compleja y estable entre ambas
células, lo que acarreaba la interaccion de moléculas de adhesidn, la acumulacion de
moléculas de TCR en el linfocito Ty la liberacidn dirigida de citoquinas. Sin embargo, no fue
hasta 1998 cuando Dustin et al. acuiiaron el término Sl (Dustin et al., 1998) y cuando Monks
et al. observaron estas interacciones en tres dimensiones, mostrando que las proteinas
localizadas en el sitio de contacto no estaban distribuidas aleatoriamente, sino altamente

organizadas en diferentes areas que denominaron grupos de activacidn supramoleculares
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pMHC
Moléculas coestimuladoras
(CD2, CD28) ). .

DAG

PI3K/SSH1 ?

Reordenamientos
del citoesqueleto

Figura Inl: Esquema de la cascada de sefializacion para la activacién del linfocito T. La unién del TCR y CD4/CD8
a un pMHC adecuado dispara una ruta de sefializacién intracelular que se inicia con la fosforilacion de los motivos
ITAM de las cadenas B@de CD3 por Lck, lo que lleva al reclutamiento de ZAP70 y a la formacion del complejo de
sefializacién LAT/SLP-76. Este complejo recluta y organiza espacial y temporalmente multiples moléculas que
llevan a la regulacién de la adhesidn celular, a la remodelacion del citoesqueleto de actina y a la expresién de
factores de transcripcidn relacionados con la produccion de citoquinas y la proliferacidn celular. Las flechas
indican activacidon molecular. Cof: cofilina; SSH1: Slingshot 1.

0 SMACs (del inglés SupraMolecular Activation Clusters) (Monks et al., 1998; Grakoui et al.,
1999).

El proceso de formacion de la Sl (esquematizado en la Figura In2) comienza con el
contacto entre una célula T y una APC a través de interacciones de baja afinidad entre
integrinas como LFA-1 e ICAM-1, respectivamente (Hogg et al., 2011). Estas interacciones
establecen adhesiones temporales que permiten a los TCRs escanear la superficie de la APC
en busca de un pMHC especifico (Donnadieu et al., 1994). Si la APC no presenta péptidos
especificos para el TCR, las células se separaran pronto tras este contacto inicial (Friedman

et al., 2010). Sin embargo, el reconocimiento por parte del TCR de pMHCs especificos y de
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suficiente afinidad supone una sefial de parada (Dustin et al., 1997; Friedman et al., 2010)
que llevara al establecimiento de una interaccién mas duradera entre ambas células,
permitiendo nuevas uniones TCR-pMHC (Donnadieu et al., 1994; Dustin et al., 1997;
Hosseini et al., 2009). Inmediatamente tras este reconocimiento, los TCRs en periferia
comienzan a agruparse en microcomplejos que también incluyen moléculas de sefializacion
como ZAP70 o SLP-76 (Yokosuka et al., 2005). En cuestion de segundos, las integrinas son
acumuladas en la zona central del contacto (Grakoui et al., 1999) y se inician cascadas de

sefializacion por el TCR en periferia que llevan a la activacién y aumento de afinidad de LFA-

® Célula T APC @

e )
e ( = e
CEEeetme Mz/] = _ L
LFA-1 1CHM-1 / e
\/)5& e
L 7 \\ >
TCR pMHC R

Adhesion inicial mediada por integrinas

Activacion de la dindmica de actina y reorganizacion del Centralizacion del TCR y formacién de la SI madura
citoesqueleto

Figura In2: Representacion esquematica de los pasos en la formacién de una sinapsis inmunoldgica (Sl). 1: se
produce el contacto inicial entre la célula Ty la APC a través de las integrinas (LFA-1/ICAM-1). 2: esta adhesion
inicial permite que la célula T escanee la APC y pueda encontrar un pMHC que reconozca, disparandose los
primeros eventos de activacién del TCR en la zona periférica de la interaccién. 3: las rutas de sefalizacion
disparadas tras la activacidn inicial del TCR llevan a la reorganizacién del citoesqueleto de actina, produciéndose
un aumento de actina filamentosa en la zona periférica de la interaccién y deplecionandose del centro. 4: esta
organizacién del citoesqueleto de actina lleva a la redistribucidn de las moléculas de sefializacion en anillos
concéntricos, formando la clasica estructura de una sinapsis madura en la que se distinguen una zona central
rica en TCRs (cSMAC) y una zona periférica rica en actina y moléculas de adhesién (pSMAC).

1, haciendo aldn mas estable la unidn celular (Dustin & Springer, 1989; Donnadieu et al.,

1994).

Algunas de estas rutas por debajo del TCR e integrinas disparan la reorganizacion del
citoesqueleto de actina y tubulina (Lowin-Kropf et al., 1998; Sedwick et al., 1999) y

participan tanto en la polarizacién y acumulacién de mdultiples moléculas y organulos

25



INTRODUCCION

celulares hacia la zona de interaccién como en su reorganizacion en la SI (Kupfer & Singer,
1989; Monks et al., 1998). Esta remodelacién de los citoesqueletos de actina y tubulina son
un aspecto critico para el correcto ensamblaje de la SI (Burkhardt et al., 2008; Soares et al.,
2013). Uno de los cambios mds destacables ligado al reordenamiento de actina es la
inversién por completo de la organizacién del TCR y LFA-1 (Grakoui et al., 1999): los TCRs
migran y se acumulan en el centro, reemplazando a las moléculas de adhesion y definiendo
el cSMAC (zona CD3 high) (Yokosuka et al., 2008; Hashimoto-Tane & Saito, 2016), mientras
que las integrinas forman un anillo a su alrededor, denominado pSMAC (Figura In3)
(Grakoui et al., 1999). El ¢cSMAC es también rico en moléculas de sefializacién como
microcomplejos de CD28/PKCO, que se acumulan alrededor de la zona rica en moléculas
de CD3 (zona CD3 Jow) y parecen importantes para la activacion sostenida (Yokosuka et al.,
2008; Hashimoto-Tane & Saito 2016). El MTOC y el citoesqueleto de tubulina también son
polarizados a esta zona del contacto (Geiger et al., 1982) y es critico para la organizaciony
polarizacién del TCR y de moléculas de sefializacién a la zona de interaccién, asi como para
la activacidn sostenida de la célula T (Das et al., 2004; Martin-Cofreces et al., 2008; Martin-
Cofreces et al., 2012). Por otro lado, gracias a la polarizacién del MTOC, el cSMAC se
convierte en una zona de apagamiento de la sefial del TCR (Lee et al., 2003; Varma et al.,
2006). La organizacidon molecular diferencial en anillos concéntricos, con un cSMAC rico en
TCRs, un pSMAC rico en integrinas y un MTOC polarizado es lo que se conoce como Sl

madura (Figura In3) y puede durar horas (Grakoui et al., 1999).

Existe un tercer anillo alrededor del pSMAC denominado SMAC distal o dSMAC
(Freiberg et al., 2002), caracterizado por una acumulacién y flujo retrégrado de actina
(Bunnell et al, 2001). Dicho anillo genera unas fuerzas fisicas responsables del
mantenimiento de la Sl (Billadeau et al., 2007) y de la activacion y movimiento de multiples
moléculas (Babich et al., 2012; Yi et al., 2012; Comrie et al., 2015). Estas tres zonas (dSMAC,
pPSMAC y cSMAC) también se han denominado lamelipodio, lamela y cuerpo celular,
respectivamente, por equiparacion con la organizacion de actina en células en migracién
(Dustin, 2008; Babich et al., 2012) que se explicara mas adelante. De la importancia de la
estructura y dindmica de actina para la organizacién, cohesién y mantenimiento de la Sl
madura hablaremos en profundidad a continuacidn por tratarse de un aspecto de maxima

relevancia para este trabajo.
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Figura In3: Representacion esquematica de una SI madura vista frontalmente mostrando las moléculas
acumuladas en cada SMAC. La actina es acumulada en el dSMAC, desde donde establece un flujo retrégrado
hacia el cSMAC que ayuda al movimiento centripeto de los microcomplejos de TCR y moléculas de sefializacion.
En el pSMAC se encuentran moléculas de adhesion como integrinas (LFA1) y moléculas relacionadas con el
citoesqueleto (como talina). En el cSMAC se diferencia una zona mas periférica con microcomplejos de CD28 y
PKCO (CD3 low) y una zona mas interna rica en TCR (CD3 high).

1.2. Estructura y regulacion del citoesqueleto de actina

El citoesqueleto de actina es responsable del funcionamiento de numerosos procesos
vitales, como la migracion, el transporte intracelular o la citocinesis. En todos ellos, la
remodelacion de actina es esencial. Estd compuesto por mondmeros de actina globular (G-
actina) que se ensamblan en filamentos de actina (F-actina) helicoidales y asimétricos
(Huxley, 1963), con un extremo (-) o protuberante de despolimerizacién y un extremo (+) o
barbado de polimerizacién. Por este ultimo se produce la elongacion del filamento gracias a
la adicion de mondmeros de actina unidos a ATP (Hayashi & Ip, 1976). Posteriormente y
mientras el filamento sigue creciendo, el ATP se hidroliza a ADP, lo que hace perder
estabilidad al mondmero debido a un cambio conformacional, facilitando asi su liberacién
por el extremo (-). El acoplamiento entre los procesos de adicion y liberacion de monémeros
de G-actina por extremos opuestos del filamento produce un efecto que simula una cinta de
correr (treadmilling) y es el mecanismo por el cual se producen la elongacidn y acortamiento
de los filamentos (Pollard et al., 2000). Cuando la concentraciéon de mondémeros libres
disponibles en la célula se reduce por debajo de la concentracién critica de equilibrio, se
paraliza la polimerizacion de nuevos filamentos, dando como resultado una

despolimerizacién neta hasta que se restauran los niveles de G-actina.
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En situaciones de reposo celular, el citoesqueleto de actina se encuentra en un estado
estacionario dindmico: no se trata de una red de filamentos estables, sino que estan
continuamente remodeldndose gracias a un equilibrio perfectamente regulado entre
polimerizacidn y despolimerizacidn sin producirse cambios netos en los niveles totales de F-
actina (Pollard, 1986). Este estado activo basal permite a la célula ser capaz de responder
rapidamente a sefales externas o situaciones de estrés que requieren una rapida
reorganizacion celular mediada por el citoesqueleto de actina (por ejemplo, en el caso de la

respuesta de linfocitos a sefiales de migracion o activacion).

1.2.1. Papel del citoesqueleto de actina en la activacion T
Uno de los mayores cambios que tiene lugar durante la activacién de la célula T es el
de la actina, cuya reorganizacién es esencial para que se lleve a cabo la correcta formacién

de la Sl y la completa activacion celular (Burkhardt et al., 2008).

De manera previa al inicio de la sefializacidn por el TCR, los linfocitos T necesitan
encontrar APCs con antigenos especificos y escanear su superficie de manera eficiente
(Donnadieu et al., 1994). En esta etapa inicial participa enormemente el citoesqueleto de
actina. Una vez se produce el reconocimiento de antigeno, se dispara una serie de cambios
morfoldgicos y estructurales que llevan a la expansién de la célula T sobre la superficie de
la APC gracias a la dindmica de actina (Bunnell et al., 2001). Ademas, la actina subcortical
genera unas fuerzas de traccion sobre el TCR en la célula T y sobre el pMHC en la célula B,
qgue atraen las dos células entre si y que son necesarias para disparar la sefializacion
(Beemiller & Krummel, 2010). Estas fuerzas de traccion entre ambas células son
dependientes de la afinidad del TCR por su ligando e incrementan la afinidad de integrinas
como LFA-1 (Comrie et al., 2015), aumentando la adhesiéon y la duracidn de la unién (Lub et

al., 1997).

Segun progresa la S, se produce una rdpida polimerizacién de actina en la periferia
acompafiada de despolimerizacién en las zonas mas internas, formandose finalmente un
anillo de actina (Bunnell et al., 2001) donde se inicia la sefializacion por el TCR (Lee et al.,
2002; Varma et al., 2006). Este anillo periférico es extremadamente rico en F-actina a la vez
gue altamente dinamico gracias a la activacién por debajo de la sefializacion por el TCR y
moléculas coestimuladoras de multiples proteinas tanto de polimerizacidon y nucleacién
(WASp, WAVE2, Arp2/3) (Krause et al., 2000; Nolz et al., 2006) como de despolimerizacidn

y fragmentacion (cofilina) (Samstag et al., 1991; Samstag et al., 1992; Lee et al., 2000). Este
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proceso dindmico entre polimerizacidn y despolimerizacidon que se mantiene a lo largo de
todo el contacto T-APC establece un flujo retrégrado centripeto de actina, de unos 20
nm/seg, que es responsable de la formacion y movimiento de microcomplejos de TCR y
moléculas de sefalizacidn hacia el centro de la interaccion, segregados del LFA-1 periférico
(Campi et al., 2005; Kaizuka et al., 2007; DeMond et al., 2008), asi como del movimiento y
activacion de moléculas de adhesion (Comrie et al., 2015). El flujo retrégrado de actina
también es esencial para la correcta arquitectura de la SI mediante el movimiento de
moléculas de sefializacion (Gowrishankar et al., 2012) y para el mantenimiento de la

sefializacion por debajo del TCR (Valitutti et al., 1995; Delon et al., 1998; Babich et al., 2012).

1.2.2. Papel del citoesqueleto de actina en la migracién celular
La remodelacién del citoesqueleto de actina es esencial para la migracién celular y
tiene lugar por la activacion de proteinas como WASP, WAVE, Arp2/3 o cofilina, que son
necesarias para la polimerizacién y despolimerizacién locales de actina en el lamelipodio

(Ridley et al., 2003).

En primer lugar, se generan multiples lamelas alrededor de toda la célula que
posteriormente se convierten en una Unica protrusién de membrana que constituird el
frente celular o lamelipodio. Alli se acumulara la actina, organizada en una red ramificada
de filamentos, y tendra lugar una fuerte dinamica de recambio del citoesqueleto (Nishita et
al., 2005). Los extremos barbados (de polimerizacién) de los filamentos ramificados se
sitian en la parte mas proximal a la membrana celular del lamelipodio, mientras que los
extremos opuestos (susceptibles a despolimerizacidn) se sitlan hacia la parte interna de la
célula (Begg et al., 1978; Small et al., 1978), pero no de manera perpendicular sino con un
cierto angulo, siendo el mas favorable 352 (Maly & Borisy, 2001). Gracias a la adicion de
mondmeros por los extremos barbados y al capping por proteinas caperuza en los
protuberantes, el lamelipodio avanza, arrastrando consigo el cuerpo celular (Pollard &
Borisy, 2003). A pesar de la alta densidad de actina en el frente celular, ésta estd organizada
en una red muy densa filamentos cortos altamente ramificados situados hasta 1 um por
debajo de la membrana plasmatica y que son indicativos de un recambio y una
reconstruccion rapidas de actina, mientras que en el resto de la célula predominan
filamentos mas largos y no ramificados que dotan a las zonas media y posterior de mayor
rigidez y estabilidad (Small et al., 1978; Pollard & Borisy, 2003). Esta organizacién diferencial
de actina se ha comparado con la organizacién concéntrica que tiene lugar en la Sl (Figura

In4) (Dustin, 2008). De hecho, las células en migracidon son capaces de integrar sefiales
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antigénicas y de quimioquinas unidas a receptores en las APCs y pasar de una unién
intercelular mavil y dinamica (kinapsis) (Dustin, 2008) a una unién mas estable (sinapsis) o
viceversa, mediante la accién de WASp y PKCO, respectivamente (Sims et al., 2007; Dustin,

2008).

Sinapsis inmunoldgica Célula en migracién

dSMAC/LP

pSMAC/LM

p

cSMAC/CC

Lamelipodio Lamela Cuerpo celular Urépodo
(LP) (Lm) (cc)

Figura In4: Comparacion entre la organizacion diferencial de actina y proteinas reguladoras del citoesqueleto
en la SI madura y en células en migracién. En el dSMAC/lamelipodio existe una alta acumulacién y flujo
retrégrado de actina y abundan las proteinas reguladoras del citoesqueleto, tanto polimerizadoras como
despolimerizadoras. En el pSMAC/lamela existe también un flujo retrogrado de actina pero de menor velocidad.
En el cSMAC/cuerpo celular, la actina es inexistente o poco abundante. El urépodo es una zona donde abundan
filamentos largos y estables de actina. La flecha azul indica la direcciéon del movimiento. LP: Lamelipodio; LM:
Lamela; CC: Cuerpo Celular.

Los linfocitos son células altamente moviles capaces de alternar dos tipos de
movimiento: primero, necesitan desplazarse en superficies en dos dimensiones (2D), como
por ejemplo sobre el endotelio de los vasos sanguineos, para después ser capaces de
extravasarse y moverse en entornos en tres dimensiones (3D), como la matriz extracelular
(Friedl et al., 2001; Friedl & Weigelin, 2008). En el primer caso, la migracion se produce con
un movimiento ameboide que precisa de una polarizacion del citoesqueleto de actina al
frente celular y que es dependiente de interacciones cortas entre integrinas
(principalmente LFA-1) y sus ligandos (Friedl et al., 2001). En este movimiento, los linfocitos
forman sdlo pequefias protrusiones lamelares y avanzan gracias a la contraccion del sistema
de actomiosina, por lo que son poco dependientes del flujo de actina. En el caso de la
migracion 3D, el movimiento no es dependiente de integrinas y el movimiento se produce
por una dindmica y flujo de actina constantes en el frente celular unido a contracciones del
sistema de actomiosina en el urépodo que impulsa el nucleo a través de espacios

intersticiales pequefios (Lammermann et al., 2008; Klemke et al., 2010).
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1.3. Proteinas de union a actina: la familia de las cofilinas

Las proteinas de unidn a actina (ABPs, Actin Binding Proteins) se consideraron
inicialmente moléculas estructurales, cuya funcién era Unicamente mantener la
arquitectura del citoesqueleto de actina. Sin embargo, actualmente se sabe que tienen una
funcién mucho mas dindmica y compleja, participando en la remodelacién del
citoesqueleto que tiene lugar ante ciertas sefiales externas durante numerosos procesos
celulares, desde el crecimiento neuronal o la migracidon celular a la fagocitosis o la

activacion celular.

Dentro de las ABPs se encuentra la familia de las cofilinas. Esta familia comprende 3
miembros: cofilina 1, cofilina 2 y ADF (Actin Depolymerizing Factor, o destrina), con un 70-
80% de homologia entre si y que constituyen unos de los principales reguladores de la
dindmica del citoesqueleto de actina gracias a su actividad de desensamblaje
(despolimerizacion y fragmentacion) de filamentos (Van Troys et al., 2008). La relevancia
de este grupo de reguladores del citoesqueleto queda patente en la letalidad en estadio

embrionario de ratones knockout de cofilina (Gurniak et al., 2005).

Se trata de proteinas de unos 19 kDa descritas por Bamburg et al. en 1980 (Bamburg
et al., 1980) con al menos una isoforma expresada en todas las células eucariotas. En
humanos, presentan una expresion diferencial, siendo cofilina 1 la isoforma predominante
y expresada de manera ubicua, cofilina 2 especifica de musculo y ADF la mas abundante en
tejidos epiteliales y endoteliales (Van Troys et al., 2008). En cuanto a su localizacion
subcelular, cofilina se acumula en zonas con una alta dindmica de actina, tales como
protrusiones y pliegues de membrana o el lamelipodio, especialmente durante procesos

como la migracién (Dawe et al., 2003) o el ensamblaje de la Sl (Eibert et al., 2004).

A pesar de su alta homologia y de una afinidad similar por actina, las tres isoformas
presentan diferente capacidad para regular la renovacién (turnover) de actina, siendo, de

menor a mayor eficiencia, ADF, cofilina 1y cofilina 2 (Van Troys et al., 2008).

1.3.1. Mecanismo de accion
Cofilina puede unirse tanto a G-actina como a F-actina (Nishida et al., 1984; Hayden
et al., 1993). En su unién al filamento, cofilina se une a dos subunidades adyacentes de G-
actina, lo que induce un retorcimiento que acorta un 25% la longitud de la hélice (McGough

et al., 1997; Klejnot et al., 2013). Este cambio conformacional del filamento favorece la
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unién cooperativa de mas moléculas de cofilina en sitios contiguos, propagando asi el
acortamiento unidireccionalmente hacia el extremo protuberante y pudiendo llegar a

recubrir el filamento uniformemente (Ngo et al., 2015).

Tras la unién de cofilina al filamento, ésta puede realizar varias acciones (Figura In5):

A. Despolimerizacion de F-actina

Por un lado, cofilina promueve la despolimerizacién de filamentos aumentando la
tasa de disociacion del fosfato de ATP-actina por el extremo (-) del filamento, liberando
mondmeros de ADP-actina (Nishida et al., 1984; Blanchoin & Pollard, 1999). Esto genera
un pool de G-actina que puede volver a convertirse en ATP-actina y reciclarse mediante

su incorporacion a nuevos filamentos.

& pCofilina (inactiva)

P 3 © Cofilina (activa)
9 & Desfosforilacién u u {» Oligémeros cofilina
~ ‘ . » G-actina
3¢W» F-actina

30B0BRED  Despolimerizaciony,

rrrrrrrr
QL) P 93
Extremo (+) Extremo (-) b 93 % 3B

barbado protuberante
\ ? 3.7
\\—J Pool de G- actina Nucleacién de novo

Polimerizacion

Figura In5: Mecanismos de accion de cofilina sobre los filamentos de actina. Cuando cofilina es activada por
desfosforilacién, puede realizar varias acciones sobre F-actina: A) Despolimerizacién de filamentos desde los
extremos (-) liberando mondmeros de G-actina susceptibles de iniciar la polimerizacidon de nuevos filamentos
(nucleacion de novo) o de ser afiadidos a filamentos ya existentes (polimerizacidn); B) Fragmentacion de
filamentos largos en fragmentos mas pequerios; C) Union de varios filamentos de actina entre si generando
gruesos manojos de F-actina (actividad de bundling) cuando cofilina se encuentra formando oligémeros.

B. Fragmentacion

Por otro lado, cofilina puede fragmentar F-actina en filamentos mds cortos
(Maciver, 1991). La mayoria de roturas tienen lugar en las zonas cercanas al final de un
agrupamiento de cofilina, en zonas limite entre la estructura normal y la superenrollada,
donde hay una discontinuidad estructural (Ngo et al., 2015). Aunque esto disminuye la

longitud total del filamento, también aumenta el nimero total de filamentos y, por
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tanto, el nimero de extremos barbados susceptibles de ser elongados por adicidon de

nuevos mondmeros de actina (Ghosh et al., 2004).

C. Formacion de manojos de F-actina (bundling)

Por ultimo, se ha descrito actividad de bundling de filamentos de actina por
oligdmeros de cofilina (Pfannstiel et al., 2001). Estos oligdmeros se forman mediante
puentes disulfuro cuando cofilina se encuentra en su conformacién oxidada (ver mas
abajo) y en lugar de despolimerizar filamentos, los estabiliza uniéndolos entre si. Esta
accién de cofilina mantiene la organizacién, grosor y uniformidad de la malla de

filamentos paralelos (Wu et al., 2016).

El efecto final de la actividad de cofilina depende, entre otras cosas, de su
concentracion relativa a G-actina libre: a concentraciones locales relativamente bajas de
cofilina (hasta 200 nM), la actividad de desensamblaje de filamentos es dptima; segln
aumenta la concentracion de cofilina, la fragmentacién es menos frecuente y sélo tiene
lugar al final de largas acumulaciones de cofilina unida a actina; a concentraciones aun
mayores, todos los filamentos estan completamente recubiertos de moléculas de cofilina
gue nuclean, saturan y estabilizan la red (Andrianantoandro & Pollard, 2006; Ngo et al.,
2015). Por tanto, no puede decirse que la funcién de cofilina sea relajar o estabilizar el
citoesqueleto de actina, sino promover su dindmica y remodelacion en funcién de su
concentracion relativa a G-actina, disgregando los filamentos mads viejos que ya no son
necesarios y favoreciendo su sintesis en lugares en los que se necesita una nueva red de
actina. Otros mecanismos de regulacidn de la actividad de cofilina se comentardn en detalle

a continuacion.

1.3.2. Regulacion de la actividad de cofilina
Debido a su importante papel, cofilina estd sujeta a numerosos mecanismos de

regulacion (Figura In6):
A. Fosforilacién/desfosforilacion

El principal mecanismo regulador es el monociclo de fosforilacion/desfosforilacion
en la serina 3 (Ser3), residuo implicado en la unidn a actina (Moriyama & Yahara 1996).
La presencia de un fosfato en la Ser3, situacién constitutiva en linfocitos T en reposo
(Samstag et al., 1991; Samstag et al., 1994), impide la unién de cofilina a actina debido

a una repulsidon de carga entre ambas, inactivando por tanto la proteina sin mediar
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cambio conformacional (Blanchoin et al., 2000). La desfosforilacion de esta Ser3 activa
cofilina y permite de nuevo su unidn a actina (Lee et al., 2000). Kinasas de las familias
LIM (LIMK1 y LIMK2) o TES (TESK1 y TESK2), activadas por rutas de sefalizaciéon de Rho
GTPasas, MAP kinasas o Rac, son capaces de fosforilar dicho residuo (Yang et al., 1998;
Arber et al., 1998; Toshima et al., 2001), mientras que la desfosforilacion y activacion es
llevada a cabo principalmente por fosfatasas de la familia de los SSHs (Niwa et al., 2002).
Ademads, la presencia del grupo fosfato en la Ser3 es necesaria para el reconocimiento
especifico y desfosforilacion de cofilina por SSH1 (Kurita et al., 2008). Otras fosfatasas
de cofilina son la haloacido deshalogenasa cronofina (Gohla et al., 2005) y las serin

fosfatasas PP1y PP2A (Ambach et al., 2000).

B. Secuestro por fosfoinositidos de membrana

La unidn de cofilina desfosforilada a moléculas de PIP; impide la interaccion de
cofilina con actina a la vez que mantiene una reserva de cofilina inactiva cerca de la red
de actina subcortical, lista para ser rdpidamente activada por hidrélisis de PIP;
(Yonezawa et al., 1990). Este mecanismo de regulacion podria restringir espacialmente
la activacion de cofilina a zonas submembranosas donde se activa PLCy-1, como el frente
celular durante la migracion o la S| durante la activacién celular (Eibert et al., 2004;
Klemke et al., 2010). Por ultimo, la unidn a PIP, favorece la formacion de oligdmeros de

cofilina, capaces de estabilizar filamentos de actina (Pfannstiel et al., 2001).

C. Secuestro por cortactina

Cofilina también puede ser secuestrada por cortactina desfosforilada (Oser et al.,
2009): cuando aumenta la generacion de fragmentos cortos de actina, cortactina es
desfosforilada por fosfatasas aun desconocidas, lo que permite su unidn a cofilina e
impide su actividad fragmentadora, controlando asi la aparicion de mas filamentos
cortos. La fosforilacién de cortactina por kinasas de la familia Src y Abl libera
nuevamente cofilina y restaura su actividad de desensamblaje de filamentos (Oser et al.,

2009).
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Figura In6: Mecanismos de regulacion sobre cofilina. A) Fosforilacién/desfosforilacion regulada por
coestimulacién. B) Secuestro por PIP, de membrana. C) Secuestro por cortactina. D) Regulacién por pH. E)
Regulacion por especies reactivas de oxigeno (ROS).

D. Regulacion por pH

La actividad de cofilina depende ademas de factores microambientales como el pH
(Bernstein et al., 2000): tras la activacion celular, se produce un aumento de pH cerca
de la membrana plasmatica, lo cual hace que cofilina escape a la inhibicion por PIP,
(Frantz et al., 2008; Schulte et al., 2013). Ademas, a altos pHs (en torno a 8), cofilina

despolimeriza y fragmenta filamentos de actina mas eficientemente (Yeoh et al., 2002).

E. Regulacion por especies reactivas de oxigeno (ROS)

La presencia de ROS exdgenas en situaciones de estrés (como, por ejemplo, en
procesos de inflamacidn) producen una alteracién estructural en cofilina que podria
estar involucrada en los mayores niveles de F-actina total y las deficiencias en la
remodelacidn del citoesqueleto que presentan los linfocitos T (Klemke et al., 2008). Al
menos tres de las cuatro cisteinas de cofilina sufren modificaciones bajo estrés
oxidativo, favoreciendo la formacion de puentes disulfuro intra e intermoleculares, con
la consiguiente aparicién de oligdmeros de cofilina (Klemke et al., 2008). Sin embargo,
cofilina no pierde su capacidad de unién a F-actinay, de hecho, se ha observado bundling
mediado por oligdmeros (Pfannstiel et al., 2001; Schulte et al., 2013). Esta alteracion de

cofilina por oxidacién impide la maduracién de la Sl y la polarizacién de moléculas como
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LFA-1, F-actina o la propia cofilina (Klemke et al., 2008). Sin embargo, los linfocitos T
necesitan estar activos en ambientes oxidativos. Esta situacidn se salva gracias a la
generacién de un microambiente reductor en la region submembrana del linfocito T
mediante la upregulacion de tioles durante la activacidn por células dendriticas (Schulte
et al.,, 2013). Este ambiente reducido previene la inactivacion de cofilina por PIP2,

generando una reserva de cofilina activa anclada a la membrana plasmatica.

1.3.3. Cofilina en la migracidn celular

Durante la migracién celular, cofilina se acumula en el lamelipodio en su forma activa
(Klemke et al., 2010). Esta activacidn de cofilina es promovida por quimioquinas como SDF-
la (ligando de CXCR4), que inactivan LIMK a través de la activacioén local de la ruta Ras-MEK
en el frente celular (Figura In7) (Klemke et al., 2010). La activacién localizada de Ras también
lleva a la activacidn de PI3K, que se ha descrito por encima de la activacidn de cofilina, quiza
a través de la activaciéon de SSH1 (Nishita et al., 2004; Wabnitz et al., 2006). Otros
mecanismos para aumentar la concentracidn de cofilina activa de manera local en el
lamelipodio podrian ser su liberacién de PIP; al ser hidrolizado por PLCy-1 activada (van
Rheenen et al., 2007) y la inhibicién de LIMK a través de la inhibicidn de la ruta RhoA/ROCK
(Klemke et al., 2010). La activacion local de cofilina genera nuevos extremos barbados
desde filamentos de F-actina, los cuales a su vez son necesarios para que el complejo
Arp2/3 pueda empezar a polimerizar y extender una red ramificada de actina en respuesta
a quimiotaxis que, junto con la actividad sincronizada de cofilina, permitirdn la formacion
del lamelipodio (Ghosh et al., 2004; Sun et al., 2007). Ademds, RhoA y ROCK, que activan
LIMK y por tanto inhiben cofilina, se situan en las zonas media y posterior de la célula en

migracion (Klemke et al., 2010).

Multiples trabajos destacan la importancia del correcto funcionamiento del médulo de
cofilina para el movimiento celular y han demostrado su papel en células Jurkat en la
formacién del lamelipodio y el mantenimiento de la direccionalidad (Nishita et al., 2005;
Klemke et al., 2010). En otro estudio con células de adenocarcinoma mamario de rata, la
sobreexpresion del dominio catalitico de LIMK resulté en la fosforilacidon de practicamente

toda la cofilina de la célula e incapacidad para formar el frente celular (Zebda et al., 2000).

De acuerdo con la mayor importancia del citoesqueleto de actina en la migracion 3D,
la inhibicidn de la actividad de cofilina directamente o a través de la inhibicion de Ras o MEK

(upstream de cofilina) redujo la velocidad, la direccionalidad y el porcentaje de células que
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migraron en soportes 3D que simulan la matriz extracelular; sin embargo, la migracién en
2D, la cual es menos dependiente de la dinamica de actina, no se vio afectada (et al., 2010).
En resumen, la correcta regulacién del mddulo de cofilina es necesaria para conservar la

direccionalidad del movimiento celular dependiente del flujo de actina.

Filamentos cortos y dinamicos
de actina

Filamentos largos y estables
de actina

Lamelipodio Zona media Urépodo

Gradiente de quimioquina

_

Direccién del movimiento

Figura In7: Cofilina participa en la migracion celular promoviendo la renovaciéon del citoesqueleto de actina
en el frente celular. En la figura se muestra la activacidn de la ruta Ras/MEK que tiene lugar en presencia de la
quimioquina SDF-1a. Como resultado de la activacidn local de cofilina en el lamelipodio, se generan multiples
fragmentos cortos de actina, mientras que en el urépodo la forma de actina predominante es en forma de
filamentos largos debido a que cofilina se encuentra localmente inactiva.

1.3.4. Cofilina en la activacion linfocitaria
La sefalizaciéon mediante moléculas coestimuladoras como CD2 o CD28 activa cofilina,
permitiendo su unién a actina. En el caso de CD2, esto ocurre de manera independiente a
la estimulacién por TCR (Lee et al., 2000), por lo que se ha propuesto cofilina como una
molécula nexo entre la cascada de sefializacién del TCR y la de coestimulacién (Figura In1)
y necesaria para la correcta activacién celular, aunque aun se desconocen las rutas que lo
median. Cofilina se ha situado también por debajo de la cascada de seializacidon Ras-

MEK/PI3K, activada por sefializacion de TCR mas coestimulacion (Wabnitz et al., 2006).

Al tratar linfocitos T humanos de sangre periférica con péptidos especificos
blogueantes de la unién de cofilina a actina se demostré la importancia de esta interaccion
para el proceso de activacion linfocitaria (Eibert et al., 2004). En este trabajo, al activar

linfocitos T primarios con APCs presentando superantigeno E (SEE) se observé una menor
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proliferacidon y produccién de IL-2, IL-10 e IFNy en células que habian sido tratadas con
dichos péptidos en comparacidn con las no tratadas. Ademas, se redujo el porcentaje de
conjugados T-B y se alterd la topologia de la Sl, interfiriéndose con la polarizacién de CD2 a

la zona de interaccién, aungue no con la acumulacién de CD3.

Esto sugiere que cofilina puede ser un mediador clave en el establecimiento de la Sly
en la consecuente funcidn efectora del linfocito T, y refuerza nuestro interés en estudiar

moléculas reguladoras de su actividad, en concreto, la familia de los SSHs.

1.4. Slingshots

Los SSHs son una subfamilia de proteinas fosfatasas de tirosina (PTPs) de clase |, cuyo
residuo catalitico es una cisteina (Niwa et al., 2002). Dentro de las PTPs, los SSHs se engloban
dentro de las Dual Specificity Phosphatases (DSPs), que a su vez incluyen varias subfamilias
con diferente especificidad (Alonso et al., 2004). Los tres miembros de los SSH tienen

especificidad por residuos de pSer (Alonso et al., 2004).

En humanos, existen tres genes SSH que codifican los tres miembros de la familia (SSH1,
SSH2 y SSH3), todos con actividad fosfatasa sobre cofilina pero siendo el tercero mucho
menos eficiente que los otros dos (Ohta et al., 2003). En cuanto a su expresién, SSH1 es el
mas ubicuo y con mayores niveles de expresion en general, mientras que SSH3 se encuentra
sobre todo en tejidos epiteliales y SSH2 es mas abundante en tejidos neuronales (Ohta et al.,
2003). Ratones con el gen ssh3 delecionado no muestran alteraciones en el desarrollo,
viabilidad o fertilidad (Kousaka et al, 2008), mientras que ratones knockout de sshl
presentaron un aumento de masa dsea, aunque los resultados no fueron muy consistentes
entre las diferentes cohortes (Brommage et al., 2014). No se ha descrito ningun fenotipo en

ratones delecionados de ssh2.

Por otro lado, la sobreexpresion en células Hela de cada isoforma de SSH no produjo
cambios en la organizacion del citoesqueleto, mientras que el silenciamiento de SSH1 o la
sobreexpresion de formas cataliticamente inactivas de SSH1 o SSH2 (pero no de SSH3)

produjo manojos gruesos y largos de actina (Niwa et al., 2002; Ohta et al., 2003).
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1.4.1. Estructura

La estructura proteica de los tres SSHs se encuentra representada en la Figura In8. La
secuencia firma HCxxGxxR del dominio fosfatasa (F) se encuentra cerca del extremo N-
terminal y es compartida tanto entre isoformas como con el resto de miembros de la familia
DSP y PTP (Ohta et al., 2003). El residuo nucleofilico C393 ataca el grupo fosfato de la
proteina diana, de manera similar a otras PTPs (Kolmodin & Aqvist, 2001; Kurita et al.,
2008). Mientras que los dos dominios del extremo N-terminal (denominados A y B) estdn
también muy conservados dentro de la familia, las secuencias C-terminal apenas guardan
similitud, a excepcién de una regién rica en serinas (dominio S) presente en SSH1 y SSH2.
SSH3 carece de esta region Sy su region C-terminal es mucho mas corta (Ohta et al., 2003).
Por estas diferencias, el dominio C-terminal podria ser el responsable del control diferencial
de las isoformas mediante interacciones con factores reguladores. También es la zona
implicada en la unién a actina (Ohta et al., 2003), mientras que la region N-terminal esta

implicada en el reconocimiento de cofilina (Kurita et al., 2008).

(- )

SSH1
Reconocimiento de Unidn a F-actina
pCof
/ W4s8 \
[ S — hewSeed |

\ €393

Unién y activacion
por actina

SSH2
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behoed beBosd o P d |

- J

Figura In8: Estructura de las tres isoformas de SSH. Mientras que la parte N-terminal de la proteina estd
altamente conservada entre isoformas, la parte C-terminal varia considerablemente. SSH2 presenta un dominio
C-terminal mds largo que SSH1 y SSH3 carece de esta region. Se resaltan en SSH1 los residuos C393 (residuo
catalitico) y W458 (critico para la unidn y activacion por actina). A: dominio A; B: dominio B; F: dominio fosfatasa;
S: regidn rica en serinas.

Ademas del dominio F, el dominio B de SSH1 es necesario para la desfosforilacion de
cofilina y parece ser también la region que confiere la especificidad de sustrato, ya que el
dominio F por si solo es capaz de desfosforilar sustratos sintéticos como pNPP (Kurita et al.,

2008). La regién C-terminal de SSH1 parece prescindible para esta interaccion (Kurita et al.,
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2008). La afinidad relativamente baja del dominio B por pCof permite la liberaciéon rapida
del sustrato tras la desfosforilacién, lo que favorece un suministro efectivo y continuo de

cofilina libre activa y el reciclaje rapido de los filamentos de actina (Kurita et al., 2008).

1.4.2. Actividad y union a actina
Segln ensayos de cosedimentacidn, SSH1 y en menor medida SSH2 son capaces de
unirse a F-actina de manera independiente de su actividad fosfatasa, mientras que SSH3 no
se une (Ohta et al., 2003; Kurita et al., 2007). Esto hace que SSH3 presente una distribucion
difusa en el citoplasma, mientras que las otras isoformas colocalizan con actina filamentosa
(Ohta et al., 2003). Hasta la fecha, no se ha observado que ninguin SSH sea capaz de unir G-

actina (Ohta et al., 2003; Niwa et al., 2002).

Dado que aparentemente SSH1 no forma dimeros (Kurita et al., 2007), su funcién de
estabilizacién parece estar mediada por la unidn simultdnea de una molécula de SSH1 a
multiples filamentos de actina (Yamamoto et al., 2006; Kurita et al., 2007). Existen tres
zonas en SSH1 que son clave para su union a actina: el motivo LHK (residuos 185-187) en el
dominio B cerca del extremo N-terminal, el motivo LKR (973-975) del dominio S y el
triptofano de la posicion 458 (W458) en la zona C-terminal del dominio P (Yamamoto et al.,
2006). Cada uno de ellos parece participar en la union y activacion por actina en diferentes
localizaciones: mutaciones en el dominio LHK hacen que SSH1 pierda su colocalizaciéon con
actina en zonas periféricas cerca de la membrana plasmatica; el W458 parece clave para la
unidn a actina en general, ya que el cambio por alanina en esta posicion (W458A) hace que
SSH1 aparezca con una distribucién citoplasmatica difusa; y los aminoacidos de la region C-

terminal parecen inhibir la localizacidon de SSH1 en fibras de estrés (Yamamoto et al., 2006).

La dualidad en la actividad de SSH1 (formacion de manojos y despolimerizacion de
filamentos por activacién de cofilina) la convierte en una proteina muy interesante. Se ha
propuesto que en estado inactivo estabilice el citoesqueleto y que en respuesta a
estimulaciéon cambie a su conformacion activa, desfosforilando cofilina y promoviendo la
despolimerizacion de los filamentos (Kurita et al., 2007). Otro modelo propuesto para
controlar su actividad dual es mediante fosforilacion/desfosforilacién o mediante proteinas
reguladoras de su unién a actina. Sin embargo, se desconoce como se regulan estas
funciones totalmente opuestas que podrian estar controlando de manera importante el

equilibrio y organizacion de actina en la célula.
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Otras actividades exclusivas de SSH1 frente a las otras isoformas son la desfosforilacion
y activacién de LIMK1 y de coronina 1B, una ABP que desfosforila e inhibe LIMK1 y LIMK2
(Cai et al., 2007), lo que junto con la actividad directa de SSH1 sobre cofilina contribuye a

aumentar la actividad de cofilina.

A continuacién, comentaremos mds en detalle estos y otros mecanismos de regulacion

(Figura In9).

1.4.3. Regulacion
A. Fosforilacién/desfosforilacion

Existen varios residuos sujetos a regulacion por fosforilacion en SSH1: las Ser937 y
Ser978 del extremo C-terminal, que median la unién a 14-3-3 en su estado fosforilado
(Nagata-Ohashi et al., 2004), y la Ser402 del dominio catalitico, que inhibe la unién y

desfosforilacion de cofilina cuando se encuentra fosforilada (Barisic et al., 2011).

Actualmente, las kinasas y fosfatasas responsables de esta regulacién son
practicamente desconocidas. Unicamente se han identificado miembros de las PKD que
son capaces de fosforilar todas las serinas mencionadas (Eiseler et al., 2009; Peterburs
et al., 2009; Barisic et al., 2011), pero no se sabe nada sobre las fosfatasas que acttan
en estos residuos. Solo se ha descrito que estimulos como neuregulina (Nagata-Ohashi
et al., 2004) o la sefalizacidn por B-arrestina (Xiao et al., 2010) o integrinas (Kligys et al.,
2007) inducen desfosforilacién de estas serinas, lo que libera a SSH1 de su secuestro por
14-3-3 (ver mas abajo) y permite la translocacion de SSH1 al lamelipodio y la activacion

local de cofilina (Nagata-Ohashi et al., 2004).

B. Activacion por union a actina

El mecanismo regulador que mas dispara la actividad catalitica de SSH1 es su union
a actina, que aumenta su actividad fosfatasa especifica sobre cofilina entre 10 (Nagata-
Ohashi et al., 2004) y 1200 veces (Kurita et al., 2008). Esto tiene lugar probablemente
por un cambio conformacional en los dominios N y P tras la unién a F-actina que
ocasiona un cierre del sitio activo en una conformacién mas dptima para desfosforilar
pCof (Kurita et al., 2008). De todos los sitios de union a actina presentes en SSH1 (Figura
In8), el dominio A y el residuo W458 parecen indispensables para este aumento de
actividad (Nishita et al., 2005; Yamamoto et al., 2006). Sin embargo, mientras que

mutaciones en el W458 afectan drasticamente a la unidén de SSH1 a actina, mutantes
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que carecen del dominio A sélo la reducen parcialmente y no tienen afectada su
actividad fosfatasa basal sobre cofilina (Yamamoto et al., 2006; Kurita et al., 2008). Por
tanto, parece que W458 es un residuo clave en la unién a actina y en el aumento de

actividad tras esta interaccion.

La acumulacién de F-actina en zonas que requieren un alto recambio del
citoesqueleto (como el lamelipodio en células en migracidn o la Sl), puede constituir un
mecanismo de activacion local de cofilina a través del aumento de actividad de SSH1
(Mizuno, 2013). De hecho, este mecanismo de activacion es necesario para mantener la
direccionalidad durante la migracidn celular (Nishita et al., 2005). Al tratar células con
Latrunculina A (droga que impide la polimerizacion de actina) se reduce la
desfosforilacién de cofilina mediada por SSH1, presumiblemente debido a un menor
aumento de actividad por unién a actina (Nagata-Ohashi et al., 2004). Este mecanismo
regulador no estd presente en SSH3 (el cual no se une a actina), y no se ha estudiado en

SSH2.

a oY
Estimulo

(neuregulina, B-arrestina,
\___ integrinas, PDGF) )

1] Ll
PIP, i PIP, §; E

.

14-3-3

i SSH1 activa
" SSH1 inactiva

Figura In9: Mecanismos de regulacién de SSH1. A) Fosforilacién/desfosforilacion regulada por ciertos estimulos
exogenos. B) Aumento de actividad catalitica por unidn a actina. C) Secuestro por 14-3-3. D) Autodesfosforilacion
en Ser384. E) Activacion por PIPs.

C. Secuestro por 14-3-3

Las proteinas 14-3-3 funcionan como moddulos de unién de fosfoserinas vy

fosfotreoninas (Yaffe 2002). SSH1 puede interaccionar con 14-3-3 cuando se encuentra
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fosforilada en las Ser937 y Ser978, proximas al dominio LKR de unidn a F-actina (Nagata-
Ohashi et al., 2004; Yamamoto et al., 2006), lo que impide la desfosforilacion de SSH1 y
disminuye su activacion mediada por unién a actina, probablemente debido a un
impedimento estérico para dicha interaccién por la proximidad de los sitios implicados
(Nagata-Ohashi et al., 2004; Yamamoto et al., 2006). De hecho, la sobreexpresion de 14-
3-3 secuestra SSH1 en el citoplasma e impide su translocacidn a las acumulaciones de
actina en el lamelipodio y la activacion de cofilina en esa zona (Nagata-Ohashi et al,,

2004).

Gracias a este mecanismo de regulacion, SSH1 se mantiene inactiva en el
citoplasma y puede ser liberada tras ciertos estimulos que oxidan residuos de cisteina
en 14-3-3, como PDGF en células vasculares (Maheswaranathan et al, 2011),
neuregulina en células epiteliales (Nagata-Ohashi et al., 2004) o la sefializacién por
integrinas en queratinocitos (Kligys et al., 2007), permitiendo su unién a F-actina de

manera local.

D. Autodesfosforilacion

SSH1 es ademas capaz de autodesfosforilarse en el residuo de Ser834
(Maheswaranathan et al., 2011). Para ello es necesaria primero su liberacion de 14-3-3,
ya que este residuo se encuentra en el motivo de unidn a esta proteina, y una vez libre
la autodesfosforilacidn de la Ser834 impide que SSH1 sea secuestrado nuevamente por
14-3-3. De hecho, mutantes fosfo-deficientes (con una mutacion S834A que impide la
fosforilacion de este residuo) son constitutivamente activos, ya que escapan a la accién

de 14-3-3 (Maheswaranathan et al., 2011).

E. Regulacion por otras proteinas

Aungque todavia queda mucho por conocer acerca de la regulacidn de SSH1, se han
descrito mecanismos de regulacion por otras proteinas. Una de ellas es PI3K, la cual se
activa localmente en protrusiones de membrana inducidas por insulina, produciendo un
aumento de PIP; en esa zona que parece ser el responsable de la activaciéon de SSH1,

aunque el mecanismo exacto no ha sido aun elucidado (Nishita et al., 2004).

A pesar de que no se conocen los residuos implicados, calcineurina (una fosfatasa
activada por sefiales de calcio) es capaz de activar SSH1 por desfosforilacién directa

(Figura In1) (Wang et al., 2005). Es posible que las Ser937 y Ser978 (Figura In8) sean los

43



INTRODUCCION

residuos sujetos a este mecanismo de regulacidn, que liberaria a SSH1 de 14-3-3 (Wang

et al., 2005), pero aun no ha sido investigado.

Ademas de la activacidon de coronina 1B por SSH1 comentada anteriormente, SSH1
también puede ser activado por coronina 1B y 2A en protrusiones de membrana,
aumentando la concentracidn local de cofilina activa en esa zona (Cai et al.,, 2007;
Marshall et al., 2009). Coronina 1B ademds dirige SSH1 al frente celular (Cai et al., 2007).
Es probable que otros miembros de la familia, como coronina 1A, estén implicados en
la regulaciéon de SSH1 dado el efecto de su delecidn sobre la dinamica de actina y la

activacion celular (Mugnier et al., 2008).

Las PKDs (situadas por debajo de las rutas de RhoA y H,0,), ademas de inhibir SSH1
directamente por fosforilacidn en las Ser937 y Ser978 (Eiseler et al., 2009), son capaces
de fosforilar y activar PAK4, que a su vez puede inhibir cofilina por activacién de LIMK
(Spratley et al., 2011) y por reduccién de la actividad fosfatasa de SSH1 por fosforilacion

en algln residuo aun no identificado de la regiéon N-terminal (Soosairajah et al., 2005).

1.4.4. SSHs en la migracion celular
La acumulacion de SSH1 en el lamelipodio en respuesta a ciertos estimulos (Nagata-
Ohashi et al., 2004; Nishita et al., 2004), sugiere un papel regulador sobre cofilina

durante la migracion celular (Figura In7).

En células Jurkat, los niveles de pCof se incrementan de manera transitoria tras 1-5
minutos de estimulacién con SDF-1a debido a la activacion de LIMK1, probablemente a
través de Racl (Nishita et al., 2002; Nishita et al., 2005), y tras 20 minutos de
estimulacion vuelven a los niveles basales por accion de SSH1 (Nishita et al., 2005). La
accion de LIMK1 parece necesaria para la formacion del lamelipodio en el inicio de la
respuesta celular de migracidn, ya que su silenciamiento impide la generacién de la
misma y el movimiento. Sin embargo, la inhibiciéon de SSH1 mediante siRNA no impide
la migracion celular pero si produce pérdida de quimiotaxis debido a la presencia de
multiples lamelipodios en respuesta a estimulacion (Nishita et al., 2005). El modelo
postulado por Nishita et al. propone que inicialmente se produce la activacion de LIMK,
aumentando los niveles de F-actina mediante la inhibicidn transitoria de cofilina y
permitiendo asi la formacidon de multiples lamelipodios en la célula antes de un minuto
tras la estimulacidn. La posterior translocacion de SSH1 a un solo lamelipodio y su

activacidn por unién a la actina alli acumulada, junto con la activacién de LIMK en toda
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la célula, llevarian a la activacion local de cofilina y al establecimiento de un flujo
dinamico de actina en un solo lamelipodio. Asi, el equilibrio dindmico de los filamentos
de actina estaria mediado por la fosforegulacion de cofilina mediante un equilibrio entre

las actividades de LIMK y SSH1.

1.4.5. SSHs en la activacion de células T
La funcién de los SSHs durante la activacion linfocitaria en respuesta a antigeno aun
no ha sido estudiada. Varias observaciones previas nos sugieren que SSH1 podria tener un
papel importante durante la activacion del linfocito T: la activacidn de su sustrato cofilina
tras estimulacion del TCR o moléculas coestimuladoras por un mecanismo adn no
entendido completamente (Lee et al., 2000; Wabnitz et al., 2006), la importante funcion
de cofilina en el ensamblaje de la SI y funcidn del linfocito T (Eibert et al., 2004) o la

acumulacién de SSH1 en zonas ricas en F-actina (Mizuno, 2013).

1.5. Respuestas de ultrasensibilidad y biestabilidad

Los modulos de seializacién basados en enzimas opuestas (como por ejemplo el
monociclo de fosforilacion/desfosforilaciéon de cofilina) pueden responder a los cambios de
estimulos con diferentes funciones de respuesta en funcién del mecanismo que las gobierne
(Ferrell & Ha, 20144, 2014b, 2014c). Si la tasa de reaccién es directamente proporcional a la
concentracidn de sustrato, se puede asumir que opera la ley de accién de masas (Ecuacién
1), la curva estimulo-respuesta adquiere una forma hiperbdlica que se denomina

Michaeliana (Figura In10 A),

Estimulo
Respuesta= Ecuacion 1
EC;, + Estimulo

donde ECs es el nivel de estimulo con el que se obtiene el 50% de respuesta.

Cuando el mddulo posee ciertas propiedades, como regulaciones reciprocas o bucles de
retroalimentacion (feedback loops) positiva, pueden darse respuestas de ultrasensibilidad
de tipo sigmoidal (Figura In10 B), descritas por la ecuacion de Hill de cooperatividad

(Ecuacion 2) (Hill, 1910),
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Estimulo” )
Respuesta= Ecuacién 2

ECy," + Estimulo”

donde n es el coeficiente o exponente de Hill que sirve como medida de
ultrasensibilidad de la respuesta. Si n=1, la respuesta no es ultrasensible sino Michaeliana;
valores de n>1 implican que la respuesta es ultrasensible; cuanto mayor sea n, mas

ultrasensible es la respuesta (Ferrell & Ha, 2014a).
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Figura In10: Posibles cinéticas estimulo/respuesta de un médulo de sefializacién. A) Cinética de Michaelis-
Menten: la respuesta aumenta de manera hiperbdlica con el estimulo hasta que alcanza un nivel de saturacién o
maxima respuesta. B) Ultrasensibilidad: la respuesta empieza a partir de un cierto nivel de estimulo y alcanza el
nivel de maxima respuesta con un pequefio incremento del mismo. C) Biestabilidad: respuesta de ultrasensibilidad
en la que existe una franja en el nivel de estimulo (banda verde) en la que existen dos posibles estados
estacionarios: el de baja respuesta y el de alta respuesta. Las lineas punteadas indican estados intermedios, no
posibles. La flecha roja sefiala el umbral de respuesta del mddulo. Las flechas negras representan el paso desde el
estado de baja respuesta al de alta respuesta, y viceversa. El estado de alta respuesta se mantiene cuando el
estimulo disminuye por debajo del umbral, fendmeno conocido como histéresis (Hist.) (Ramirez-Munoz et al.,
2016.

Los moédulos de sefializacion con respuestas ultrasensibles permiten filtrar (no
responder a) los estimulos mas bajos, de manera que sdlo los niveles de estimulo por encima
de un cierto nivel produciran una respuesta. Esta respuesta serd ademas abrupta, alcanzando
el maximo con un pequefio incremento de estimulo sobre el umbral, y se conoce como
respuesta de tipo interruptor (Ferrell and Ha 2014a). Las respuestas ultrasensibles facilitan
la aparicion de biestabilidad (Figura In10 C), una situacion en la que para un cierto nivel de
estimulo pueden existir dos estados estacionarios de respuesta: el de baja respuesta (off

state) o el de alta respuesta (on state) (Ferrell & Ha, 2014b).
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Las respuestas ultrasensibles pueden estar generadas por varios mecanismos:

A)

B)

)

D)

1.5.1.

Ultrasensibilidad de orden cero, cuando tanto la enzima que cataliza la reaccion
directa como la que cataliza la inversa operan cerca de la saturacidn y las reacciones
son independientes de la concentracion de sustrato (Goldbeter & Koshland, 1981;

Ferrell & Ha, 2014a).

Acumulacion local de la molécula de sefializacion del mdédulo y la enzima que la
activa. Esto aumenta la especificidad y velocidad de transmision de la sefial debido a

la mayor frecuencia a la que se encuentran las proteinas (Ferrell, 1998).

Regulacién reciproca, una situacién que se da cuando un estimulo es capaz de activar
la enzima activadora del mdodulo vy, a la vez, inhibir a la inhibidora (Ferrell & Ha,

2014b).

Bucles de retroalimentacidon positivos o doble negativos, que permiten que un
determinado estimulo actle sobre una respuesta mas de una vez (Ferrell & Ha,
2014b). Esto aumenta la ultrasensibilidad enormemente y facilita la aparicion de
respuestas biestables con histéresis (Ferrell, 2002), en las que el sistema se mantiene
en el estado de maxima respuesta aun después de que el estimulo baje por debajo
del umbral. Si los bucles de retroalimentacidon son muy fuertes, la respuesta puede
convertirse en irreversible, manteniéndose en el tiempo aunque desaparezca
totalmente el estimulo que la disparé mediante mecanismos de memoria molecular

(Ferrell & Ha, 2014c).

Posibles mecanismos de ultrasensibilidad en el mdédulo de cofilina

Varias de las caracteristicas comentadas estdn presentes en el médulo de cofilina

(Figura In11), lo que nos hizo pensar que podria existir ultrasensibilidad en el mddulo

(Ramirez-Munoz et al., 2016).

En primer lugar, SSH1 no sélo es capaz de aumentar los niveles de cofilina activa

mediante su desfosforilacion directa, sino que ademas es capaz de desfosforilar e inhibir la

enzima LIMK que inactiva cofilina. Por tanto, cualquier estimulo que active SSH1 inhibe

LIMK, generando una regulacién reciproca (Figura In11, flecha roja (i); (Soosairajah et al.,

2005). En segundo lugar, SSH1 es capaz de autoactivarse por desfosforilacion en la Ser834

(Maheswaranathan et al., 2011), lo que generaria un bucle de retroalimentacién positiva

sobre su activacion (Figura In11, flecha verde (ii)). En tercer lugar, la unién de SSH1 a actina

filamentosa, organizada a su vez por cofilina activa (Ghosh et al., 2004), aumenta
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enormemente la actividad catalitica de SSH1 (Nagata-Ohashi et al., 2004), lo que genera un

bucle de retroalimentacion positiva en el médulo (Figura In11, flecha verde (iii)).

Estimulo

|

(0]

B -l
Lo I

F-actina

| - C‘P

Figura In11: Posibles mecanismos de ultrasensibilidad en el médulo de cofilina. Cofilina es fosforilada por
LIMK1 y desfosforilada (activada) por SSH1. SSH1 presenta varios mecanismos de regulacion que podrian dar
lugar a una respuesta ultrasensible: (i) inactivacion de LIMK por SSH1; (ii) autodesfosforilacién; (iii) aumento
de actividad catalitica tras unién a actina filamentosa (Ramirez-Munoz et al., 2016).
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OBIJETIVOS

Debido a las propiedades de SSH1, los mecanismos reguladores en el médulo de cofilinay la
gran falta de conocimiento acerca del papel de SSH1 en la migracidn, asi como en la activacién
y formacién de la Sl en linfocitos T, en esta tesis doctoral nos planteamos los siguientes

objetivos:

1. Aportar evidencias experimentales de que SSH1 induce una respuesta ultrasensible en el

moddulo de cofilina, asi como si existe biestabilidad e irreversibilidad.
2. Investigar mecanismos reguladores implicados en la ultrasensibilidad.
3. Estudiar la distribucion dindmica de SSH1 en la SI.

4. Estudiar el papel regulador de SSH1 en el ensamblaje de la Sl y en la sefializacién de los

linfocitos T.

5. Investigar si SSH1 tiene un papel en la migracidon en dos y tres dimensiones de los

linfocitos T.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Anticuerpos

A continuacién se incluye una lista de los anticuerpos usados, detallando su especie de

origen, casa comercial o laboratorio y técnica en la que se emplearon (Tabla 1).

Tabla 1: Listado de los anticuerpos empleados. FSM: Dr. Francisco Sdnchez Madrid, Centro Nacional de

Investigacién Cardiovascular (CNIC), Madrid; Act.: activacion; Aisl.: aislamiento; FACS: citometria de flujo; IF:

inmunofluorescencia; M: Microscopia; WB: Western Blot.

Anticuerpo

Casa comercial Pais Especie Aplicacion

CD3¢ (clon Hit3a)
CD3¢ (clon T3b)
CD3e (clon UCHT-I)
CD3( (clon 448)
CD4 (HP2/6)
CDS8 (TP 1/13 T8)
CD19 (BU12)
CD19-PerCP
CD28
CD28-APC
CD63 (TEA 3/18.1)
CD69-APC
CD69-FITC
Cofilina total (mAb22)
ERK1/2
HLA-DR
IgG humana
ICAM-1
LFA-1 (TP1/40)
LFA-1 activa (mAb24)
NKp46
p-CD3(,
pCof

IF, FACS

FSM Espafia Raton

WB

Abcam Reino Unido Conejo

FACS, Aisl.

FSM Espafia Raton

FACS

Immunostep Espana Raton

FACS

BD Pharmingen EEUU Raton

FACS

Life Technologies EEUU Raton

Sobrenadante Espafia Ratén FACS, WB

FACS

FSM Espafia Raton

FACS

FSM Espafia Raton

FSM Espafia Raton IF

=
®

Abcam Reino Unido Conejo

(9]
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p-ERK1/2 Cell Signaling EEUU Conejo wB
p-PLCy Cell Signaling EEUU Conejo wB
PLCY Cell Signaling EEUU Conejo wB

SSH-1 Abcam Reino Unido Conejo IF, FACS
a-Tubulina Sigma Aldrich EEUU Raton IF
TCRB-A597 (clon H57) Biolegend EEUU Hamster armenio M

3.2. Lineasy cultivo celular

Las lineas de células B (Raji y HOM-2) fueron crecidas en RPMI 1640 + GlutaMAX-I
(Gibco, Suiza) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Hyclone, Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos) y penicilina/estreptomicina (Lonza) a 100 u/ml y 100 pg/ml,

respectivamente.

La linea celular Jurkat E6-1 derivada de leucemia humana y su clon J77 (ambas V38*)
fueron crecidas en RPMI 1640 (Lonza, Suiza) suplementado de la misma manera que las lineas

B, mas glutamina 10 mM (Lonza, Suiza).

El clon de Jurkat CH7C17 (aqui llamado CH7), que carece de CD28 y, ademds de expresar
TCR VB8, estd transfectado establemente con un TCR VB3 transgénico especifico para el
péptido hemaglutinina de la gripe, HAP (Hewitt et al.,, 1992), se creci6 en RPMI 1640 +
GlutaMAX-I suplementado de la misma manera que las lineas B. Semanalmente se afiadieron
los antibidticos puromicina (4 ug/ml; InvivoGen) e higromicina B (400 pg/ml; Sigma Aldrich,

Estados Unidos) para mantener la expresion del TCR transgénico.

El clon de CH7 transfectado establemente con un pldasmido de baja expresion de B-actina
unido a mCherry (CH7-B-actina) fue cedido por el grupo de Juan Serrador (Departamento de
Biologia Celular e Inmunologia, Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, de Madrid)
(Garcia-Ortiz et al., 2017) y se mantuvo en cultivo de la misma manera que las CH7 parentales
pero suplementando el cultivo de manera adicional con el antibiético G418 (0,8 mg/ml;

Calbiochem, Estados Unidos) semanalmente para mantener la expresion de B-actina.
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Por ultimo, la linea celular D10 de linfocitos T CD4* de ratén se creci6 en RPMI
suplementado con 10% de FBS, glutamina 2 mM, penicilina/estreptomicina 100 u/ml y 100

ug/ml, respectivamente, y B-mercaptoetanol 50 pM.

Periédicamente se comprobd por citometria la expresidn de marcadores de superficie
en todas las lineas celulares humanas (CD3, CD4, LFA-1, CD28 y VB3 o VB8 en el caso de las
lineas T, y CD19, HLA-DR e ICAM-1 en el caso de las lineas B), asi como que no hubiera
contaminacidn por micoplasma mediante el kit “VenorGeM® Mycoplasma Detection Kit for
conventional PCR” y la enzima “MB Taq DNA Polymerase” (ambos de Minerva Biolabs GmbH,

Alemania).

3.3. Citometria de flujo

Todas las tinciones de superficie se realizaron en hielo, resuspendiendo en 100.000
células en 50 pl de PBS por tincién con y-globulina humana (10 pg/ml; Sigma Aldrich). Tras
30 minutos de bloqueo, se afadié el anticuerpo correspondiente o la sonda de actina
filamentosa faloidina-A647 (Molecular Probes, Estados Unidos) durante 30 minutos, seguido
de un lavado con PBS. En el caso de anticuerpos no marcados, se afiadieron los
correspondientes anticuerpos secundarios y se incubaron durante 30 minutos mas. Tras un
nuevo lavado, se resuspendieron las células en 200 ul de PBS frio con 1mM EDTA y se

analizaron por citometria.

En el caso de las tinciones intracelulares, en primer lugar se fijaron las células con
paraformaldehido (PFA) 4% en PBS durante 20 minutos en hielo y se lavaron con PBS. A
continuacién, se permeabilizaron con PBS + 0,2% saponina durante 20 minutos a
temperatura ambiente y se lavaron. Tras este paso, se siguid el mismo protocolo de tincién

con anticuerpos que para las tinciones de superficie.

Los datos se adquirieron en un citdmetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences, Estados

Unidos) y se analizaron utilizando el programa FlowJo (TreeStar, Estados Unidos).
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3.4. Aislamiento y expansion de células primarias humanas

Para la obtencién de células primarias, se aislaron PBMCs (células mononucleares de
sangre periférica) desde buffy coats procedentes del Centro de Transfusion de la Comunidad
de Madrid. Para ello, se realizé una separacién por gradiente de densidad con Ficoll-HisPaque
(Rafer, Espafia) mediante centrifugacion a 600g durante 30 minutos a temperatura ambiente

(RT). Posteriormente, se recogio la interfase de PBMCs con diferentes fines:

3.4.1. Expansion de linfocitos CD4* humanos
Para la obtencidon de blastos CD4, se repartieron 1,5 millones de PBMCs en cada pocillo
de una P24 en presencia de superantigeno E (SEE) soluble a 1 pg/ml (Toxin Technology,
Estados Unidos). A las 24 horas se afiadié IL-2 a 50 u/ml (Peprotech, Estados Unidos),

renovandose cada dos dias. Las células se utilizaron entre los 7 y 14 dias de cultivo.

3.4.2. Expansidn de linfocitos CD8" humanos
Para la obtencidn de blastos CD8, se repartieron 1,5 millones de PBMCs en cada pocillo
de P24 y se afiadié una mezcla de péptidos virales (CEF pool; Mabtech, Suecia) procedentes
de citomegalovirus, virus de Epstein-Barr y virus de la gripe. A las 48 horas se afiadid IL-2 a
50 u/ml, renovandose cada dos dias. A las dos semanas, se comprobd el porcentaje de

células CD8" y se purificaron en el caso de obtener una pureza menor al 70%.

3.4.3. Purificacidn o aislamiento de células CD8* humanas
Para enriquecer el cultivo de blastos en células CD8* o para purificar linfocitos CD8*
totales desde PBMCs, se realizd una seleccién negativa empleando bolas magnéticas
Dynabeads Protein G (Life Technologies, Estados Unidos) conjugadas con sobrenadantes
anti-CD19 y anti-CD4 siguiendo las instrucciones proporcionadas por la casa comercial. El
porcentaje de células CD8" obtenidas tras este procedimiento se encontraba en torno al

80-90%.

3.4.4. Aislamiento de linfocitos CD4" totales humanos
El aislamiento de células CD4" totales a partir de PBMCs se realizé mediante seleccidn
negativa, empleando el kit especifico “Dynabeads™ Untouched™ Human CD4 T cells”
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) y siguiendo las instrucciones proporcionadas por la

casa comercial. El porcentaje de células CD4* obtenidas se encontraba en torno al 90-99%.
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3.5. Manejo de ratones y aislamiento y cultivo de células de raton

Todo el manejo de ratones se realizé en la Universidad de California San Francisco (UCSF)
de acuerdo a la normativa vigente del Comité Institucional para el Cuidado y Uso Animal

(IACUC).

Se emplearon Unicamente ratones transgénicos OT-I sacrificados mediante cdmara de
CO. y posterior dislocacién cervical evitando todo el sufrimiento en la manera de lo posible.
Posteriormente, se extrajeron los ganglios linfaticos maxilares, axilares, intestinales e
inguinales, se disgregaron, se filtraron a través de poros de 100 um (Thermo Fisher Scientific)

y se lavaron en medio RPMI completo.

Por otro lado, se extrajo el bazo, se disgregé en PBS y se filtré por poros de 100 um. Tras
lavarlo con PBS, se lisaron los gldbulos rojos mediante incubacion con NH4Cl 175 mM durante
10 min en hielo. A continuacién, se incubaron las células con SL8 (OVA 257-264; Anaspec,
Estados Unidos) a 100 ng/ml durante 30 min a 372C. Por ultimo, se pasaron a un flask junto
con las células de los ganglios en proporcidn 2:1 (bazo:ganglio). A las 48 horas, se afiadio IL-
2 a 10 u/ml, renovando la citoquina cada dos dias. Las células se emplearon a los 4-7 dias de

cultivo.

3.6. Generacion de plasmidos

En primer lugar, se realizé una PCR con primers especificos para SSH1 o cofilina (Sigma
Aldrich, Tabla 2) utilizando la ADN polimerasa PfuTurbo (Agilent Technologies, Estados
Unidos) a partir de cDNA de PBMCs. Tras comprobar el tamafio de la banda amplificada en
un gel de agarosa, se purifico el producto de PCR utilizando el kit “QlIAquick® Gel Extraction
Kit” (Qiagen, Alemania). El producto obtenido se sometié a digestion con las enzimas de
restriccion Xhol y Hindlll (New England Biolabs, Estados Unidos), al igual que el vector eGFP
C1 o N1 (Clontech, Estados Unidos) para SSH1 o cofilina, respectivamente. Tanto el vector
como el fragmento amplificado digeridos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa
para purificar las bandas del tamafo deseado como anteriormente. Estos fragmentos se
sometieron a ligaciéon con DNA ligasa T4 (New Englands Biolabs) durante toda la noche a
169C. Tras la ligacion, se transformaron 5 pl de la reaccidén en bacterias competentes XL1-

blue (Agilent Technologies) siguiendo las indicaciones de la casa comercial y se plaguearon
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50-100 pl de bacterias en placas de LB-agar con kanamicina a 30 pug/ml (Sigma Aldrich). Al dia
siguiente se realizé una PCR de 5-10 colonias aleatorias con los mismos primers especificos
para comprobar el correcto clonaje y expresién de nuestra construccién. Cuando el tamano
de banda amplificado era el esperado, se crecieron las colonias correspondientes en 5 ml de
medio de cultivo LB durante toda la noche para extraer el ADN plasmidico con el kit
“QlAprep® Spin Miniprep Kit” (Qiagen). Se enviaron muestras a secuenciar a la Unidad de
Gendmica (UCM) y se crecid una colonia que presentara la secuencia e insercién correctas
en 300 ml de medio de cultivo LB para llevar a cabo una nueva extraccién de ADN utilizando
el kit “NucleoBond® PC” (Macherey-Nagel, Alemania). Estas preparaciones fueron empleadas

para transfecciones transitorias.

Tabla 2: Listado de primers empleados para el clonaje de SSH1 y cofilina y para el subclonaje de W458A por
mutagénesis dirigida. Las bases subrayadas corresponden a las secuencias diana de las enzimas de restriccion
indicadas en el nombre del primer mientras que las bases en rojo indican las bases que se mutaron para generar
la mutacion puntual W458A de SSH1. Fw: primer forward; Rv.: primer reverse.

Gen Secuencia primer
Fw-Xhol: CCCCTCGAGTTATGGCCCTGGTGACCCTGCAG
SSH1 Rv-Hindlll: CCCAAGCTTTTAGCTTTTGCTCATCCACGAAGG
Fw-EcoRI: CCCGAATTCATGGCCTCCGGTGTGGCTGTC
Cofilina Rv-Agel: CCCACCGGTGGCAAAGGCTTGCCCTCCAGGGAGATG
Fw: GGCACAACAAGCTGGCCCGTCAGCAGACAGAC
W458A Rv: GTCTGTCTGCTGACGGGCCAGCTTGTTGTGCC

La construccion GFP-C393S (mutante catalitico de SSH1), se diseid en el laboratorio y se
generd en la casa comercial GenScript (China) sobre la base del vector pcDNA 3.1 + N-eGFP.
El plasmido de pmCherry- CD3{ N1 fue amablemente cedido por el laboratorio del Dr.
Balbino Alarcén (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Madrid) y el plasmido

p“CLifeAct-TagRFP fue adquirido a la casa comercial Ibidi (Alemania).

3.6.1. Mutagénesis dirigida

La construcciéon GFP-W458A (mutante SSH1 de unidn a actina) fue generada mediante
mutagénesis dirigida a partir de la construccion GFP-SSH1 previamente generada. En primer
lugar, se disefiaron primers complementarios a la regidn de la secuencia flanqueando el

residuo a mutar, incluyendo en ellos una mutacién puntual adecuada (Tabla 2). Tras
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amplificacién por PCR con PfuTurbo, se digirié el producto de la reaccion con la enzima Dpnl
(Agilent Technologies). El producto resultante se transformé en bacterias ultracompetentes
XL10-Gold (Agilent Technologies) siguiendo las instrucciones de la compaiiia. Se plaguearon
10-250 pl en placas de LB-agar con kanamicina (30 pg/ml) y tras 16 horas se comprobaron

colonias aleatorias por PCR y secuenciacion como se ha explicado anteriormente.

3.7. Transfeccion

3.7.1. Electroporacion

Para electroporar células CH7, se lavaron éstas con HBSS sin calcio ni magnesio (Lonza)
y con Opti-MEM (Gibco) antes de resuspender 2,5-5 millones de células por transfeccién en
400 pl de Opti-MEM junto con la construccidn de interés (2 ug de DNA/millén de células).
Esta suspension se sometid a un choque eléctrico de 240 mV y 975 pF en un equipo Gene
Pulser Il (Bio-Rad, Estados Unidos). Se resuspendieron suavemente a 1 millén/ml en medio
RPMI incompleto pre-equilibrado y tras 2 horas se cambid el medio por medio completo.
Al dia siguiente se realizd una separacidn por Ficoll antes del experimento para eliminar

células muertas y restos celulares.

3.7.2. Nucleofeccion

La linea J77, las células CD4" primarias humanas, la linea murida D10y los blastos CD8*
de raton fueron nucleofectadas debido a la baja eficiencia obtenida mediante
electroporacién. Para ello, se emplearon kits especificos de Amaxa® (Lonza) y el programa
de nucleofeccién mas apropiado segln la ficha técnica, utilizando siempre 2 ug de
DNA/millén de células. Tras la nucleofeccidn, las células se resuspendieron a 1-2
millones/ml en medio completo previamente equilibrado y al dia siguiente se realizé una

separacion por Ficoll antes del experimento.

En el caso de las células humanas se utilizé el equipo Amaxa™ Nucleofector™ Il (Amaxa
Biosystems, Lonza), mientras que para las células de raton se empled el Neon Transfection

System (Thermo Fisher Scientific) en la UCSF.
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3.8. gPCR

Para realizar PCRs cuantitativas, en primer lugar se extrajo el RNA total de células
primarias humanas CD4* o CD8" de donantes sanos, de blastos CD4* o CD8" obtenidos de los
mismos donantes y de células Jurkat CH7 o J77, utilizando el kit “Absolutely RNA Microprep
Kit” (Agilent Technologies, Estados Unidos). 2 ug de este RNA fueron utilizados para sintetizar
cDNA con el kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems, Estados
Unidos). A partir de estos cDNAs se realizaron qPCRs con sondas especificas para los genes
SSH1, SSH2 y SSH3 y la mezcla de reaccidon “TagMan Universal PCR Master Mix” (Life
Technologies) en un equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Estados
Unidos). Para todas las muestras se calculd el valor ACT como los valores de CT normalizados

al valor CT del gen de la proteina ribosomal 18S.

3.9. Migracion celular

3.9.1. Migracién en microcanales (2D)

Los microcanales se prepararon rellenando moldes con canales de diferentes anchuras
disponibles en el laboratorio del Dr. Krummel (Departamento de Patologia, UCSF) con el
polimero PDMS 10:1, dejando un grosor de 2-3 mm sobre el molde. Se dejé polimerizar
toda la noche a temperatura ambiente en una cadmara de vacio y al dia siguiente se
hornearon a 552C durante una hora para finalizar la polimerizacion. Una vez atemperados,
se cortaron rectangulos con pocillos individuales. Se agujerearon las zonas centrales al
principio de los canales, se lavaron con etanol 95% y se limpiaron bien empleando un
equipo limpiador de plasma. Se colocaron los moldes bocabajo sobre un cristal, se

hornearon durante 10 minutos mas a 602C y se limpiaron de nuevo.

Finalmente, se recubrieron con ICAM-1 (5 pg/ml) durante 1 hora, se lavaron y se
colocaron en las perforaciones de cada canal 10 ul de una suspension celular conteniendo
200.000 células en RPMI completo. Las imagenes se adquirieron cada 20 segundos durante
3 horas utilizando un equipo Zeiss Axiovert 200M (laboratorio del Dr. Krummel, UCSF). Se
empled un objetivo 40x PlanFluar/1.3 de aire y las muestras se mantuvieron en condiciones

de temperatura y CO, controladas (372C y 5%, respectivamente).
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3.9.2. Migracién en matriz de colageno (3D)
Los experimentos de migracion en matrices tridimensionales se realizaron en

colaboracion con el Dr. Javier Redondo (Universidad Complutense de Madrid, UCM).

Partiendo de células CH7 transfectadas con las construcciones GFP de interés, se
marcaron con la sonda Cell Tracker Far Red (Molecular Probes) para facilitar el seguimiento
de las células. Se resuspendieron en medio RPMI con 2% FBS y 25 mM HEPES y se mezclaron
300.000 células con una mezcla de coldgeno a 1,7 mg/ml en un pocillo de una cdmara Nunc
Lab-Tek Il de 8 pocillos (Thermo Scientific, Estados Unidos). Se dejé polimerizar la matriz
con las células embebidas en ella durante una hora y media a 372C y se pusieron bajo un

microscopio confocal Olympus FV1200 (Centro de Apoyo a la Investigacion (CAI)-UCM).

Se adquirié una imagen cada 5 minutos durante 3 horas, programando una pletina
motorizada tomando 3 planos Z de cada campo. Se usé un objetivo UPLSAPO 20x/0.75
abriendo el pinhole al maximo para aumentar la anchura del plano Z. Las muestras fueron
mantenidas en condiciones de temperatura y CO, controladas (372C y 5%,

respectivamente).

3.10. Estudios de activacion celular

3.10.1. Formacidn de conjugados e inmunofluorescencia
Para la formacién de conjugados, se marcaron las células B (Raji o HOM-2) con CMAC
(marcador de citoplasma) y se cargaron con SEE en el caso de las Raji, o con SEB o HAP en
el caso de las HOM-2. A continuacidn, se incubaron con las células T (J77 o CH7,
respectivamente) en proporcion 1:1 durante 20 minutos. Por ultimo, se fijaron las células

con PFA 4% y se mantuvieron en PBS hasta su tincidn.

Las tinciones se realizaron en cdmara humeda, permeabilizando las muestras para
tinciones intracelulares con Triton X-100 0,1% durante 5 minutos. A continuacion, se
bloquearon con IgG humana (10 ug/ml) en TNB, se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes durante 1 hora y se afiadieron los anticuerpos secundarios o la sonda de
actina filamentosa faloidina-A568 (Molecular Probes) durante 30 minutos. Por ultimo, se

montaron los cristales con Mowiol 4-88 (Sigma Aldrich).
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3.10.2. Activacidn por anticuerpos
Para la activacidn con anticuerpos, se recubrieron cristales o placas con anti-CD3
(UCHT-1 o Hit3a) a 5-10 pg/ml, y se afadié anti-CD28 (2 pg/ml). Para experimentos de
citometria, se dejaron las células 4 horas antes de tefiir; para experimentos de microscopia,

se adquirieron las imagenes inmediatamente.

3.10.3. Activacidn sobre bicapas lipidicas presentadoras de antigeno

Las bicapas lipidicas se prepararon con una mezcla de fosfolipidos (Avanti Polar Lipids,
Estados Unidos) segun lo descrito anteriormente (Beemiller et al., 2012), sobre cdmaras
Nunc Lab-Tek Il de 8 pocillos limpiadas con HCI 1 M/etanol 70% durante 30 minutos y NaOH
10 M durante 15 minutos. Brevemente, se mezclaron POPC 96,5%, DGS-NTA(Ni) 2%, Cap-
PE-biotinilado y PEG5000-PE 0,5% en cloroformo, se secaron bajo flujo de nitrégeno y se
dejaron toda la noche en camara de vacio. Al dia siguiente se rehidrataron en DPBS (Gibco)
a una concentracidon total de 4 mM, se extruyeron los liposomas por membranas
Nuclepore® Track-Etched de 100 nm (Whatman, Reino Unido) usando un extrusor de lipidos
(Avanti) y se repartieron 250 pul en cada pocillo. Después de 30 min, se lavé cada pocillo con
8 ml de DPBS y se bloquearon los sitios de unidn inespecifica con DPBS-BSA 1% durante 30
minutos. A continuacion, se afiadieron 25 ng de estreptavidina (Life Technologies) a cada
pocillo y tras 30 minutos se lavaron y se afiadié una mezcla de 63 ng de ICAM-1 (producido
en el laboratorio del Dr. Krummel, UCSF) y 6 ng de OVA-MHC (NIH Tetramer Core Facility,
Estados Unidos). Estas concentraciones son similares a las que existen en las células
presentadoras segun resultados previos del laboratorio del Dr. Krummel (comunicacién
personal). Tras una nueva incubacién de 30 minutos, se lavaron los pocillos y se cambid el

DPBS por RPMI + 1% FBS + 10 mM HEPES justo antes de la adquisicion de imagenes.

Por otro lado, los blastos CD8" de ratones OT-I se incubaron con el anticuerpo anti-
TCRB-Alexa Fluor 597 (clon H57, Biolegend, Estados Unidos) para seguir el movimiento del
TCR.

3.11. Western blot

Para los experimentos de Western blot, se mezclaron entre 300.000 y 600.000 células

J77 con células Raji (cargadas con SEE) en proporcién 10:1 y se incubaron durante 5, 15 o 30
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minutos. Para las muestras de 0 minutos (no estimuladas), se incubaron células T con células

B sin antigeno.

Tras las incubaciones, las células fueron lisadas a 1 millén/100 pl en el siguiente tampdn
de lisis suave: TrisHCI pH 7,5 5 mM o 20 mM; Triton X-100 0,2%; NP40 1%; NaCl 150 mM;
MgCl;, 1,5 mM y EDTA 2 mM. A este tampdn se afiadieron en el momento los siguientes
inhibidores de proteasas: mezcla de inhibidores de proteasas 1x (Roche, Suiza), ortovanadato
sodico 2 mM, PMSF 1 mM, fluoruro sédico 10 mM, B-glicerol fosfato 5 mM vy pirofosfato
sodico 1 mM (todos de Sigma Aldrich). Tras incubacidon durante 40 min en hielo, se
centrifugaron las muestras durante 10 min a 1000 g y 42C y se les anadié tampdn de carga

Laemmli buffer 1x con 5% de B-mercaptoetanol.

Las muestras asi obtenidas se sometieron a electroforesis en geles de 1 mm de anchura
al 13% de poliacrilamida (100 V, 20 min + 130 V, 90 min). Posteriormente, se realizd una
transferencia humeda a membranas de PVDF (4 horas a 300 mA), bloqueo de 1 hora con TBS
+0,2% Tween-20 + 5% BSA e incubacién con anticuerpos primarios (anti-pCD3C, anti-pPLCy
y anti-pERK1/2) durante 16 h a 49C en agitacion. Estas membranas se incubaron con el
anticuerpo secundario cabra-anti-conejo 1gG-HRP (Bonsai Advanced Technologies, Espafia)
(en el caso de pCD3C y pPLCy) o burro-anti-conejo-680 (Bonsai Advanced Technologies) (en
el caso de pERK) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion. El revelado se realizé
con reactivos de ECL Plus (Thermo Fisher Scientific) utilizando un equipo Odyssey (LI-COR

Biosciences, Estados Unidos).

Después del revelado, se quitaron los anticuerpos utilizando el reactivo Stripping buffer
(LI-COR Biosciences) y se incubaron las membranas con anticuerpos primarios contra las
proteinas totales (CD3(, PLCy y ERK1/2) durante toda la noche a 42C en agitacion. Al dia
siguiente, se revelaron las membranas con los anticuerpos secundarios correspondientes de
la misma manera que con las proteinas fosforiladas. La cuantificacidn de las bandas se realizé

utilizando el programa informatico Image Studio (LI-COR Biosciences).
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3.12.Ensayos de movilizacion de calcio

Para los experimentos funcionales de calcio, se emplearon células Jurkat E6-1
transfectadas con las construcciones GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP sola marcadas con la sonda
de calcio X-Rhod-1-AM (Molecular Probes) 2 uM en medio HBSS con Ca?*/Mg?* + 2% FCS + 25
mM HEPES + 0,0003% dacido plurdnico. Tras 40 minutos a 372C, se lavaron las células y se
resuspendieron en medio RPMI + 2% FCS + 25 mM HEPES a 2 millones/ml. Los datos se
recogieron en un equipo LSR Fortessa (BD Biosciences), utilizando 600 pl de cada condicion
de la siguiente manera: adquisicidon de la sefial basal durante 1 min, adiciéon de 50 pl de
tetrameros anti-CD3/anti-CD28 (Stemcell Technologies, Canada), adquisicion durante 5
minutos, adicion de 5 pl de ionomicina (1 mg/ml) y adquisicién durante 3 minutos mas. Las
muestras se mantuvieron a 372C durante todo el experimento. El andlisis de los datos se

realizo utilizando el programa FCS Express (De Novo Software, Estados Unidos).

3.13. Microscopia y adquisicion de imagenes

3.13.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM)
En los experimentos realizados con SEM se emplearon blastos CD8" de ratones OT-I
previamente nucleofectados y separados en GFP* y GFP" como control. Se plaquearon
aproximadamente 25.000 células de cada tipo en cristales recubiertos con poli-L-lisina (PLL)

0.01% y se dejaron adherir durante 1 hora a 37°C.

A continuacion, se fijaron las células con una mezcla de glutaraldehido 2% vy
formaldehido 4% en tampdn fosfato 0,1 M pH 7,3 durante toda la noche a 42C. Luego, se
hicieron tres aclarados de 15 minutos con tampdn fosfato seguido de un lavado de 1 hora
con tetréxido de osmio (0sO.) 1%. Se realiz6 un nuevo lavado de 5 minutos y se
deshidrataron las muestras con incubaciones de 15 minutos en concentraciones crecientes
de etanol (35%, 70%, 95% y 100%). Se hicieron dos nuevas incubaciones con etanol 100%
durante 15 y 30 minutos y se procedié al desecado al punto critico con CO,. Por ultimo, se
montaron en una matriz de aluminio y se hizo un recubrimiento con oro. Las muestras se

examinaron en un microscopio electrénico NeoScope (Nikon) en la UCSF.
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3.13.2. Microscopia confocal
Para la adquisicion de imagenes por microscopia confocal, se utilizé el equipo Olympus
FV1200 del CAI-UCM. En el caso de las muestras fijadas, se utilizé un objetivo UPLSAPO
60x/1.35 de aceite de inmersidn. Los distintos fluoréforos empleados se excitaron con
laseres 405 (CMAC), 488 (GFP), 559 (mCherry y Alexa Fluor 568) y 594 (Alexa Fluor 594). De

cada imagen se tomaron entre 20 y 30 planos confocales Z con un incremento de 300 nm.

En el caso de las secuencias de videos de conjugados, se empled un objetivo UPLSAPO
60x/1.20 de agua. Los distintos fluoréforos se excitaron como se ha comentado, tomandose
una imagen cada 5 segundos. En este caso, las muestras fueron mantenidas en condiciones

de temperatura y CO; controladas (372C y 5%, respectivamente).

3.13.3. Microscopia de fluorescencia de reflexion interna total (TIRF)

La microscopia de TIRF de blastos CD8* de ratén se realizdé en la UCSF utilizando un
sistema Zeiss Axiovert 200-M equipado con un laser TIRF. Se utilizd un objetivo 100x
PlanApo/1.46 de aceite de inmersion para los experimentos sobre bicapas lipidicas
activadoras y un objetivo 40x PlanFluar/1.3 para los experimentos de migracién sobre
microcanales. Para la microscopia de TIRF en dos colores, se utilizd un sistema de escaneo
simultaneo en dos canales (Photometrics, Estados Unidos) con un filtro dicroico de pase
largo de 560 nm y filtros de emision de 525/50 nm y 605/70 nm para dividir el campo de la
camara en dos imdgenes y asi poder adquirir de manera simultanea GFP y Alexa Fluor 568.
La cdmara empleada fue una Evolve emCCD (Photometrics) y el intervalo temporal fue de

1-2 segundos con una exposicién de 33-100 mseg durante 3-5 minutos.

La microscopia de TIRF de células humanas se realizé en el Centro Nacional de
Investigaciones Cardiovasculares (CNIC, Madrid) en colaboracién con el grupo del Dr.
Francisco Sanchez Madrid. El equipo empleado fue un Leica AM TIRF MC M montado sobre
un microscopio Leica DMI 6000B equipado con una cdmara Andor-DU8285 VP-4094. Las
imagenes se adquirieron con un objetivo HCX PL APO 100x/1.46 de aceite de inmersion y
una penetrancia Z de 110 nm. Las muestras fueron excitadas con laseres 488 (GFP) o 561

(mCherry) y el intervalo temporal fue de 100-200 mseg.
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3.13.4. Analisis de imagenes
Todas las imagenes de microscopia fueron analizadas con el programa gratuito
Fiji (http://rsbweb.nih.gov/ij/; NIH, Estados Unidos). Para la cuantificacién de la
acumulacién de proteinas en la Sl, se empled el plugin “Synapse Measure” para Fiji
(Calabia-Linares et al., 2011). Este programa calcula proporciones de intensidades
de fluorescencia locales comparando las intensidades en diferentes regiones de la
célula Tyen lazona de interés, y corrigiéndolas con la sefial del fondo y de la célula

B.

Para los andlisis de colocalizacién, se empled el plugin JACoP (Just Another

Colocalization Plugin) para Fiji (Bolte & Cordelieres, 2006).
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4.1. Expresion de los SSHs en linfocitos T

En primer lugar, se estudio la expresidn de los distintos miembros de los SSHs mediante
gPCR en linfocitos T CD4* y CD8 * totales, blastos CD4 * y CD8 * (generados a partir de los
mismos donantes que los totales) y las lineas CH7 y J77 (Figura R1 A). En todos los tipos
celulares estudiados, SSH3 fue la isoforma menos expresada, mientras que los niveles de

expresiéon de SSH1 y SSH2 fueron similares dentro de cada tipo.
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Figura R1: SSH3 es la isoforma con menor expresion en linfocitos T. A) Niveles de expresion de SSH1, SSH2 y SSH3
estudiados por gPCR en linfocitos T CD4*y CD8* totales de donantes sanos, blastos CD4*y CD8* generados a partir
de los mismos donantes y las lineas celulares Jurkat CH7 y J77. En la grafica se muestran los valores del ACT para
cada gen sutraidos con el valor del ACT del gen ribosomal 18S. B) Cuantificacién de los niveles de proteina SSH1
en células Jurkat y linfocitos T CD4* totales. NUmero de donantes en la gPCR = 4 (CD4* totales), 2 (blastos CD4*y
blastos CD8*) o 1 (CD8* totales, CH7 y J77). NUmero de ensayos de citometria =5 (J77) 6 2 (CH7 y CD4* totales).
Andlisis estadistico empleado: ANOVA de un factor con correccién de Bonferroni. *p-valor <0,05; **p-valor <0,01.

Los datos de qPCR se complementaron con ensayos de citometria para estudiar los
niveles de proteina (Figura R1 B). Aunque no existen diferencias significativas en los niveles
de proteina debido probablemente al bajo nimero de experimentos, las CH7 fueron las
células que mas SSH1 expresaban de las poblaciones estudiadas, seguidas por las 177 y
después por los linfocitos T CD4* totales. Estos datos sobre los niveles de proteina coinciden

con lo observado para el mRNA.

4.2. Lasobreexpresion de SSH1 o cofilina induce anomalias morfolagicas

Con el objetivo de estudiar si la sobreexpresidon de SSH1 o cofilina produce alteraciones

del citoesqueleto que se reflejen en anomalias morfoldgicas, se transfectaron células de la
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linea murida D10 con las construcciones Cof-GFP o GFP-SSH1 (Figura R2) y se observaron bajo

SEM segun lo descrito en el apartado 3.13.1 de Materiales y métodos.
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Figura R2: Las proteinas quiméricas codificadas por los plasmidos generados se expresan correctamente. Se
transfectaron células Jurkat CH7 con cada una de las construcciones generadas (GFP-SSH1 y GFP-C393S) y con
el vector GFP como control. Se tifieron las células de cada transfeccidn con un anticuerpo policlonal anti-SSH1
y se comprobd la correlacion entre los niveles de expresidn de la proteina quimérica y los niveles de tincion para
comprobar la integridad de las construcciones.

Las células control (GFP’), presentaban microvellosidades en toda su superficie y una
morfologia y tamafo homogéneos (Figura R3 Ay R3 D izquierda, flechas rojas). Sin embargo,
las células que sobreexpresaban SSH1 presentaban formas bulbosas en la superficie y
microvellosidades menos abundantes, en ocasiones ausentes (Figura R3 B y R3 D central,
flechas rojas y asteriscos). Las células que sobreexpresaban cofilina mostraban alteraciones
similares a las encontradas en las células sobreexpresando SSH1 pero con alguna diferencia:
aunque también presentaban en ocasiones formas bulbosas en su superficie, tenian mas
microvellosidades que las GFP-SSH1, aunque éstas aparecian ensanchadas y con forma
redondeada en comparacion con las del control (Figura R3 Cy R3 D derecha, flechas rojas).
En ambos casos, las células a menudo parecian tener varios frentes celulares, originando

formas en cruz o en triangulo.
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Control (GFP )

GFP-SSH1

Cof-GFP

Control (GFP") GFP-SSH1 Cof-GFP

Figura R3: La sobreexpresion de SSH1 o cofilina produce anomalias morfolégicas en la célula. Las imagenes de
SEM muestran 3 ejemplos representativos de cada condicién de células D10: Cof-GFP” (A), GFP-SSH1* (B) y Cof-
GFP* (C). Los recuadros rojos sobre cada imagen de la derecha delimitan el drea amplificada y mostrada en D.
Las flechas rojas en D indican las anomalias morfoldgicas explicadas en el texto, mientras que los asteriscos rojos

resaltan zonas de la membrana sin microvellosidades. En la parte inferior izquierda de cada imagen (A-C) se
muestra el aumento y en la parte inferior derecha la barra de escala.
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4.3. Regulacion del modulo de cofilina por SSH1

Dados los posibles mecanismos de ultrasensibilidad presentes en el médulo de cofilina
(ver apartado 1.5.1 de la Introduccién), nos propusimos estudiar si se observaba este tipo de
respuesta de cofilina activa en funcién de los niveles de SSH1. Para ello, transfectamos células

Jurkat con la construccién GFP-SSH1 y estudiamos los niveles de pCof por citometria de flujo

(Figura R4).
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Figura R4: Existe una respuesta de ultrasensibilidad en el médulo de cofilina en funcién de los niveles de SSH1.
A) Dot plots de los niveles de pCof en funcién de los niveles de expresiéon de GFP-SSH1 en células CH7. Se
establecieron diferentes regiones en los niveles de expresion de GFP-SSH1 (1 a 4), y de cada una de ellas se
obtuvo la media geométrica de la intensidad (MGI) de pCof (representado en el panel central). En el panel de la
derecha se representan los niveles de cofilina activa, calculada como (tCof — pCof)/tCof, frente a GFP-SSH1 y el
ajuste a la ecuacion de Hill segun lo descrito (Trunnell et al., 2011), realizado con la herramienta Curve Fitting de
Matlab (MathWorks, Inc.). B) Histogramas de pCof en cada una de las regiones establecidas en A. Los paneles
inferiores Cy D muestran las mismas representaciones que Ay B, respectivamente, en células T CD4* primarias.
tCof: cofilina total; pCof: cofilina fosforilada. n=coeficiente de Hill.

La sobreexpresion de GFP-SSH1 causd una brusca reduccién en los niveles de pCof,
alcanzando los minimos niveles de fosforilacidon con niveles de expresidn de GFP-SSH1 bajos,
tanto en células Jurkat como en CD4* primarias (Figura R4 Ay R4 C). Este tipo de respuesta
recuerda a una respuesta de tipo ultrasensible (apartado 1.5y Figura In11 de la Introduccién)
(Ferrell & Ha, 2014a), por lo que ajustamos las curvas a la ecuacién de Hill, que define este

tipo de respuestas, y obtuvimos coeficientes de Hill elevados (n 2 6) en todos los casos (Figura
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R4 Ay R4 C). Estos resultados indican que la activacion de cofilina es ultrasensible a los niveles

de SSH1.

En los histogramas de la Figura R4 B y R4 C se observa una curva bimodal para la regién
2 (curva azul) correspondiente a los niveles mas bajos detectables de GFP-SSH1. Esto sugiere
la existencia de biestabilidad en el mddulo, con dos posibles estados de respuesta para un

determinado rango de estimulo (apartado 1.5 de la Introduccion).

Para obtener mds evidencias experimentales de la biestabilidad, se analizaron por
Western Blot los niveles de pCof en linfocitos T CD4* primarios, blastos CD4* expandidos en
presencia de SEE durante 7 dias e IL-2 durante los ultimos 6 dias, blastos CD4* a los que se
retird el SEE tras 24 horas y se afadio IL-2 los 6 dias siguientes, y células J77 (Figura R5). Los
niveles de pCof en CD4* totales fueron los mas elevados, y se reducian hasta casi 4 veces tras
la estimulacidn antigénica con SEE durante 7 dias. Esta reduccion de pCof se mantenia al
retirar el estimulo tras 24 horas, lo que sugiere que existe una respuesta biestable con un
estado de activacion del mdédulo que se mantiene al retirar el estimulo y en la que
probablemente operen mecanismos de memoria molecular para generar una respuesta

irreversible (Ferrell & Ha, 2014c).
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Figura R5: Los niveles de cofilina activa aumentan con la estimulacion antigénica y se mantienen en el tiempo
al retirar el estimulo. A) Protocolo de obtencidn y generacion de las células empleadas en este experimento. B)
Western Blot de lisados de células CD4* totales, blastos CD4* estimulados durante 24 horas con SEE y 6 dias con
SEE + IL-2, blastos CD4* estimulados durante 24 horas con SEE y 6 dias con solo IL-2, y células de la linea 177,
usando anticuerpos especificos para pCof y tCof. Los nimeros bajo las bandas de pCof indican la cuantificacién
de las intensidades de las bandas de pCof divididas entre las de tCof y relativizando cada valor al de los linfocitos
CD4* totales. La figura muestra un experimento representativo de 4. Aisl.: Aislamiento; pCof: fosfo-cofilina; tCof:
cofilina total.
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Existen varios mecanismos en el mddulo de cofilina que podrian estar mediando la
ultrasensibilidad en el médulo (apartado 1.5.1 de la Introduccion). Para estudiar si el bucle
de retroalimentacién positiva causado por la unién de SSH1 a F-actina es uno de ellos,
transfectamos células Jurkat con las construcciones GFP-SSH1, GFP-C393S o el mutante de
unidn a actina GFP-WA458A (Figura R6 A). Los resultados muestran que el mutante C393S no
es capaz de desfosforilar cofilina, mientras que el mutante W458A si, aunque la reduccion en
los niveles de pCof en este caso es menos abrupta que en el caso de GFP-SSH1, con
coeficientes de Hill siempre menores (de hasta la mitad) (Figura R6 B-D). Por tanto, podemos
decir que la ultrasensibilidad en la respuesta del mddulo es dependiente, al menos en parte,

de la unién de SSH1 a F-actina.
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Figura R6: La respuesta ultrasensible en el médulo de cofilina es dependiente, al menos en parte, de la union
de SSH1 a actina. A) Figura esquematica donde se muestra la estructura de SSH1 y la mutacion puntual del
mutante W458A. B) Se tomaron diferentes regiones correspondiendo a distintos niveles de expresién de SSH (0
a 6) y se obtuvo la media geométrica de la intensidad de fluorescencia (MGI) para pCof en cada uno de ellos.
Estos valores, normalizados a RO, se representaron graficamente en C. D) Los datos obtenidos para las
construcciones de GFP-SSH1 (izquierda) y GFP-W458A (derecha) se ajustaron a la ecuacion de Hill para estudiar
la ultrasensibilidad de la respuesta en funcidn de los niveles de SSH mediante la herramienta Curve Fitting de
MatLab. n = coeficiente de Hill; pCof: fosfo-cofilina. Se muestra un experimento representativo de 3.

Ademas de la presencia de bucles de retroalimentacion, otro mecanismo capaz de
generar ultrasensibilidad es la acumulacion local de una enzima y su sustrato (apartado 1.5
de la Introduccién) (Ferrell, 1998). Debido a que cofilina se polariza y acumula en la periferia
de la Sl (Eibert et al., 2004), quisimos estudiar si SSH1 se acumula también en esas areas y si

este reclutamiento es dependiente de su actividad catalitica o de su unién a actina.
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4.4. Distribucion de SSH1 en la SI

Para estudiar la acumulacién de SSH1 a la SI, transfectamos células CH7 con las
construcciones GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP-W458A y conjugamos estas células T durante 20
minutos con células B presentadoras de HAP segln lo descrito en el apartado 3.10.1 de

Materiales y métodos. Los resultados se recogen en la Figura R7 y muestran la acumulacion
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Figura R7: SSH1 se distribuye en la periferia de la Sl de linfocitos T CD4* de manera independiente de su
actividad catalitica y dependiente de su interaccidn con actina. A) Imagenes representativas de conjugados a 20
minutos entre células HOM2 marcadas con CMAC (azul) y células CH7 transfectadas con GFP-SSH1, GFP-C393S o
GFP-WA458A. Los conjugados se tifieron con un anticuerpo anti-a-tubulina para visualizar el MTOC (rojo) como
marcador de SI maduras. El panel muestra imdagenes representativas de interacciones CH7-HOM2. B)
Cuantificacién de la acumulacién de SSH1 o sus mutantes en la Sl utilizando el plugin de Fiji Synapse Measures.
Las barras de error representan la desviacidn estandar de la media. Prueba estadistica empleada: ANOVA de un
factor con correccion de Bonferroni. n = 45-63 células de 4 experimentos independientes. *** p<0,005. Barras de
escala: 5 pm.
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de SSH1 o sus mutantes en la Sl. Esta localizacién es independiente de su actividad catalitica,
ya que el mutante C393S se acumulaba en igual medida (Figura R7 B), pero sin embargo, la
union a actina es necesaria para que SSH1 se polarice, como muestra la distribucién del

mutante W458A.

Para estudiar en mas detalle la distribucién de SSH1 en la SI, realizamos tinciones de
marcadores clasicos de los distintos SMACs (CD3 para el cSMAC, LFA1 para el pSMAC Yy actina
para el dSMAC) en conjugados generados de la misma manera y los estudiamos por
microscopia confocal (Figura R8). Realizando reconstrucciones 3D de la zona de interaccion,
observamos que la distribucidon de SSH1 era mas periférica que la de CD3 y LFA1 y coincidia

totalmente con la de actina, lo que indica que SSH1 se acumula en el dSMAC.

GFP-SSH1 Superposicion LT 3D SI
CMAC

CD3€

LFA1

Faloidina

Figura R8: SSH1 se acumula en el dSSMAC de la SI, colocalizando con actina filamentosa. Conjugados a 20 minutos
entre HOM2 cargadas con HAP (marcadas con CMAC, en azul) y CH7 transfectadas con GFP-SSH1, GFP-C393S o
GFP-WA458A (pseudocolor). Los conjugados fueron fijados y tefiidos con CD3, LFA1 o actina (rojo) y se estudio la
localizacion de cada una de estas moléculas respecto a SSH1 mediante reconstrucciones 3D de la zona de
interaccion (paneles de la derecha). Se muestran imagenes representativas de 20-30 células de 2 experimentos
independientes. LT: Luz transmitida. Barras de escala: 5 um.

4.5. Dinamica de la polarizacion de SSH1 a la SI

A continuacion, quisimos estudiar la dindmica del reclutamiento de SSH1 a la SI. Para
ello, analizamos mediante microscopia confocal de intervalo temporal la interaccién entre

células Jurkat y Raji, transfectando las primeras con la construccion GFP-SSH1 junto con
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CD3C-mCherry (Figura R9 A y Video 1) o el marcador de actina filamentosa LifeAct-TagRFP
(Figura R9 B y Video 2). En las graficas a la derecha de cada secuencia de video podemos
observar que SSH1 comienza a acumularse en la zona de interaccion muy rapidamente (en
15-30 segundos), alcanzando la maxima acumulacidn entre 1y 1,5 min tras el contacto inicial.
También se observa que el movimiento de SSH1 a la zona de interaccidon comienza antes que

la acumulacién de CD3C o de actina.
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Figura R9: SSH1 se acumula rapidamente en la Sl. Intervalos temporales de microcopia confocal de interacciones
entre células Raji cargadas con SEE (marcadas con CMAC, en azul) y células J77 transfectadas con las
construcciones GFP-SSH1 y CD3¢{-mCherry (A) o GFP-SSH1 y LifeAct-RFP (B). A la derecha de cada secuencia de
video se muestra la cuantificacidon de la acumulacién de cada molécula en la Sl a lo largo del tiempo, calculada

utilizando el plugin de Fiji Synapse Measures. La figura muestra un experimento representativo de 3. Barras de
escala: 5 um.

4.6. Papel de SSH1 en la homeostasis de actina

Dado el importante papel de SSH1 como regulador de cofilina (Figura R4), nos
preguntamos como afecta la sobreexpresidon de SSH1 o el mutante C393S a los niveles totales

de F-actina. Para estudiarlo, transfectamos células CH7 con cada una de las construcciones y
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analizamos por citometria de flujo los niveles de actina filamentosa mediante marcaje con
faloidina (Figura R10 A) o con anti-pCof (Figura R10 B). A continuacién, establecimos regiones
a lo largo de los niveles de expresidon de GFP, obtuvimos los valores de MGI de faloidina o
pCof en cada region y los representamos en graficas (Figura R10 derecha). Asi, observamos
un aumento notable y lineal de los niveles de F-actina con valores altos de expresion del
mutante C393S, mientras que en el caso de SSH1 se producia una ligera disminucion a valores

bajos y medios de expresidn que se recuperaba con valores mayores.
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Figura R10: La expresion de GFP-C393S altera la homeostasis de actina en linfocitos T CD4*. A) Dot plots de los
niveles de actina filamentosa marcada con faloidina frente a los niveles de GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP sola. Se
tomaron diferentes regiones (0-8) correspondiendo a distintos niveles de expresion de GFP y se obtuvo la media
geométrica de la intensidad de fluorescencia (MGI) para faloidina en cada uno de ellos. Estos valores aparecen
representados en la grafica de la derecha. B) Dot plots de los niveles de pCof en funcién de los niveles de GFP-
SSH1, GFP-C393S o GFP sola en las mismas células que A. A la derecha se muestra la grafica con los niveles de
pCof en funciéon de SSH1 segun el mismo andlisis realizado en A. La figura muestra un experimento
representatitvo de 4.

4.7. Papel de SSH1 en el ensamblaje y dinamica de la SI

4.7.1. Papel en la SI madura
Para estudiar si la sobreexpresidon de SSH1 o de su mutante catalitico afectaban a la
maduracién de la SI, formamos conjugados entre células CH7 y HOM2 durante 20 min,

tefiimos para los marcadores de sinapsis CD3, LFA1 total y LFA1 activa y los estudiamos por
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Figura R11: La interferencia con los niveles de expresion de SSH1 no altera la polarizacion de CD3 o LFA1 ni la
activacion de LFA1 en la Sl. Se incubaron células Jurkat transfectadas con GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP durante
20 minutos con células HOM2 cargadas con HAP y se estudid la polarizacién de CD3 (A), LFA1 total (B) o LFA1
activa (C) utilizando el plugin de Fiji Synapse Measures. En cada panel se muestran imagenes representativas de
entre 7 y 56 células de 2 experimentos junto con una reconstruccién tridimensional de la zona de interaccién
mostrando la colocalizacién de SSH1 con cada una de las moléculas estudiadas. Prueba estadistica utilizada:
ANOVA de un factor con correccién de Bonferroni. LT: Luz transmitida; Sup.: superposicion de canales. Barras de
escala: 5 um.
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microscopia confocal (Figura R11). De la misma manera, estudiamos también la
polarizacién y distribucién de componentes del citoesqueleto como el MTOC o la actina

filamentosa (Figura R12). No se encontraron deficiencias en la acumulacién de CD3, LFA1

>

Faloidina Sup. LT CMAC 3DIS

F-actina

GFP-SSH1

%)
<
c
(] A A
%) S A
4 3 i®
o K] A
o 2,
e 3
O
< 5 . .
N & K
<<Q6 o~ 7
& N
O
-
I
7
@
a
[V
o
MTOC
__ 15
£
2
- A
10
a < A
2} ©
o0 ©
Q g 5 Alfar
& o] Yy I
o 0 JAls
[a) o i AAQAAA
4 9 Q
S & <
’ @)
&L <’
&

GFP

Figura R12: La interferencia con los niveles de expresion de SSH1 no altera la polarizacion de actina o el MTOC
a la SI. Se incubaron células Jurkat transfectadas con GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP durante 20 minutos con
células HOM2 cargadas con HAP y se estudio la polarizacion de actina filamentosa (A) o el MTOC (B) utilizando
el plugin de Fiji Synapse Measures. En cada panel se muestran imagenes representativas de entre 7 y 56 células
de 2 experimentos. En el caso de la actina, se muestran a la derecha reconstrucciones tridimensionales de la
zona de interaccién mostrando la colocalizacién de SSH1 con actina. Prueba estadistica utilizada: ANOVA de un
factor con correccion de Bonferroni. LT: Luz transmitida; Sup.: superposicidon de canales. Barras de escala: 5 um.
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total, LFA1 activa o actina filamentosa, asi como tampoco en la polarizacidon del MTOC hacia
la Sl. Sin embargo, la distribucién de la actina parecia ligeramente alterada al sobreexpresar
el mutante catalitico C393S, ya que el clareamiento central parecia de menor drea, y en el

anillo periférico se apreciaban acumulaciones laterales de actina (Figura R12 D).

4.7.2. Dinamica del TCR durante la formacion de la SI

A pesar de no encontrar diferencias claras en muestras fijadas a tiempos largos de
interaccion, nos preguntamos si la dindmica molecular a tiempos mas tempranos (<5
minutos) podria estar alterada cuando sobreexpresabamos las proteinas quiméricas. Para
investigarlo, utilizamos blastos CD8* de ratones OT-l estimulados de manera especifica
sobre bicapas lipidicas presentadoras de antigeno y grabamos secuencias de video
mediante microscopia de TIRF. Este tipo de microscopia ofrece una adquisicién de
imagenes con mayor resolucién espacial respecto a la microscopia confocal gracias a la
iluminacidn de la muestra con un haz de luz oblicua que crea un campo de luz evanescente
gue permite visualizar un campo estrecho de la muestra (hasta tan solo 90 nm de
profundidad), aumentando asi la proporcidn sefal-ruido. También ofrece mayor resolucién
temporal gracias a que la adquisicion de imagenes se realiza por deteccion paralela a través
de una camara digital en lugar de mediante escaneo laser. Las bicapas estan formadas por
una mezcla de lipidos que simula la membrana plasmatica y tienen inmersas en ellas
moléculas de MHC-I presentando el péptido OVA (para el cual son especificos los linfocitos
de estos ratones) y moléculas ICAM-1 (Figura R13 A) a concentraciones similares a las que
presenta una célula B (apartado 3.10.3 de Materiales y métodos). En cuanto a los resultados
obtenidos, en las células sin transfectar se observa la centralizacién del TCR tras el
reconocimiento antigénico (Figura R13 B y Video 3), que fue similar a la observada en las
células que sobreexpresaban GFP-SSH1, en las que se constituyé un ¢cSMAC rico en TCRs y
carente de SSH1 (Figura R13 By Video 4). Sin embargo, al sobreexpresar el mutante C393S,
los microcomplejos quedaban acumulados en periferia, perdiéndose su centralizacidon y por

tanto bloqueando la formacion de un cSMAC tipico (Figura R13 Cy Video 5).

4.7.3. Dinamica de actina
Debido al incremento que produce la sobreexpresion del mutante C393S en los niveles
de F-actina total (Figura R10), quisimos estudiar si esto afectaba a la dinamica de actinay a

la formacion de la SI. Para ello, transfectamos blastos CD8* de ratones OT-l con las
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Figura R13: La expresion de GFP-C393S impide la centralizacion del TCR en la SI. A) Representacion
esquematica de las bicapas lipidicas activadoras empleadas. Sobre estas bicapas se colocaron blastos T CD8* de
ratones OT-I sin transfectar (B), transfectados con GFP-SSH1 (C) o GFP-C393S (D) y tefiidos con un anticuerpo
anti-TCRP (clon H57). En la figura se muestra una imagen representativa de una Sl a tiempos cortos (<3 min) de
células sobreexpresando cada construccién (n=3-4 células). Las graficas debajo de cada imagen representan la
intensidad de fluorescencia del TCRPB (B) o del TCRP frente a GFP-SSH1 (C) o a GFP-C393S (D) a lo largo de la

flecha blanca dibujada sobre cada célula. u.a.: Unidades Arbitrarias; His: histidina; Ni: niquel; Biot: biotina; Str:
estreptavidina. Barras de escala: 5 um.

construcciones GFP-SSH1 o GFP-C393S junto con el plasmido LifeAct-TagRFP y los activamos
sobre bicapas lipidicas presentadoras de antigeno. En el caso de GFP-SSH1 (Figura R14 Ay
Videos 6y 7), se observo un Unico lamelipodio uniforme con una acumulacién de actina en

la zona mas alejada del cuerpo celular que progresaba seguida de una zona de
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Figura R14: La sobreexpresion del mutante C393S altera la dindmica de actina en las lamelas de linfocitos T CD8*.
A) y B) Se muestran blastos CD8* de ratones OT-l cotransfectados con LifeAct-RFP y GFP-SSH1 (A) o GFP-C393S (B)
activados sobre bicapas lipidicas presentadoras de antigeno (OVA). A la derecha de cada imagen se muestra un
kimograma (representacion de tiempo frente a distancia) realizado a lo largo de la linea blanca dibujada sobre cada
célula. C) Ampliacion de los recuadros blancos sobre cada célula en Ay B que representan un ejemplo de las regiones
que se tomaron para los analisis de colocalizacién. D) Analisis de la colocalizacion de actina con GFP-SSH1 o GFP-
C393S (M1) y de GFP-SSH1 o GFP-C393S con actina (M2), calculado mediante el coeficiente de Manders en regiones
lamelares en movimiento. Andlisis estadistico empleado: prueba de Mann Whitney. ****p-valor <0,001. n = 1-4
regiones por célula de 3-4 células distintas. Barras de escala: 5 um.
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colocalizacion con SSH1 y por ultimo un frente de SSH1 libre de F-actina (Babich et al.,
2012). Al sobreexpresar GFP-C393S (Figura R14 B y Video 8), las células presentaban
multiples lamelas improductivas que se formaban simultdneamente en diferentes
direcciones, con apariencia desorganizada y presentando menor colocalizacién del C393S

con actina (Figura R14 C).

También analizamos la dindmica de actina en un modelo de linfocitos T CD4* (Jurkat
CH7) activados sobre cristales recubiertos con anticuerpos (anti-CD3€ Hit3a y anti-CD28).
Como control se utilizaron células transfectadas con GFP sola (Figura R15 A y Video 9). En
ellas se observa la dindmica normal de expansién y clareamiento de actina en la zona
central tras activacion del TCR, alcanzando la mdxima extensidn a aproximadamente 1 min,
momento en el que se aprecia claramente una zona central despejada de actina. En las
células que sobreexpresaban GFP-SSH1 (Figura R15 B y Video 10), el clareamiento
comenzaba entre los 15 y 30 segundos, antes incluso de que acabara la extensién celular.
En el caso de las células expresando GFP-C393S (Figura R15 C y video 11), el clareamiento
de actina en los primeros dos minutos estaba bloqueado. La dindmica del clareamiento de
actina en cada condicidn se encuentra representada en el grafico de la Figura R15 D,
calculada como area de la zona central sin actina dividido entre la intensidad de
fluorescencia de actina en esa zona. Con la progresion de la Sl, este cociente se hace mayor

debido a la pérdida de actina filamentosa y al aumento del area del cuerpo celular.

4.7.4. Estabilidad de la SI

Dados los defectos en la dinamica de actina que producia la sobreexpresion del
mutante catalitico, nos propusimos estudiar la estabilidad de la SI. Para ello, activamos
células CH7 transfectadas sobre superficies recubiertas de anticuerpos anti-CD3 (UCHT-1)
durante diferentes tiempos (4, 5 6 7 minutos), tras lo cual fijamos las muestras con
paraformaldehido 4% y calculamos el porcentaje de células adheridas (Figura R16 A), el area

de expansién (Figura R16 B) y el clareamiento de actina (Figura R16 C).

Como se observa en la Figura R16 A, las células con GFP-SSH1 ya habian alcanzado el
maximo de adhesion a los 4 minutos. Sin embargo, las células que sobreexpresaban el
mutante C393S tardaban mdas tiempo en adherirse, observandose el mayor porcentaje de
células adheridas a los 5 minutos. A pesar de ello, las células C393S una vez adheridas no

presentaban defectos en cuanto a drea de expansion respecto a las GFP o las GFP-SSH1 en
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Figura R15: SSH1 acelera la dindmica de actina en la Sl a tiempos cortos (<2 minutos), mientras que la
expresion de GFP-C393S causa defectos en la reorganizacion de actina. Imagenes representativas de células
CH7 cotransfectadas con LifeAct-RFP y GFP (A), GFP-SSH1 (B) o GFP-C393S (C) a diferentes tiempos de activacidn
sobre placas recubiertas con anti-CD3 (UCHT-1) y grabadas cada 108 mseg utilizando un equipo TIRF. Bajo cada
secuencia temporal, se muestra un kimograma (grafico distancia frente a tiempo) obtenido de la linea blanca
dibujada a través de la célula. Las imagenes en el panel derecho (“Suma”) representan una superposicién de
todas las imagenes obtenidas en la secuencia de video. D) Cuantificacidn del clareamiento de actina a distintos
tiempos de la secuencia para cada construccion, calculado como area de la zona central sin actina dividido entre
la intensidad de fluorescencia de actina en esa zona. La grafica muestra la media de 2-3 células. Analisis
estadistico: prueba T pareada. * y #: p-valor < 0,05. *: C393S vs. GFP; #: SSH1 vs. C393S. Barras de escala: 10 um.
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5 minutos, aunque a 7 minutos empezaban a retraer (Figura R16 B). Ademas, el

clareamiento de actina del mutante era defectivo a 5 minutos (Figura R16 C).
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Figura R16: La sobreexpresion de C393S retrasa la adhesion celular y el clareamiento de actina tras activacion
por el TCR y acelera la retraccion celular. Células CH7 cotransfectadas con GFP, GFP-SSH1 o GFP-C393Sy LifeAct-
RFP se estimularon sobre placas recubiertas con anti-CD3 (UCHT-1) y fueron fijadas a distintos tiempos. A)
Porcentaje de células pegadas a la superficie con anticuerpos medido como numero de células visualizadas en
campo TIRF dividido por el nimero de células observadas en campo ancho. B) Expansion celular a distintos
tiempos tras activacién del TCR, medida como el area celular en el campo TIRF. C) Clareamiento de actina a
distintos tiempos tras activacion celular, medido como area del cSMAC dividido por la intensidad de actina en el
c¢SMAC. En la figura se muestran las medias de (A) 43-53 células, (B) 58-101 células, o (C) 14-17 células, de 3
experimentos independientes). Andlisis estadistico empleado: ANOVA de un factor con correccion de Bonferroni.
* p-valor<0,05.

4.8. Papel de SSH1 en la senalizacion temprana de los linfocitos T

Debido al defecto en la centralizacién del TCRy en la dindmica de actina al sobreexpresar
el mutante C393S, nos preguntamos si esta perturbacion tendria algin efecto en la activacion
del linfocito, en concreto en la fosforilacién de las moléculas de sefializaciéon CD3(, PLCy1 y
ERK. Con este fin, transfectamos células J77 con las construcciones de interés, las activamos
con células Raji presentadoras de SEE y realizamos lisados para Western Blot segun lo

descrito en el apartado 3.11 de Materiales y métodos. En los resultados se puede observar
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una mayor fosforilacion de CD3( respecto al valor de las células GFP tanto en el caso de GFP-
SSH1 como de C393S (Figura R17 A). Sin embargo, resulta muy interesante que esa mayor
activacion inicial de CD3( no se refleja en mayores niveles de pPLCy1 en el caso del C393S (el
cual es similar a la GFP control) pero si en el caso del GFP-SSH1 (Figura R17 B). En cuanto a

PERK, no se observan diferencias en ninguna de las condiciones (Figura 17 C).
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Figura R17: La sobreexpresion de SSH1 o de C393S aumenta la fosforilacién de CD3{ y, en el caso de SSH1,
también la de PLCy1. En la parte izquierda de la figura se muestra un Western Blot representativo de un total
de 4, mostrando la fosforilacion de CD3( (A), PLCyl (B) y ERK1/2 (C) a distintos tiempos en células
sobreexpresando GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP sola. A la derecha, se muestra la cuantificacion de la seial de las
bandas, relativizando los niveles de proteina fosforilada respecto a los niveles de proteina total. Analisis
estadistico empleado: ANOVA de muestras repetidas con correccién de Bonferroni. *: wt vs GFP; #: wt vs C393S;
t:C393S vs GFP. *p-valor <0,05; **p-valor <0,01.
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Para profundizar mds en el efecto de la sobreexpresién de SSH1 o C393S sobre la
activacion linfocitaria, nos propusimos estudiar la movilizacion de calcio tras la activacién del
TCR. Para ello, empleamos células Jurkat E6-1 transfectadas, marcadas con la sonda de calcio
X-Rhod-1AM vy activadas con tetrdmeros anti-CD3/CD28 (apartado 3.12 de Materiales y

métodos).

En las Figuras R18 Ay R18 B puede observarse una elevacién de calcio en todos los casos
tras la activaciéon del TCR y tras la adicién del ionéforo de calcio, estabilizdndose los niveles
pasados 1-2 minutos tras cada estimulo. Aunque en la Figura R18 B parece que las células
con GFP-C393S producian mas calcio tras la adicidén de tetrdmeros, al normalizar estos valores
respecto a los valores basales (0) y a los valores maximos obtenidos con la ionomicina (100),
observamos que en realidad el aumento de calcio en estas células era menor que en las
células GFP, mientras que no existen diferencias con las células GFP-SSH1 (Figura R18 C). No
observamos diferencias en ninguna de las condiciones al analizar los valores maximos de
calcio alcanzados tras la adicidén de tetrdmeros (Figura R18 D), asi como tampoco al calcular

el tiempo que tardan las células en alcanzar ese méximo (Figura R18 E).
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Figura R18: La sobreexpresion del mutante C393S disminuye la produccion de calcio tras estimulacion por el
TCR. A) Dot plots de los niveles de calcio (X-Rhod-1-AM) basales (parte izquierda de cada grafica), tras afiadir
tetrdmeros anti-CD3/CD28 (flecha azul) y tras afiadir ionomicina (flecha roja) en la poblacion de células de alta
expresion de cada construccion (MGI>103). B) Gréfica mostrando el valor medio de la MGI para cada
transfeccion, tomando todos los experimentos. Las flechas azul y roja indican, respectivamente, el momento de
la adicion de tetrdmeros o de ionomicina. C) Se tomaron valores de zonas estables de los niveles basales, tras
estimulacidn con tetrdmeros y tras adicién de ionomicina (recuadros rojos). Los valores tras la estimulacion con
tetrameros se normalizaron entre 0 y 100 respecto a los valores basales (0) y a los valores tras la adicién de
ionomicina (100). D) Se calculé el valor maximo de la MGl de calcio tras la adicion de tetrameros (recuadros
negros en A) para cada transfeccidn y se normalizaron respecto a los valores. E) Tiempo que se tardo en alcanzar
el maximo de calcio en cada transfeccion tras la adicién de tetrameros. Cada punto representa una réplica de
un total de 5 experimentos (3-5 réplicas por experimento). Analisis estadistico empleado: ANOVA de un factor
con correccidn de Bonferroni. *p-valor <0,05. MGI: Mediana Geométrica de la Intensidad de fluorescencia.
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4.9. Papel de SSH1 en la migracidn celular

Dada la importancia del citoesqueleto de actina para el movimiento celular, nos
propusimos estudiar si SSH1 tiene algln papel en este proceso. En primer lugar, estudiamos
la migracion en 2D analizando en el microscopio blastos CD8* de ratones OT-Il transfectados
con GFP-SSH1 o GFP-C393Sy colocados sobre microcanales de distintas anchuras recubiertos
con ICAM-1 segun el protocolo descrito en el apartado 3.9.1 de Materiales y métodos. Como
control, utilizamos células GFP negativas de ambas transfecciones (GFP neg.). Para el andlisis
de la migracidn, se escogieron Unicamente canales con una anchura superior a 3 um, en los
gue las células no necesitan comprimirse para pasar. A pesar de que las diferencias no son
significativas, las células que sobreexpresaban SSH1 (GFP-SSH1*) presentaron una velocidad
de desplazamiento por el canal menor que el resto de condiciones, calculada como el
desplazamiento a lo largo del canal entre el tiempo total que estan migrando (Figura R19 B).
Ademas, las células GFP-SSH1* acumularon mayor distancia recorrida (Figura R189C), debido
al mayor nimero de cambios de direccién y de pared (Figura R19 D). Estos datos indican que

las células GFP-SSH1* son menos direccionales.

En segundo lugar, estudiamos la migracion en 3D mediante matrices de coldgeno seguin
lo descrito en el apartado 3.9.2 de Materiales y métodos. En la Figura R20, se muestran los
resultados del andlisis de la velocidad media, distancia acumulada y euclidea y
direccionalidad. En este caso, no pudimos asegurar qué células no expresaban la proteina
(GFP negativas) debido a la gran distancia de trabajo del objetivo empleado (20x de aire, en
comparacién con el 40x empleado en la migracién 2D), por lo que Unicamente se muestra la
comparacién entre las GFP* (control), las GFP-SSH1* y las GFP-C393S*. Como puede
observarse, la sobreexpresion tanto de SSH1 como del mutante C393S aumenté la velocidad
media de las células y la distancia total recorrida (distancia acumulada). La sobreexpresion
de C393S produjo ademas un ligero pero significativo aumento de la distancia euclidea sin

cambios en la direccionalidad de la migracidn en ningun caso.
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Figura R19: La sobreexpresion de SSH1 afecta a la migracidon en dos dimensiones. A) Fotograma de una
secuencia de video de células transfectadas con GFP-SSH1, mostrando la luz transmitida a la izquierda y el
canal GFP a la derecha. B) Cuantificacién de la velocidad de desplazamiento a lo largo del canal para cada
condicidn, calculada como la distancia que avanza cada célula por el canal dividida entre el tiempo total que
permanece en él. C) Cuantificacion de la distancia total recorrida en cualquier direccién para cada célula en el
tiempo que permanece en el campo de vision. D) lzquierda: numero de veces que las células cambian de
sentido en el microcanal con respecto al tiempo; derecha: nimero de veces que cada célula pasa de migrar a
lo largo de una pared a migrar adherida a la pared opuesta. En todos los casos, cada punto corresponde a una
célula (n = 7-16) de tres réplicas diferentes. Analisis estadistico empleado: ANOVA de un factor con correccién
de Bonferroni. *p-valor <0,05; **p-valor <0,01; ***p-valor<0,005.
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Figura R20: La sobreexpresion tanto de SSH1 como del mutante C393S favorecen la migraciéon en 3D en
matrices de colageno. A) Imagen de una secuencia de video mostrando células GFP-C393S marcadas con el
colorante celular Cell Tracker Far Red (izquierda), el canal GFP del mismo campo de visidn (centro) y la
superposiciéon de ambos (derecha). Las flechas blancas indican células GFP positivas marcadas con Cell Tracker
y las flechas azules indican células en las que no se detecta sefial GFP. B) Imagen de la misma secuencia de
video que A mostrando el andlisis de las trayectorias. C) Cuantificacidn de la velocidad media, distancia total
recorrida, distancia euclidea y direccionalidad de 82-295 células por condicién, de un total de 3 experimentos.
Andlisis estadistico empleado: ANOVA de un factor con correccion de Bonferroni. *p-valor <0,05; **p-valor
<0,01; ****p-valor <0,001.
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5.1. Expresion de los SSHs en linfocitos T

Segln los ensayos de gPCR, SSH3 fue el SSH de menor expresion en todas las
subpoblaciones de células T estudiadas (Figura R1), quiza por tratarse de la isoforma con
menor actividad sobre pCof y menor capacidad de unién a actina (Ohta et al., 2003), lo que
no le daria un papel celular tan relevante como los otros dos miembros. Los niveles de
expresion de SSH1 y SSH2 fueron mas similares entre si en cada tipo celular estudiado, no

encontrandose diferencias significativas en ningun caso.

Por otro lado, las células Jurkat fueron las de mayor expresidon de SSH1, tanto a nivel
de mRNA como de proteina, considerablemente por encima de los niveles encontrados en
los linfocitos T CD4*. Estos altos niveles de expresién de SSH1 en las células Jurkat en
comparaciéon con las células primarias podrian deberse a una alta dindmica del
citoesqueleto de actina por tratarse de una célula tumoral, que necesitaria altos niveles de

actividad de proteinas promotoras de la remodelacion del citoesqueleto.

En esta tesis nos centramos en el estudio de SSH1 por ser una de las dos isoformas con
mayor expresion en linfocitos T y por sus propiedades de regulacién sobre el médulo de

cofilina (apartado 1.5.1 de la Introduccién).

5.2. Anomalias morfologicas al sobreexpresar SSH1 o cofilina

Las alteraciones morfoldgicas observadas al sobreexpresar SSH1 o cofilina (Figura R3)
son probablemente debidas a una alteracion del citoesqueleto de actina originada por los
altos niveles de expresion de dichas proteinas. Aunque en ambos casos las células
presentaron anomalias morfoldgicas, estas no fueron exactamente iguales, ya que la
sobreexpresion de SSH1 originaba principalmente formas bulbosas y pérdida de
microvellosidades en la superficie mientras que la sobreexpresidon de cofilina produjo
microvellosidades mas ensanchadas y con aspecto redondeado. Las microvellosidades en los
linfocitos T son importantes para un escaneo adecuado de antigeno presentado por la APC
(Cai et al., 2017) y, por tanto, su pérdida o alteracidon podria dar lugar a un defecto en la

respuesta a antigeno.

Las anomalias observadas en ambos casos recuerdan a las observadas por Gallego et al.

(Gallego et al., 1997) en células T de un paciente con Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS).
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Este sindrome es causado por una mutacién en el gen que codifica la proteina WAS (WASp),
la cual es muy importante en el control de la organizacién del citoesqueleto de actina. Las
células T de estos pacientes, ademas de presentar defectos en proliferaciéon tras activacién
por el TCR, presentaron importantes anomalias morfoldgicas, incluyendo formas bulbosas o

lamelares similares a las encontradas en nuestro estudio.

5.3. Ultrasensibilidad y biestabilidad del mddulo de cofilina en linfocitos T

Los niveles de cofilina activa en funcién de los niveles de SSH1 siguen una respuesta
ultrasensible (Figura R4). Este tipo de respuestas se caracteriza por la presencia de un umbral
de respuesta, que dota a los mddulos de sefializacidon de la capacidad de ignorar vy filtrar
pequeios estimulos por debajo de ese umbral, a la vez que responder bruscamente a
cambios pequefios por encima del mismo (Ferrell & Ha, 2014a). Esta caracteristica es
interesante en el caso de la activacidn de la célula T: los linfocitos T necesitan filtrar estimulos
de baja afinidad (como autoantigenos) para mantener la tolerancia periférica, pero cuando
reconocen un pMHC de suficiente afinidad, la respuesta debe ser rapida y eficiente. La
ultrasensibilidad del mddulo de cofilina, activado por debajo de la coestimulacién (Lee et al.,
2000; Wabnitz et al., 2006), podria participar en la ultrasensibilidad de la respuesta del
linfocito T frente a estimulos externos, ayudando a reorganizar de manera rdpida y eficiente

el citoesqueleto de actina.

Existen varios mecanismos de regulacidon en el médulo de cofilina que podrian ser
responsables de esta ultrasensibilidad (apartado 1.5.1 de la Introduccién). Uno de ellos es el
aumento de actividad de SSH1 tras su unién a actina (Nagata-Ohashi et al., 2004), que
supondria un bucle de retroalimentacion positiva en el mdédulo. Los menores coeficientes de
Hill obtenidos en el caso de la respuesta de cofilina activa frente al mutante de unién a actina
GFP-W458A (Figura R6) nos hicieron pensar que esta caracteristica es efectivamente un

mecanismo que media, al menos en parte, la ultrasensibilidad del médulo.

La abrupta respuesta de ultrasensibilidad que observamos, sin estados intermedios
(Figura R4), y los multiples mecanismos de retroalimentacién positiva presentes en el médulo
(Figura In11) que podrian generar una memoria molecular (Ferrell & Ha, 2014b), nos hicieron

pensar que podria existir biestabilidad e irreversibilidad en el médulo. La mayor activacion
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Figura D1: Biestabilidad e irreversibilidad del médulo de cofilina. Los mayores niveles de cofilina activa en
células que han visto antigeno y que se mantienen aun después de eliminar el estimulo sugieren la presencia
de biestabilidad e irreversibilidad en el médulo. Por tanto, existirian dos estados de respuesta en el médulo de
cofilina: el de alta respuesta en células que han visto antigeno anteriormente (efectoras y de memoria), y el de
baja respuesta en células naive.

del médulo de cofilina en células que han sido previamente activadas con antigeno, incluso
después de retirarlo, sugiere la existencia de una respuesta irreversible con un estado activo
en estas células que no revierte al estado inactivo aun después de eliminar el estimulo (Figura
D1). Los mayores niveles de cofilina activa en células efectoras y de memoria resultarian en
un citoesqueleto mas activo y laxo, que ayudaria a la formacién y movimiento de oligédmeros
de TCR y de proteinas de sefializacién (Figura D2) (Gowrishankar et al., 2012). Un
citoesqueleto con mayor capacidad de remodelacién ademas volveria las células mds prontas
aresponder que si tuvieran un citoesqueleto rigido y estable (como seria el caso de las células
naive, que presentan niveles de pCof muy elevados) (Thauland et al., 2017) debido a la
presencia de fuerzas de traccidon de actina mas fuertes que promoverian uniones cortas
seriadas TCR/pMHC, con una mejor discriminacién de ligandos de baja afinidad (Huang &
Ferrell, 1996). Nosotros proponemos, y recientemente se ha demostrado, que el estado
activo del mddulo por accidn de SSH1 en células efectoras es responsable de una activacion
mas eficiente en estas células (Thauland et al., 2017). También se ha descrito en linfocitos B
que la senalizacidn por TLRs aumenta la dindmica de actina dependiente de cofilina y SSH1,

reduciendo el confinamiento espacial del BCR (Freeman et al., 2015).

99



DISCUSION

APC

Oligémeros de TCR mas

Oligémeros de TCR pequefios grandes y méviles

Proteina anclada al
citoesqueleto

Proteina liberada
del citoesqueleto

ko ! -y Activacion seriada TCR
I I “th\n
'
1
r v,f:s,,,,,,,',
¥ o o
X ,'
§1ep
L \ .
Proteinas de sefializacién de s [ Cofilina inactiva 2 ‘ ¢ - "
. Cofilina activa
membrana con movilidad restringida ‘ . Proteinas de membrana ‘ 9
Baja fuerza de - “ ' ‘
traccién por actina con altamovilidad “ “ £ Fuerza de traccién

por actina
SSH1

S
() e &= |
LIMK

Célula T naive ‘ Célula T efectora

Figura D2: Relevancia fisiologica de la ultrasensibilidad del médulo de cofilina. En células que no han visto
antigeno (panel izquierdo), el médulo de cofilina se encuentra en estado inactivo. Por ello, la dindmica de actina
y las fuerzas de traccidn son bajas y tanto los TCRs como otras moléculas de sefializacion estan confinados
espacialmente en la membrana. En una célula que ha visto antigeno (panel derecho), el médulo de cofilina se
desplaza a un estado con mayores niveles de cofilina activa. Esto aumenta la dindmica del citoesqueleto y lo
vuelve mas laxo, ayudando al movimiento del TCR y otras moléculas, facilitando la formacién de complejos de
sefializacion y aumentando las fuerzas de traccion y la activacion seriada del TCR por la APC.

5.4. Distribucion dinamica de SSH1 a la Sl

SSH1 se acumula en la Sl (Figura R7), donde colocaliza con F-actina, segtn lo observado
en reconstrucciones 3D a partir de imagenes de microscopia confocal de conjugados T/B
(Figura R8). Esto indica que SSH1 se acumula en el dSMAC siguiendo un patrén de distribucién
similar al de su sustrato cofilina (Eibert et al., 2004), aunque estos autores no estudian si
cofilina se encuentra en el pSMAC o dSMAC. Sin embargo, es probable que enzima y sustrato
colocalicen en la Sl, lo que aumentaria la concentracion local de ambas moléculas vy, junto
con el aumento de actividad de SSH1 tras su unién a la actina acumulada en el dSMAC,
contribuiria a la ultrasensibilidad del mddulo (Ferrell, 1998). Esta distribucidon de SSH1 sugiere
ademads un papel en el flujo retrégrado de actina durante la activacion de linfocitos T. La
actividad catalitica de SSH1 también podria estar activada localmente por PI3K en la SI,
aunque no se conoce exactamente cdmo se produce esta regulacion (Nagata-Ohashi et al.,

2004).
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La acumulacién de SSH1 en la Sl no depende de su actividad catalitica pero si de su unién
a actina (Figura R7). Nuestros datos sugieren que la interaccion con la APC causa la inmediata
liberacion de 14-3-3 y, una vez libre y desfosforilado, SSH1 podria unirse a actina (Nagata-
Ohashi et al., 2004). Esto causaria la translocacion de SSH1 a la zona de interaccién y
aumentaria su actividad catalitica enormemente (Nagata-Ohashi et al., 2004; Kurita et al.,
2008), de manera que cuando se encuentra en el dSMAC con cofilina y actina, estaria listo
para desfosforilar y activar cofilina de manera muy eficiente. Es posible que la mutacién
WA458A afecte ademas a la interaccién con coronina 1B, implicada en la traslocacién de SSH1

al lamelipodio (Cai et al., 2007) y quiza también a la SI.

Por ultimo, la rapida acumulacién de SSH1 en zonas lamelares de la SI que comienza
antes que la de CD3 (Figura R9 Ay Video 1) sugiere que SSH1 podria participar en la expansion
inicial de la célula T sobre la B o en el escaneo de APCs en busca de pMHCs adecuados. En
este contexto, SSH1 también podria estar activado por la activacién local de PI3K en el

lamelipodio (Nagata-Ohashi et al., 2004; Kurita et al., 2008).

5.5. Control de los niveles de actina por SSH1

Los altos niveles de expresidn del mutante catalitico C393S produjeron un gran aumento
en los niveles de F-actina totales (Figura R10 A). Esto concuerda con trabajos anteriores en
los que tanto el silenciamiento de SSH1 como la sobreexpresion de formas cataliticamente
inactivas de SSH1 o SSH2 produjo manojos gruesos y largos de actina (Niwa et al., 2002; Ohta

et al., 2003).

Existen dos posibles explicaciones no excluyentes a este fendmeno: la primera es que a
partir de ciertos niveles de expresion, el mutante C393S actie como dominante negativo,
impidiendo la actividad del SSH1 endégeno y por tanto el desensamblaje de actina por
cofilina, lo que produciria un aumento neto en los niveles de actina filamentosa. La segunda
es que la sobreexpresion de C393S a partir de ciertos niveles genere manojos gruesos de
actina debido a su actividad de bundling, haciéndolos inaccesibles para cofilinay produciendo
un aumento global de F-actina. Esto no ocurriria al sobreexpresar SSH1 wild type ya que esta
actividad de formacion de manojos se veria contrarrestada con la actividad catalitica de SSH1

y la activacidn de cofilina.
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En este trabajo, hemos usado la sobreexpresion del mutante C393S como posible
dominante negativo de la actividad del SSH1 enddgeno, dado que nuestros resultados sobre
los mayores niveles de actina filamentosa al sobreexpresarlo concuerdan con las alteraciones
observadas por otros (formacién de manojos de actina) al silenciar distintos SSHs (Niwa et

al., 2002).

5.6. Papel de SSH1 en el ensamblaje y dinamica molecular de la SI

La sobreexpresion de SSH1 o del mutante C393S no afectd a la acumulacién de CD3,
LFA1, LFA1 activa o el MTOC en la zona de interaccion ni a su distribucion en la Sl (Figuras
R11yR12)a 20 min de interaccion, por lo que no parece que una mayor activacién de cofilina
o una perturbacién de los niveles totales de F-actina afecten a la maduracién de la Sl a estos
tiempos. Sin embargo, trabajos anteriores muestran que al interferir directamente la
actividad de cofilina mediante péptidos bloqueantes de su unién a actina se altera la
polarizacidon de LFA1 y F-actina (aunque no de CD3) a 30 minutos, impidiendo que la SI
madure correctamente (Eibert et al., 2004). Esto podria sugerir que interferir con la actividad
de cofilina es una perturbacién mds agresiva que sobreexpresar un mutante catalitico de
SSH1, quiza porque otras fosfatasas como SSH2, SSH3 (Ohta et al., 2003), cronofina (Gohla et
al., 2005), PP1 o PP2A (Ambach et al., 2000) puedan desfosforilar cofilina en el segundo caso.
La acumulacidén de F-actina tampoco estaba alterada, aunque si ligeramente su distribucion
en células que sobreexpresaban el mutante C393S, en las que el anillo de actina estaba
menos abierto, con una zona clareada de actina mas pequefa, aunque esto no parecia

afectar a la distribucion en la Sl del resto de moléculas estudiadas.

En contraste con estos resultados en la SI madura, en los tiempos iniciales de la
interaccion observamos que mientras que la dindmica del TCR no parecia estar afectada por
la sobreexpresion de SSH1, su centralizacidn estaba totalmente impedida al sobreexpresar el
mutante C393S (Figura R13 y Video 5). Estas diferencias podrian deberse a la necesidad de la
dindmica de actina para el movimiento de microcomplejos de TCR (Varma et al., 2006;
Kaizuka et al., 2007), ya que la sobreexpresion del C393S aumenta los niveles de F-actina
(Figura R10) y produce manojos gruesos de filamentos (Niwa et al., 2002; Ohta et al., 2003),

posiblemente alterando la dinamica de la misma (Figura D3). Por tanto, nuestros resultados
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sugieren que SSH1 tiene un papel regulador de la dindmica del TCR a través de su accidn

sobre los niveles de actina y la organizacion de los filamentos.
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Figura D3: Efecto de la sobreexpresion del mutante C393S en el ensamblaje de la SI. En situaciones normales
(panel superior), SSH1 es polarizado a la periferia del contacto en segundos. Cofilina también se polariza alliy es
activada localmente por SSH1, lo que da como resultado el establecimiento de un flujo retrégrado de actinay la
generaciéon de filamentos cortos, que ayudan al movimiento de TCRs y otras moléculas. Cuando
sobreexpresamos un mutante catalitico (panel inferior), cofilina no puede ser activada localmente en tiempos
iniciales, lo que bloquea la dindmica de actina en la zona de contacto. Ademas, los niveles totales de F-actina
estan elevados. El resultado es el impedimento del movimiento de los TCRs al centro de la interaccion.
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Para investigar si la dindmica de actina a tiempos tempranos se encuentra
efectivamente alterada con la sobreexpresién de C393S, estudiamos la dindmica de las
lamelas en el contexto de la activacion celular (Figura R14). Los lamelipodios avanzan gracias
a un equilibrio entre polimerizacién de actina en el frente celular y despolimerizacién por la
zona mas cercana al interior celular (Begg et al., 1978; Small et al., 1978). Como se observa
en la Figura R14 Ay Videos 6 y 7, SSH1 se encuentra justo por detras de este frente de actina
y va avanzando con el flujo. Por ello, es probable que SSH1, mediante la activacidn de cofilina,
participe en la despolimerizacién de filamentos que permite el establecimiento de un
correcto flujo retrégrado de actina y la formacion de lamelipodios productivos durante la
activacion celular. Este papel de SSH1 estd apoyado por la formacidon de lamelipodios
aberrantes al sobreexpresar el mutante catalitico C393S (Figura R14 B y Video 8) y por la
pérdida de colocalizacién de esta forma de SSH1 con F-actina (Figura R14 D), lo que ademas
apoya la hipodtesis de que la descentralizacién del TCR (Figura R13 y Video 5) se debe a

alteraciones en la dindmica de actina al sobreexpresar el C393S.

Llama la atencidn que esta alteracién en la distribucién del TCR no se aprecie en sinapsis
maduras de 20 minutos (Figuras R11) y que la alteracion en la distribucidén de actina a estos
tiempos mas tardios sea muy sutil (Figura R12). Esto sugiere que el mutante catalitico no
bloquea la dindmica de actina totalmente, sino que sélo afecta a los reordenamientos
tempranos. Podria ser que otros mecanismos reguladores de cofilina intervinieran en su
activacion durante la activacion celular y acabaran compensando la falta de actividad de SSH1
y las alteraciones de actina producidas por el mutante C393S; no sélo otras fosfatasas
(Ambach et al., 2000; Ohta et al., 2003; Gohla et al., 2005), sino también el ambiente reductor
que se crea en la zona de interaccion y que lleva al aumento de la capacidad
despolimerizadora de cofilina (Yeoh et al., 2002) y a su liberacion de PIP, y de cortactina

(Frantz et al., 2008).

La actina también juega un papel esencial en el establecimiento de la adhesién celular,
entre otros mediante fuerzas de tracciéon dindmicas que facilitan el contacto entre ambas
células y estabilizan la interaccion (apartado 1.2.1 de la Introduccidn; (Li et al., 2010; Liu et
al., 2014). Cuando alteramos la homeostasis de actina mediante la sobreexpresion del
mutante C393S, las células tardan mas tiempo en adherirse (Figura R16 A), ademads de
presentar un retraso en el clareamiento de actina de la zona central de la Sl en los tiempos

iniciales de la interaccion (Figuras R14 y R15 y Videos 8 y 11), lo que explicaria también el
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problema en la centralizacion del TCR en estas células. Los mayores niveles de F-actina
generados con altos niveles de C393S (Figura R10) podrian dotar a las células de una excesiva
rigidez que dificultaria la adhesién y expansion celular (Freeman et al., 2011; Thauland et al.,
2017). Al sobreexpresar GFP-SSH1 tendriamos el efecto contrario: los mayores niveles
iniciales de cofilina activa (Figura R4) producirian una mayor dindmica y capacidad de
reorganizacién del citoesqueleto, lo que se reflejaria en un mayor y mas rapido clareamiento
de actina en los momentos iniciales de la activaciéon (Figura R15 B y Video 10). Efectos
similares a los observados con el mutante C393S se han visto en células deficientes en WASP
(proteina implicada en la polimerizacién de actina): las células formaban Sl normales en
cuanto a la diferenciacidon de pSMAC y dSMAC, pero perdian estabilidad mas rapidamente
que las células control (Sims et al., 2007), lo que apoya la importancia de un correcto

funcionamiento de la dindmica de actina para la interaccién celular.

En resumen, la sobreexpresion de SSH1 y el consiguiente aumento de cofilina activa
aceleran el clareamiento de actina inicial, mientras que en el caso del C393S, el clareamiento
de actina estd muy retrasado, lo que afecta a la dindmica del TCR y acelera la retraccion
celular. Estos efectos observados en la dindmica de actina y del TCR podrian tener algin
efecto en la sefializacion temprana de los linfocitos T, por lo que nos propusimos investigar

este aspecto en mas detalle.

5.7. Papel de SSH1 en la seiializacion temprana de los linfocitos T

El estudio de la sefializacion temprana en los linfocitos T CD4* arroja resultados
interesantes sobre el efecto de la alteracion de la dinamica de actina en la activacidn celular.
Como se observa en la Figura R17, tanto al sobreexpresar GFP-SSH1 como GFP-C393S se
observé una mayor fosforilacidn de CD3{ a 5 y 15 minutos tras activacidon con de células
Jurkat con APCs. Los mayores niveles de fosforilacion de CD3( en las dos situaciones son
probablemente debidos a motivos diferentes. En el caso del C393S, los mayores niveles de
actina filamentosa retrasarian la centralizacidon del TCR al cSMAC. Al ser ésta la zona de
apagamiento de la sefial (Lee et al., 2003; Varma et al., 2006), la permanencia del TCR en
periferia daria lugar a unos mayores niveles de fosforilacion de CD3C. En el caso de las células
con GFP-SSH1, la mayor fosforilacidn de CD3( probablemente sea debida a una mayor

dindmica de actina, que facilitaria el acceso de moléculas activas a los complejos de
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sefializacion que se ensamblan durante la migracidon de los microcomplejos de TCR y los

activan (Kaizuka et al., 2007; Gowrishankar et al., 2012).

Sin embargo, sélo en el caso del GFP-SSH1 los mayores niveles de pCD3( se traducen en
mayores niveles de pPLCy1 (Figura R17). Anteriormente se ha descrito que la dindmica de
actina participa en la activacion de PLCy1, aunque el mecanismo exacto no estd claro (Babich
etal., 2012). Es posible que la mayor capacidad de reorganizacion del citoesqueleto de actina
en las células GFP-SSH1 ayude a la activacidn de PLCyl mediante un mayor reciclaje en la
zona de la Sl o facilitando su interaccion con su activador Itk en los complejos de sefalizacion
cerca de la membrana plasmatica (Figura In1). En cuanto a las células C393S, observamos que
el bloqueo de la centralizacidon del TCR (Figura R13 y Video 5) y la alteracion de la dindmica
de actina a tiempos tempranos (Figuras R15 y R16) no parecen afectar a la fosforilacion de
PLCy1. Puede que los mayores niveles de fosforilacion de CD3( en periferia contrarresten los
defectos que la menor dindmica de actina produciria sobre la activacién de PLCy1 segun lo

descrito en la literatura (Babich et al., 2012).

Cuando realizamos experimentos de movilizacién de calcio, observamos menores
niveles de calcio tanto en el caso del GFP-SSH1 como en el de GFP-C393S, aunque sélo este
ultimo presento diferencias significativas respecto a las células control (aunque en cualquier
caso las diferencias eran muy pequeiias) (Figura R18 C). El citoesqueleto de actina y sus
reguladores participan en la movilizacién de calcio de varias maneras (Figura D4) (Babich &
Burkhardt, 2013): en una primera fase, la dindmica de actina facilita la activaciéon de PLCyly
la liberacién intracelular de calcio desde el reticulo endoplasmatico. Posteriormente,
participa en la apertura de canales de calcio en la membrana plasmatica para la entrada de
calcio extracelular. La elevacidn de los niveles intracelulares de calcio promueven a su vez la
remodelacion del citoesqueleto (Babich & Burkhardt, 2013; Hartzell et al., 2016),
estableciendo asi dos bucles de retroalimentacion positiva entre la dindmica de actina y la
movilizacién de calcio (Figura D4, bucle 1y bucle 2). Los niveles normales de pPLCy1 en las
células GFP-C393S sugieren que el defecto en la movilizaciéon de calcio ocurre a nivel del
establecimiento del bucle de retroalimentacién 2 debido quizad a la mayor estabilidad del
citoesqueleto en estas células. Por su parte, los mayores niveles de pPLCy1 observados en las

células GFP-SSH1 no se traducirian en mayores niveles de calcio porque la alteracién del
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citoesqueleto (dinamica demasiado elevada) compensaria esta mayor activaciéon de PLCyl

con la alteracién de la interaccion calcio/citoesqueleto a nivel del bucle 2 (Figura D4).

@
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Figura D4: Relacion entre la dindamica del citoesqueleto de actina y el aumento de calcio intracelular. 1) Ante
una sefal antigénica, se disparan rutas de sefializacion por debajo del TCR que llevan a la activacion de PLCy1, a
la cual contribuye la dindmica de actina. La produccién de IP5 a partir de PIP; promueve la liberacion de calcio del
reticulo endoplasmatico (RE), lo que puede durar minutos y a su vez promueve la dindmica de actina a través de
su regulacion de moléculas moduladoras del citoesqueleto (bucle de retroalimentacién 1). 2) Si existe una sefial
antigénica sostenida, el calcio liberado del RE promueve la apertura de los canales de calcio Oral por STIM1, en
lo que también participa la dindmica de actina. La entrada masiva de calcio extracelular que se produce contribuye
aun mas a la dindmica de actina, estableciendo un segundo bucle de retroalimentacién positiva (bucle 2).

Es importante tener en cuenta que mientras que en los ensayos de fosforilacién de
moléculas de sefializacidn la activacién se produjo en el contexto de una interaccién linfocito
T/APC, en el caso de los experimentos de movilizacion de calcio las células se estimularon
utilizando tetrameros anti-CD3/CD28 que entrecruzan TCRs a nivel de membrana. Seria
interesante realizar estos experimentos funcionales (tanto fosforilacion de moléculas por
debajo del TCR como movilizacién de calcio) con un estimulo menos fuerte, ya que una sefial
antigénica demasiado fuerte podria estar enmascarando diferencias que quiza se apreciarian

con estimulaciones del TCR menos potentes.
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5.8. Papel de SSH1 en la migracion celular

El citoesqueleto de actina es clave en el movimiento celular (apartado 1.2.2 de la
Introduccidn). Por ello, creimos relevante estudiar el papel de SSH1 en el proceso de la

migracion.

Los resultados de la migracidn en 2D muestran que las células que sobreexpresaban
GFP-SSH1 eran mas lentas en su avance a lo largo del canal, aunque estas diferencias no son
significativas (Figura R19 B). A pesar de esta menor velocidad de desplazamiento, las células
GFP-SSH1* acumularon mas distancia total recorrida (Figura R19 C), lo que se explica por el
mayor nimero de cambios de direccidon y de pared observados (Figura R19 D), que son
medidas indirectas de la direccionalidad de la célula: una célula que cambia de sentido
repetidamente en su trayectoria a lo largo del canal, recorrerd mas distancia total, aunque la
distancia real que avanza a lo largo del canal serd menor y su velocidad de avance serd mas
lenta. Por el contrario, las células GFP negativas y las GFP-C393S* tienden a recorrer el canal
de manera unidireccional, entrando por un extremo y saliendo por el contrario sin cambiar
de sentido en su movimiento. El mayor nimero de cambios de pared de las células GFP-SSH1*
podria indicar ademds una menor capacidad de adhesién a ICAM-1, por lo que seria

interesante realizar ensayos de adhesién.

La relevancia fisioldgica de estos parametros va mas alld de la mera capacidad de migrar.
En trabajos del laboratorio del Dr. Krummel observaron un menor nimero de cambios de
direccién en 2D y una mayor velocidad de desplazamiento en microcanales cuando
deplecionaban miosina 1G (Jacobelli et al., 2010; Gerard et al., 2014), el efecto inverso al que
obtenemos nosotros al sobreexpresar SSH1. Las células deplecionadas de miosina 1G
mostraron ademas una menor capacidad de escanear y encontrar APCs, como sugiere la
menor tasa de supervivencia observada en ratones inmunizados con nimeros crecientes de
APCs a los que se transfirieron células OT-I deplecionadas de miosina 1G (Gerard et al., 2014).
La menor direccionalidad y velocidad de avance de las células GFP-SSH1* podria indicar que
estas células son mas eficientes a la hora de encontrar antigenos extrafios y de escanear

APCs.

Existen trabajos previos en los que estudian el papel del mdédulo de cofilina en el
movimiento en 2D. En uno de ellos, la alteracidon del médulo de cofilina mediante siRNA de

cofilina o activacion de LIMK no produjo alteraciones en el movimiento (Klemke et al., 2010).
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Sin embargo, en otro observaron defectos en la direccionalidad del movimiento aleatorio (en
ausencia de gradiente de quimioquinas) al silenciar tanto cofilina como LIMK1, pero no SSH1,
mientras que en situaciones de quimiotaxis encontraron menor velocidad y direccionalidad
al silenciar cualquiera de las tres (Nishita et al., 2005). En nuestro caso, al sobreexpresar SSH1
observamos menor velocidad y direccionalidad en ausencia de quimiotaxis (Figura R19). En
conjunto, parece que cualquier perturbacién del médulo de cofilina (inhibicion de cofilina,
LIMK o SSH1, o sobreexpresién de SSH1) produce alteraciones en la direccionalidad, por lo

gue este mddulo parece critico para este aspecto del movimiento celular.

Llama la atencidon que las células que sobreexpresan el mutante catalitico C393S
presenten un fenotipo normal en cuanto a migracién, contrastando con lo observado al
silenciar SSH1 (Nishita et al, 2005). Es importante tener en cuenta las diferencias
metodoldgicas en los ensayos: Nishita et al. emplearon transwells sin ICAM-1, con SDF-1a en
el pocillo inferior, o cdmaras Dunn con un gradiente de SDF-1a, mientras que en nuestro caso
las células estaban en microcanales con ICAM-1 y en ausencia de quimioquinas. Ademas, no
empleamos siRNAs sino que sobreexpresamos un mutante catalitico, por lo que se trata de
una perturbacién totalmente diferente pero quizd menos severa, ya que puede que la
dindmica de actina no esté totalmente alterada en todas las células analizadas debido a los
bajos niveles de expresién obtenidos en general en las transfecciones de blastos CD8* de

raton.

Creimos relevante estudiar ademas la migracion en 3D, donde el citoesqueleto de actina
es critico para poder modular la forma celular y adaptarla a espacios intersticiales pequefios
(Lammermann et al., 2008). En el caso de las células con GFP-SSH1, parece légico que la
mayor activacion de cofilina produzca un aumento en la plasticidad del citoesqueleto y por
tanto facilite la adaptacion de la morfologia celular a los espacios de la matriz de colageno,
aumentando asi tanto la velocidad de migracidon como la distancia que recorren (Figura R20).
En el trabajo de Klemke et al. mencionado anteriormente, estudiaron también la implicacién
del mdédulo de cofilina en la migracion 3D mediante transwells cubiertos con una matriz
gruesa de Matrigel y observaron que tanto el silenciamiento de cofilina como la activacién
de LIMK producian pérdida en la direccionalidad y velocidad del movimiento (Klemke et al.,
2010). Esto seria consistente con nuestros resultados al sobreexpresar SSH1, que seria la
situacién contraria al estudio mencionado y donde encontramos mayor velocidad de

migracion (Figura R20).
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En cuanto a la sobreexpresion del mutante C393S, seria esperable que, al producir un
citoesqueleto mads estable y con menor capacidad de remodelacidn, hubiera un defecto en
la migracion. Es posible que los espacios de la matriz de coldgeno sean demasiado estrechos
y las células utilicen el citoesqueleto de tubulina para adaptarse a estos huecos tan pequefios
(Lammermann et al., 2008), llegando a ser incluso mas eficientes que las células control. En
cualquier caso, este resultado es sorprendente vy dificil de explicar y merece ser investigado

en mayor profundidad.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo permiten concluir:

1. Los niveles de cofilina activa siguen una respuesta ultrasensible y biestable en funcién de
los niveles de SSH1 en la que existe ademas irreversibilidad al retirar el estimulo que activé
el mdédulo de seializacidon. Esta ultrasensibilidad esta mediada, al menos en parte, por el
aumento de actividad de SSH1 tras su unién a F-actina y por la acumulacién local de

cofilinay SSH1 en la SI.

2. SSH1 se polariza a la periferia de la Sl en tiempos tempranos de la interaccidén de manera

dependiente de su unién a actina pero independiente de su actividad catalitica.

3. La sobreexpresion de SSH1 o cofilina produjo alteraciones morfoldgicas pero ni la
sobreexpresién de SSH1 ni de su mutante catalitico C393S afectaron a la localizacién de

CD3, LFA1 o el MTOC en SI maduras, aunque si a la distribucién de actina filamentosa.

4. Lasobreexpresion del mutante catalitico C393S produjo un aumento en los niveles totales
de F-actina, lo que se reflejé en una alteracién en la dindmica de actina durante la
activacion celular, un retraso en la adhesién tras estimulacién por anticuerpos y un

bloqueo de la centralizacién del TCR en la SI.

5. La sobreexpresion de SSH1 produjo una mayor activacidon de CD3( y de PLCy1 que no se
tradujeron en mayores niveles de calcio. Por su parte, la sobreexpresidon del mutante
C393S produjo una mayor activacion de CD3C pero un defecto en la movilizacién de calcio
debido probablemente a la alteracidn de bucles de retroalimentacion entre calcio y

dindmica de actina.

6. SSH1 regula la direccionalidad de la migraciéon en dos dimensiones y la capacidad de

migrar en matrices tridimensionales de colageno.
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The results presented in this work allow us to conclude the following:

1. Active cofilin levels follow an ultrasensitive and bistable response as a function of SSH1
levels, in which there is also irreversibility upon retrieval of the stimulus that activated the
signaling module. This ultrasensitivity is mediated, at least in part, by the increase in SSH1
activity upon binding to F-actin and by the local accumulation of both cofilina and SSH1 at

the IS.

2.SSH1 is polarized to the periphery of the IS in the early stages of the interaction in a

manner dependent on its binding to actin but independent of its catalytic activity.

3. The overexpression of SSH1 or cofilin caused morphological alterations, but neither the
overexpression of SSH1 nor its catalytic mutant C393S affected the localization of CD3,

LFA1 or the MTOC in the mature IS, although F-actin distribution was altered.

4. The overexpression of the catalytic mutant C393S caused an increase in the total levels of
F-actin, which was reflected in altered actin dynamics during cell activation, delayed

adhesion upon antibody stimulation and a blockade of TCR centralization at the IS.

5. The overexpression of SSH1 caused higher activation of CD3( and PLCy1, which was not
translated in higher calcium levels. The overexpression of the C393S mutant caused higher
activation of CD3C but defective calcium mobilization probably due to the alteration of

the feedback loop between calcium and actin dynamics.

6. SSH1 regulates the directionality of migration in two dimensions and the capacity to

migrate in three-dimensional collagen matrices.
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- Video 1: Dinamica de SSH1 y CD3 en la S| entre células Jurkat y células Raji. Se
cotransfectaron células J77 con las construcciones GFP-SSH1 (verde) y CD3{-mCherry (rojo)
y se activaron con células Raji cargadas con SEE y marcadas con CMAC (azul). La interaccién
celular se observé mediante microscopia confocal a tiempo real, con un intervalo temporal
de 5 minutos desde el momento inicial de la interaccién. El video muestra un ejemplo
representativo de 3 células. Barras de escala: 5 um.

- Video 2: Dinamica de SSH1 y actina en la Sl entre células Jurkat y células Raji. Se
cotransfectaron células J77 con las construcciones GFP-SSH1 (verde) y LifeAct-RFP (rojo) y
se activaron con células Raji cargadas con SEE y marcadas con CMAC (azul). La interaccidn
celular se observé mediante microscopia confocal a tiempo real, con un intervalo temporal
de 5 minutos desde el momento inicial de la interaccidn. El video muestra un ejemplo
representativo de 3 células. Barras de escala: 5 um.

- Video 3: Dinamica de centralizacion del TCR en Sl de blastos CD8" sin transfectar, activados
sobre bicapas lipidicas presentadoras de antigeno. Se tifieron blastos CD8* de ratones OT-I
con un anticuerpo anti-TCRP (pseudocolor) y se activaron sobre bicapas lipidicas
presentadoras de un antigeno especifico (OVA). La activaciéon celular se observd mediante
microscopia de TIRF, adquiriendo imagenes cada 116 ms desde momentos iniciales de la
interaccion con la bicapa. El video muestra un ejemplo representativo de 3 células. Barras de
escala: 5 um.

- Video 4: Dindmica de centralizacidon del TCR en células que sobreexpresan SSH1 activadas
sobre bicapas lipidicas presentadoras de antigeno. Se transfectaron blastos CD8* de ratones
OT-l con la construccion GFP-SSH1 (verde) y se tifieron con un anticuerpo anti-TCRp (rojo).
Estas células se activaron sobre bicapas lipidicas presentadoras de OVA y se observaron
mediante microscopia de TIRF, adquiriendo imagenes cada 743 ms desde momentos iniciales
de la interaccién con la bicapa. El video muestra un ejemplo representativo de 3 células.
Barras de escala: 5 um.

- Video 5: Dindmica de centralizacion del TCR en células que sobreexpresan el mutante
catalitico C393S activadas con bicapas lipidicas presentadoras de antigeno. Se
transfectaron blastos CD8" de ratones OT-l con la construccion GFP-C393S (verde) y se
tifleron con un anticuerpo anti-TCRB (rojo). Estas células se activaron sobre bicapas lipidicas
presentadoras de OVAy se observaron mediante microscopia de TIRF, adquiriendo imdagenes
cada 718 ms desde momentos iniciales de la interaccidn con la bicapa. El video muestra un
ejemplo representativo de 4 células. Barras de escala: 5 um.

- Videos 6y 7: Dinamica de actina en la Sl de células que sobreexpresan SSH1 activadas sobre
bicapas lipidicas presentadoras de antigeno. Se cotransfectaron blastos CD8* de ratones
OT-l con la construccidn GFP-SSH1 (verde) y LifeAct-RFP (rojo). Estas células se activaron
sobre bicapas lipidicas presentadoras de OVA y se observaron mediante microscopia de TIRF,
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adquiriendo imagenes cada 597 6 574 ms (Video 6 y Video 7, respectivamente) desde
momentos iniciales de la interaccién con la bicapa. El video muestra un ejemplo
representativo de 4 células. Barras de escala: 5 um.

Video 8: Dinamica de actina en la SI de células que sobreexpresan el mutante C393S
activadas sobre bicapas lipidicas presentadoras de antigeno. Se cotransfectaron blastos
CD8* de ratones OT-I con la construccion GFP-C393S (verde) y LifeAct-RFP (rojo). Estas células
se activaron sobre bicapas lipidicas presentadoras de OVA y se observaron mediante
microscopia de TIRF, adquiriendo imagenes cada 598 ms desde momentos iniciales de la
interaccion con la bicapa. El video muestra un ejemplo representativo de 3 células. Barras de
escala: 5 um.

Video 9: Dinamica de actina en células que sobreexpresan GFP sola (control) activadas con
anticuerpos. Se cotransfectaron células Jurkat CH7 con una construccidon de GFP sola y con
el plasmido LifeAct-RFP. Estas células se activaron sobre cristales con anti-CD3 (UCHT-1) y se
observaron mediante microscopia de TIRF desde el momento inicial de la interaccidn,
adquiriendo imagenes cada 108 ms. En el video se muestra Unicamente la dindmica de actina
(LifeAct-RFP), en un ejemplo representativo de 3 células. Barras de escala: 5 um.

Video 10: Dinamica de actina en células que sobreexpresan GFP-SSH1 activadas con
anticuerpos. Se cotransfectaron células Jurkat CH7 con la construccién de GFP-SSH1 y con el
plasmido LifeAct-RFP. Estas células se activaron sobre cristales con anti-CD3 (UCHT-1) y se
observaron mediante microscopia de TIRF desde el momento inicial de la interaccion,
adquiriendo imagenes cada 108 ms. En el video se muestra Unicamente la dindmica de actina
(LifeAct-RFP), en un ejemplo representativo de 3 células. Barras de escala: 5 um.

Video 11: Dindmica de actina en células que sobreexpresan GFP-C393S activadas con
anticuerpos. Se cotransfectaron células Jurkat CH7 con la construccidon de GFP-C393S y con
el plasmido LifeAct-RFP. Estas células se activaron sobre cristales con anti-CD3 (UCHT-1) y se
observaron mediante microscopia de TIRF desde el momento inicial de la interaccidn,
adquiriendo imagenes cada 108 ms. En el video se muestra GUnicamente la dindmica de actina
(LifeAct-RFP), en un ejemplo representativo de 3 células. Barras de escala: 5 um.
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Ultrasensitivity in the Cofilin
Signaling Module: A Mechanism for
Tuning T Cell Responses
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Ulirasensitivity allows filtering weak actwvating signals and responding emphatically to
small changes in stronger stimuli. In the presence of positive feedback loops, ulirasen-
sitivity enables the existence of bistabilty, which convert graded stimull into switch-like,
sometimes imeversible, responses. In this perspective, we discuss mechanisms that
can potentially generate a bistable response in the phosphondation/dephosphonylation
maonocycle that regulates the activity of cofilin in dynamic actin networks. We pay partic-
ular attention to the phosphatase Slingshot-1 (35H-1), which is mvoheed in a reciprocal
regulation and a positive feedback loop for cofilin activation. Based on these signaling
properties and experimental evidences, we propose that bistability in the cofilin signaling
module might be instrumental in T cell responses to antigenic stimulation. Intialy, a
switch-like response in the amount of active cofiin as a function of 35H-1 activation
might a=zsist in controlling the nave T cell specificity and sensitivity. Second, high con-
centrations of active cofiin might endow antigen-expenenced T cells with faster and
more efficient responses. We discuss the cofilin function in the context of T cell receptor
triggering and spatial regulstion of plasma membrane signaling molecules.

Keywords: ultrasensitivity, bistabiiity, cofilin, Singshot-1, T cell receptor

ACTIN DYNAMICS AND ACTIVATION OF T CELLS

Initial signaling events triggered by the T cell receptor (TCR) after the specific engagement of
antigenic peptide-MHC complexes (pMHC) occur in dynamic TCR. microclusters organized at the
periphery of the immunological synapse (18} {1). TCE microclusters migrate to the center of the IS,
where they are endocytosed for signaling downmodulation (2). The actin cytoskeleton is essential
for the early signaling and centripetal movement of TCR molecules and integrins that precedes TCR
downmodulation (1, 3, 4). TCR early signaling promotes the formation of a dynamic network of
filamentous actin {F-actin}, which, in turn, mediates the maturation of the 15 with the formation of
a central and a peripheral supramolecular activation cluster (cSMAC and pSMAC, respectively) (5).

Beyond the function in the initial signaling events and [S maturation, actin dynamics have been
sugpested to regulate the kinetics of the TCR/pMHC engagement. Experiments based on Forster
resonance energy transfer (FRET) in live cells have demonstrated that the affinity of the TCR/
pMHC interaction is higher but yet short-lived than previously detected by in vitro experiments

Abbreviations: ac, active cofiling Ag-e, antigen-experienced; APCs, antigen-presenting cells F-actin, flamentoas acting pof,
phiospho-cofiling pMHEC, peptide- MHC complex; SEE, staphylococcal E enterotoxing tCof, total cofilin,
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Ulirasersiiive Response of Coflin Activetion

(). The actin cytoskeleton was proved to promaote a high dis-
sociation rate. These data pose the question abowut how brief
TCR interactions can efficiently activate T cells that are scanning
antigen-presenting cells (APCs), which frequently contain low
densities of surface antigenic pMHC compared with endogenous
pMHC. High affinity and brief interactions might assist the
serial-specific engagement of TCH molecules compacted together
in surface oligomers, so-called nanoclusters or “protein islands™
(6. 7). TCR clustering can also help to keep specificity while
raising sensitivity of T cells by ensuring the effective half-life or
“confinement time” of @ TCR-pMHC interaction as predicted by
the rebinding model that was recently proposed (8, 9). Antigen-
experienced (Ag-e) T cells exhibit bigger TCR nanodusters that
parallel a lower activation threshold than the observed in naive T
cells (10). Thus, it seems that an avidity-maturation process medi-
ates enhanced responses seen in effector or memory T cells (10,
11). The mechanism regulating the organization of cell surface
nanoclusters is nonetheless not known. Interestingly, it has been
recently proposed that dynamic short actin filaments promote the
formation of surface protein oligomers (12). Thus, in addition to
controlling kinetic parameters of the TCR/pMHC engagement
and the molecular dynamics during early T cell activation, actin
dynamics might also be involved in the spatial and temporal

organization of cell surface oligomers of signaling molecules.

REGULATION OF ACTIN DYNAMICS BY
COFILIN

Cofilin depolymerizes and severs F-actin, being in this way one
of the major regulators of actin dynamics in the cell. Activity of
cofilin is regulated by a phosphorylation/dephosphorylation
monoecycle of the serine residue in position 3 (Ser-3) (Figore 1A).
Phosphorylation of Ser-3 by LIM kinases 1 and 2 (LIME] and
LIMKZ) and testicular protein kinases 1 and 2 (TESK 1 and TESKZ)
inactivates cofilin. By contrast, activation of cofilin is mediated by
several phosphatases, induding serine—threonine phosphatases
PP1 and PP2A, chronophin, and a subfamily of dual-specific
phosphatases, called Slingshots (33H-1, 35H-2, and 535H-3) (13).
Among Slingshots, 55H-3 does not bind F-actin and shows a less
efficient cofilin-phosphatase activity {14). Beyond the regulation by
phosphorylation cofilin is also inactivated by PIP: binding at mem-
branes (15) and by oxidative stress conditions (16). Cofilin action
on F-actin generates both new barbed ends ready to polymerize and
a pool of globular actin to feed polymerization (17-19). In this way,
cofilin promotesthe formation of a dynamic network of F-actin (20),
which is essential for the stimulation of T cells (21). In fact, agents
that perturb cofilin dynamics inhibit [S assembly and T cell effector
functions (22). Despite the significance of cofilin recruitment to the
I5 (22}, there is no information about the molecular dynamics of
cofilin regulators during I3 assembly and T cell activation.

ULTRASENSITIVITY IN THE COFILIN
SIGNALING MODULE

Signaling modules based on opposing eneymes, such as the cofilin
phosphorylation/dephosphorylation monocycle (Figore 1A ). can

exhibit different steady-state response functions (Figores 1B-D).
When enzymes are working far from saturation and mass action
kinetics are assumed, the steady-state response function exhibits
2 Michaelian shape, which is linear at low stimulatory inputs and
tends to a platean when the amount of substrate decreases with
stronger stimulation (Figure 1B). However, properties. such as
reciprocal regulations, positive feedback loops, and multiphos-
phorylation reactions, are known to generate ultrasensitive
responses {23}, which are characterized by a sigmoidal, switch-
like relation between the stimulus and the response, frequently
described by the cooperative Hill equation (Figure 1C) (24). In
addition to the above-mentioned properties, ultrasensitivity is
also generated when substrate levels make both the inhibitory
and the activating enzyme to operate close to saturating condi-
tions (so-called zero-order ultrasensitivity) (24), and when a
sipnaling maolecule and its activator are concomitantly located
to a particular cell compartment {25). Thus, both enzyme levels
and molecular dynamics (spatial and temporal regulation) are
essential for the output of signaling modules and, consequently,
for the cell response. One of the benefits of ultrasensitivity is that
it enables cells to filter low stimulatory inputs and to get fast and
efficient responses as the stimulus increases. Most importantly,
in the presence of positive feedback or double negative feedback
loops, ultrasensitivity can also facilitate bistable responses, which
constitute real switches in which two stable steady-states are
possible (low™off™ and high™on™) for one particular stimula-
tory input and an intermediate response cannot take place
(Figure 11} (26). As soon as a threshold is reached, the system
turns to the “on” state, where it stays even when the stimulus
falls under the threshold level, a property called hysteresis. When
positive feedback loops are very strong, bistable responses can be
irreversible. In this sitwation, the “on™ state is maintained even
when the stimulus is completely depleted. Bistability indicates
the existence of a molecular memory controlling the response of
the signaling module.

The cofilin signaling module has several of the above-mentioned
properties that generate ultrasensitivity (Figure 1A}, including (i)
a reciprocal regulation mediated by Slingshot-1 (55H-1) activa-
tion, which activates cofilin and inactivates LIMEI1 (27); (i) a
positive feedback loop on 35H-1, which can be self-activated by
auto-dephosphorylation {28); and (iii} a positive feedback loop due
to the enhanced {1200-fold) cofilin-phosphatase activity of 55H-1
when it is bound to F-actin networks (29), whose organization
is promoted by cofilin action (20). These positive feedback loops
could promote a bistable response showing hysteresis, especially at
high local concentrations of active cofilin that would make LIME1
to work close to saturation (26). It seems then probable that any
stimuilus triggering 35H-1 activation will generate an ultrasensitive
or bistable response. These regulatory mechanisms of 55H-1 have
not been established in either 55H-2 or 55H-3. Supporting a TCR-
mediated activation of 55H-1, we found that although an even
distribution, with partial colocalization with F-actin, was found in
non-stimulated cells (data not shown), GFP-55H-1 accumulated
at peripheral sites in the IS (Figure 1E), as previously described
for cofilin (22). These data support the notion that TCR signals
could generate an ultrasensitive response of the cofilin signaling
module due to the accumulation of cofilin and its activator S5H-1
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at the I5. Nonetheless, cofilin-activating signals, such as costimu-
lation (30), might also regulate the dynamics of 55H-1 during T
cell activation. It is also plausible that local S5H-1 will be on its
highest activation state bound to cortical F-actin. Thus, an efficient
inhibition of LIMK] and, consequently, a reciprocal regulation, is
expected at these sites. Consistent with ultrasensitivity, we have
found a sharp decrease in the mean of phospho-cofilin amount
in T cells as a function of 55H-1 levels (Figure 1F; Figures 51
and 52 in Supplementary Material). Interestingly, the detection at
the lowest 85H-1 levels of two discrete populations of active and
inactive cofilin with no intermediate states suggests the existence
of a bistable response (Figure 1G; Figure 52 in Supplementary
Material). In agreement with irreversible bistability and hysteresis,
we have found a higher proportion of active cofilin in Ag-e than in
resting T cells, even when they were deprived from the antigenic
stimulus for 6 days (Figure 2A). In order to further demonstrate
irreversibility, it will be needed to design experiments for the com-
plete deprivation of peptide antigenic stimulation by, for example,
combining antigen washing and pharmacological inhibition of
early TCR signals as previowsly done (31).

PHYSIOLOGICAL RELEVANCE

We propose that the steady-state response of active cofilin as
a function of 55H-1 activation may be an irreversible bistable
switch (Figure 2B). A fast increase in the actin dynamics is
expected once an activation threshold is reached due to TCR and
costimulatory signals. Other environmental clues may participate
in the regulation of active cofilin during T cell activation. For
example, the local reducing environment promoted by dendritic
cells at inflammatory sites (32) has been proposed to prevent the
inhibition of cofilin activity by PIP; in antigen-specific T cells
(33). Interestingly, this might also prevent inhibition of 55H-1
by reactive oxygen species (34). Cofilin ultrasensitive response
in coordination with other signaling modules may have potential
effects in the sensitivity, specificity, rapidity, and efficiency of
switch-like T cell responses.

In naive T cells, ultrasensitivity might be instrumental in
maintaining the peripheral tolerance to low signals emanating
from self-peptides while endowing cells with enough sensitivity
to foreign antigens. Switching the module to the "on” state will
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rapidly increase actin dynamics to assist on the early assembly
of TCR microclusters after the engagement of antigenic pMHC.
This will enable an efficient organization of initial signaling
complexes.

Slingshot-1 may participate in the molecular memory that
keeps the cofilin signaling module in the “on™ state in Ag-e
T cells even when the antigenic stimulus is depleted. Although
recent findings challenge the notion that Ag-e T cells have
lower activation thresholds (35), there is a general agreement
gbout the faster and more efficient responses seen in these cells
when compared to their naive counterparts. High levels of
active cofilin will increase the depolymerization and severing
of actin. This might promote the following effects in tuning TCR
triggering and signaling during the activation of Ag-e T cells
(Figure 2C}: (i} a higher mobility of TCR nanoclusters. This
may raise the chance of finding and engaging antigenic pMHC;
(ii) the formation of hig TCR oligomers at the cell surface due to
ghundant short dynamic actin filaments, as described for other
surface molecules (12). A bistable response of the cofilin module
might then represent a mechanism for the avidity-maturation
or for the rebinding model mentioned above; (iii) the genera-
tion of stronger actin tracking forces. This would ensure both,
more efficient T cell responses by promoting enough short-lived
serial engagements of TCR molecules at the larger nanoclusters
and the discrimination of low quality ligands; and {iv) a more
efficient release of molecules participating in initial events of
signaling by the TCR. Recently, it has been shown that TLR
signaling in B cells increases the cofilin-dependent actin
dynamics and, consequently, reduces the BCR confinement
enhancing signaling (36). The same mechanism might also
operate in T cells.

In summary, while the cofilin signaling module at the “off™
state may guarantee the auto-tolerance and sensitivity of naive
T cells, the "on” state may mediate faster and more efficient
responses exerted by Ag-e T cells. Regulation of S5H-1 activity is
expected tobe essential for switching the cofilin signaling module
to the on state. Thus, regulators and dynamics of 55H-1 during the
activation of primary T cells should be investigated. A described
regulator of 55H-1 during insulin signaling is PI3K (37). PI3K
is an effector of ras (38), whose activation is characterized by
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