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"Cuando emprendas tu viaje a Itaca
pide que el camino sea largo,
lleno de aventuras,
lleno de experiencias.

Pide que el camino sea largo.

Que sean muchas las mafanas de verano
en que llegues - icon qué placer y alegrial -
a puerfos antes nunca vistos
y vayas a ciudades a aprender de sus sabios.
Ten siempre a I'taca en tu pensamiento.
Tu llegada alli es tu destino.

Mas no apresures nunca el vigje.
Mejor que dure muchos afios
y atracar, viejo ya, en la isla,
enriquecido de cuanto ganaste en el camino
sin aguardar a que Itaca te enriquezca.
Itaca te brindé tan hermoso vigje.

Sin ella no habrias emprendido el camino.
Pero no tiene ya nada que darte.
Aungue la halles pobre, Itaca no te ha engafiado.
Asi, sabio como te has vuelto, con fanta experiencia,
entenderds ya qué significan las Itacas."

Canstantino P. Cavafis - Itaca (1911).




"¢Porqué se ha de considerar como decisivo el punto de
vista del indiferente y no el del enamorado?. Tal vez la
visién amorosa es mds aguda que la del tibic. Tal vez hay en
tado objeto celidades y valores que sélo se revelan en una
mirada entusiasta.”

Ortega y Gasset - Las Atlantidas

Para Almudena, Lucas y Miguel
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Cualquier organismo se encuentra desde el principio de su vida en continuo
contacto con otros organismos, muchos de los cuales pueden resultarle perjudiciales.
Resulta evidente que en la mayoria de los casos las infecciones son de corta duracién y
dejan pocas secuelas, debido a que los vertebrados han evolucionado originando
medidas protectoras conocidas de forma general como sistema inmune. El sistema
inmune se divide funcionalmente en dos grandes grupos: el sistema inmune innato y el
adquirido. El sistema inmune innato constituye de hecho la primera linea de defensa
del organismo frente a los agentes patégenos y actia antes de que €stos establezcan una
infeccién. El sistema inmune adquirido origina una reaccién especifica frente al agente
infeccioso que generalmente suele erradicarlo. Una de las particularidades mds
importantes del sistema inmune adquirido es que puede memorizar la respuesta frente
al agente infeccioso evitando de ese modo que vuelva a causar infecciones en otro
momento.

Ambos sistemas involucran una gran diversidad de moléculas y células
distribuidas por todo el organismo. Para su correcto funcionamiento, se necesita de la
accion coordinada de los diferentes tipos celulares implicados en la respuesta inmune y
para ello estas células deben generarse, madurar, diferenciarse y poder llegar al lugar
adecuado en el momento adecuado.

Ademds de la respuesta inmune, muchos otros procesos patoldgicos y
fisioldgicos estdn estrechamente relacionados con la presencia de un determinado tipo
celular en un determinado tejido, de ahi el interés en definir las sefiales que dirigen con
semejante grado de especicificidad y control este proceso. La existencia de moleculas
que cumplieran con este cometido se habfa sospechado desde hace mucho tiempo.
Inicialmente se pensé en los quimiocatrayantes clasicos, como la familia de
formilpéptidos, C5a y LTB4, pero carecen de la especificidad celular necesaria para ser
los tnicos responsables (Baggiolini et al. 1994). La identificacion de la Interleuquina
8 como una proteina que dirige la migracion de granulocitos pero no la de monocitos,
fué el primer indicio de que era posible encontrar moléculas que dieran una sefial de
migracién a un tipo celular especifico, y seria la antesala de lo que ha venido a
denominarse como citoquinas quimioatrayentes o quimioquinas (Yoshimura ef al.
1987). Sin embargo, el verdadero punto de inflexion en la evolucién del estudio de las
quimioquinas lo marcé el descubrimiento del MCP-1, cuyo nombre (del inglés,
Monocyte Chemoattractant Protein 1) hace precisamente referencia a su capacidad de

atraer a los leucocitos mononuclerares y no a los polimorfonucleraes (Yoshimura et
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al. 1989 ; Matsushima ef al. 1989). Su identificacién significé el principio de los
esfuerzos para identificar otras proteinas que pudieran ser quimioatrayentes especificos
de otros tipos celulares.

Las funciones asignadas hoy en dia a las quimioquinas ha superado
ampliamente el concepto de citoquina quimioatrayente, y de hecho algunas de sus
funciones quedan fuera del ambito inmunolégico (Rollins, 1997). Se sabe que tanto
las quimioquinas como sus receptores se expresan en una gran variedad de células no
hematopoieticas y que la funcién de las quimioquinas va mds alld de su papel en la
fisiolog{a leucocitatia, aunque es en este Gltimo modelo donde mds se han estudiado y
donde se las ha relacionado con otras funciones diferentes a las de la quimioatraccién
(Baggiolini, 1998). Asi, se ha descrito el papel que juegan las quimioquinas y sus
receptores en la angiogénesis (Moore ef al. 1999), en la estimulacién de linfocitos T
(Bonecchi et al. 1998 ; Siveke y Hamann, 1998) v en la infeccién por el virus del
SIDA, VIH-1 (D’Souza y Harden, 1996 ; Cairns y D’Souza, 1998), etc. El avance
en el estudio de las quimioquinas ha permitido conocer hoy la existencia de una
relativamente alta promiscuidad en la unién de estas moléculas con sus receptores por
lo que una misma quimioquina puede activar diferentes tipos celulares. Este hecho hace
que el concepto de especificidad celular antes aludido debiera quizds ser replanteado, o
como miniro reconsiderado.
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LAS QUIMIOQUINAS COMO FACTORES QUIMIOTACTIVOS

Las quimioquinas o citoguinas quimioatrayentes son una famila de proteinas de
bajo peso molecular (7 a 12 kDa), con un alto grado de homologia, y que presentan a lo
largo de su secuencia 4 residuos de cisteina. En funcién de sus propiedades
estructurales y de la localizacién cromosdmica de sus respectivos genes se reconocen
clasicamente dos grandes grupos, CXC o o-quimioquinas y CC o [-quimioquinas. El
grupo de las CXC presentan un residuo aminoacidico cualquiera (X) intercalado entre
las dos primeras cisteinas, mientras que en el grupo de las CC, estos dos primeros
residuos de cisteina se encuentran adyacentes. Estas diferencias estructurales coinciden
con una diferente localizacién cromosdmica (cromosoma 4q13 para las CXCy 17qlly
12 para las CC) y con una actividad diferencial (Baggiolini et al. 1997a). Aunque
actualmente se ha descrito que tanto las quimioquinas de la familia CXC como las de la
CC son capaces de actuar sobre tipos celulares muy variados, tanto dentro del sistema
leucocitario como fuera de él, en un principio se afirmé que las quimioquinas CXC
actuaban sobre los neutréfilos, mientras que las CC tenfan como células diana los
monocitos y los linfocitos T (Flory et al. 1993 ; Rollins, 1997).

Hay excepciones a estas reglas generales, por ejemplo la Linfotactina, que
mantiene algunas de las caracteristicas funcionales y estructurales de las quimioquinas,
pero carece de dos de los cuatro residuos de cisteina. Esta quimioquina ejerce su papel
principalmente sobre los linfocitos T. Como era de esperar su localizacién
cromosdémica (cromosoma 1q) también difiere de la de los dos grupos mayoritarios
(Kelner ef al. 1994). Aunque su existencia sugiere la existencia de toda una nueva
familia de quimioquinas que podia denominarse C-quimioquinas, hasta el momento no
se han descrito otros miembros diferentes a la mencionada linfotactina.

Otra excepcidn es la Fractalquina ¢ Neurotactina, Se trata de una proteina de
membrana, que presenta un dominio con estructura de quimioquina en su extremo
amino terminal. Este dominio se diferencia de las quimioquinas tradicionales en la
presencia de tres aminodcidos entre las dos primeras cisteinas, lo que permite abrir un
nuevo grupo, €l de las quimioquinas CX3;C que ademds posee también una

localizacién cromosémica diferencial (cromosoma 1.6) (Bazan et al. 1997).
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La razén de por qué han sido descubiertas quimioquinas de las familias C, CC,
CXC 6 CX;C y no existen miembros de una hipotética familia CX,C hay que buscarla

en datos estructurales que indican que entre las dos primeras cisteinas de la secuencia
de las quimioquinas solamente pueden acomodarse uno, tres ¢ ninglin aminodcido
(Rollins, 1997).

CXC QUIMOQUINAS.

La primera quimioquina descrita en el afio 1961 fué PF4, un miembro de la
familia CXC cuya secuencia fué determinada en 1997 (Deuel ef al. 1977). Aun
formando una familia estructuralmente bastante homogenea, sus propiedades difieren
mucho de unos miembros a otros. A nivel estructural podemos diferenciar entre
aquellas quimioquinas que presentan la secuencia de aminodcidos Glu, Leu, Arg,
denominado motivo ELR, de aquellas que no lo presentan (Rollins, 1997).

Las quimioquinas CXC con ELR tienen una funcién muy uniforme. El
exponente més estudiado de este grupo es Interleuquina 8, producida por una gran
variedad de tipos celulares entre los que se incluyen los monocitos, neutréfilos,
linfocitos T, fibroblastos y células epiteliales y endoteliales (Rollins, 1997). Sus
principales caracteristicas, compartidas ademds por la mayoria de las quimioquinas
ELR, son la quimoeatraccién de neutréfilos (Huber ef al. 1989) y linfocitos T (Qin ef
al. 1996) y su actividad angiogénica (Kock et al. 1992 ; Strieter et al. 1995a ;
Strieter ef al. 1995b). Otros miembros de esta familia son GRO-o, con actividad
mitogénica sobre lineas celulares de melanomas (Richmond ef al. 1988), y ENA 78,

que es un activador y quimioatrayente especifico de neutréfilos (Walz ef al. 1991).

Dentro de las quimioquinas CXC que carecen del motivo ELR se agrupan
diferentes moléculas con una gran variedad de funciones. Asi PF4, la primera
quimoquina descrita, es producida por las plaquetas, atrae fibroblastos y tiene actividad
angiostitica ( Deuel ef al. 1977 ; Maione et al. 1990), IP-10, con poca actividad
quimioatrayente , es capaz de activar especificamente neutréfilos (Luster et al. 1985),
y MIG, que es quimioatrayente de linfocitos activados y de los linfocitos que infiltran
tumores. Todas ellas son proteinas inducibles por interferon ¥, expresadas por células
mononucleares, queratinocitos, células endoteliales y linfocitos T (Liao et al. 1995).

Mencidn especial requiere el SDF-1¢t, quimioquina muy activa sobre los linfocitos T
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(Bleul ef al. 1996 ; Aiuti ef al. 1997). Es el principal quimioatrayente de los
progenitores hematopoieticos CD34+ y juega un papel fundamental en el desarrollo
normal de los linfocitos B y la organogénesis cardiaca (Nagasawa ef al. 1996).
Actualmente ha cobrado gran relevancia por su papel como inhibidor de la infeccidn
por determinadas cepas de VIH-1 (Bleul et al. 1996).

CC QUIMIOQUINAS.

Las quimioguinas CC forman una familia con una gran diversidad funcional.
La primera descrita fue LD78. A ella la siguieron muchas otras, entre las que cabe
destacar la subfamilia de proteinas quimioatrayentes de monocitos (MCP-1 a -5} cuyos
miembros atracn a monocitos, aunque también tienen actividad sobre distintas
poblaciones de linfocitos T, eosindfilos, basofilos, células NK y dendriticas (Rollins,
1997 ; Luster, 1998).

Los proteinas inflamatorias de macréfagos (MIPs), actuan sobre distintas
poblaciones linfocitarias MIP-1at, se caracteriza por su capacidad de inhibir la
proliferacién de células “stem ™ hematopoyéticas. Otros miembros de esta familia son
eotaxina, RANTES, TCA3, 1309, HCCl1, TARC, CCF8, etc capaces de reclutar
diferentes poblaciones leucocitarias y que tienen una gran relevancia en distintas
patologias, como se sefialard mas adelante. (Baggiolini et al. 1997a ; Rollins, 1997,
Baggiolini, 1998 ; Nelson y Krensky, 1998 ; Luster, 1998 ; Ward et al. 1998).
También pertenecen a la familia CC las quimioquinas SLC, MIP-3, DC-CK1 y TECK
que presentan especificidad por un tnico receptor y tienen funciones mds ligadas a la
homeostasis que a procesos inflamatorios.

Dentro de las muiltiples funciones atribuidas a las quimioquinas CC, cabe
destacar, ademds de su papel en la migracién de diferentes poblaciones leucocitarias,
los efectos anti-tumorales de quimioquinas como MCP-1 (Rollins y Sunday, 1991),
la expresién diferencial de quimioquinas y receptores en las respuestas tipo Thi y Th2
(Bonecchi et al. 1998 ; Siveke y Hamann, 1998 ; Ward ef al. 1998) v sus funciones
homeostaticas en tejidos linfoides. También dentro de ésta familia y al igual que ocurre
con SDF-lq, hay quimioquinas, como son RANTES, MIP-1a y 1, que son
inhibidores de la infeccién de determinadas cepas del HIV-1 (Cairns y D’Souza,
1998 ;Littman, 1998 ; Horuk, 1999).
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Dada la gran variabilidad que existe en la asignacién de nombres a las
diferentes quimioquinas que se van identificando, denominaciones muchas veces
sujetas a elecciones caprichosas y de dudosa utilidad, recientemente se ha sugerido una
nomenclatura comiin para todas ellas (TABLA 1), en funcién de la familia a la que
pertenecen (C, CC, CXC o CX3C) y de la localizacién del locus génico correspondiente
dentro del cromosoma (Keystone Symposia on Chemokines and chemokines
receptors. Keystone, Colorado. 1999).

Tabla 1. Nomenclatura de las gquimioquinas. Unificacién de nomenclatura para las distintas
quimioquinas teniendo en cuenta la familia a la que pertenecen y la localizacion de su locus génico.

a. Quimioquinas CC.
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b. Quimioquinas CXC.

¢. Quimioquinas XC,

d. Quimioquinas CX3C.
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CONSIDERACIONES ESTRUCTURALES DE LAS QUIMIOQUINAS.

Las quimioquinas presentan un cierto grado de similitud en su secuencia
aminoacidica. Basandose en esta similitud y como ya hemos comentado previamente,
las quimioquinas han sido agrupadas en diferentes familias en funcién del motivo
formado por las dos primeras cisteinas conservadas de su secuencia. Un examen de
las estructuras primarias indica que aquellas quimioquinas que se unen a receptores
diferentes presentan entre un 15% y un 50% de identidad, que afecta principalmente a
zonas con residuos de cisteina y prolina, pero fuera de ellas hay poca identidad. Sin
embargo, la comparacién de las estrucutras tridimensionales conocidas indican una
similitud en el plegamiento del esqueleto proteico. De hecho, las quimioquinas son un

ejemplo claro de como secuencias muy diversas pueden generar una estructura similar.

Figura 1.  Estructura tridimensional de dimeros de RANTES. Superposicién de las posibles
estructuras simuladas sobre la estructura promedio (Crump ef al. 1998).
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Los datos existentes sobre la estructura terciaria de las quimioquinas revelan
que todas ellas, salvo PF4 que es un tetrdmero (St Charles et al. 1989), forman
dimeros, siendo globulares los de la familia CXC y elongados los de la CC (Clore et
al. 1990 ; Lodi et al, 1994; Clore et al. 1995 ; Crump et al. 1998 ; Crump ef al.
1997). De forma general, se distingue la presencia de tres laminas beta y una alfa
hélice en el extremo carboxilo terminal (C-terminal). La dimerizacion se produce
precisamente por esa zona C-terminal y es similar tanto en las quiomioguinas que
pertenecen a la familia CXC como a la CC (Figura 1).

La relevancia fisiolégica de la dimerizacion, es sin embargo bastanie
controvertida. Por un lado, la concentracién a la que las quimioquinas son
biologicamente activas es mucho menor que la necesaria para su dimerizacion, lo que
sugiere que su forma activa seria la monomérica. De hecho, construcciones de IL-8 que
son incapaces de dimerizar mantienen por completo su actividad bioldgica. Por otro
lado, algunos datos apuntan en otra direccion. Asi, variantes del MCP-1 que no se unen
eficientemente a su receptor, si que son potentes antagonistas cuando se afiaden junto al
MCP-1 nativo, sugieriendo la posibilidad de que le secuestren por formacion de
heterodimeros con el MCP-1 variante. La realidad es que la existencia de dimeros,
activos o no, tiene su importancia, sobre todo en farmacologia, ya que permite pensar en
nuevas dianas para modificar la actividad de las quimioquinas ( Paolini ef al. 1994 ;
Rollins, 1997).

Mencién especial requieren los andlisis estructurales para definir los motivos
importantes para su actividad. Ya ha sido mencionada anteriormente la importancia de
los residuos cisteina, residuos que han permitido la clasificacién de las quimioquinas en
diferentes familias. La presencia de estas cisteinas bien adyacentes o separadas por uno
o mds aminodcidos implica una actividad diferencial; este hecho estructural define, por
lo tanto, la especificidad de las quimioquinas por una familia u otra de receptores. El
extremo amino terminal de las quimioquinas es crucial para la actividad, aunque su
alteracién no modifica su capacidad de unién al receptor. Existen numerosas
quimioquinas modificadas en su extremo N-terminal, modificacién que las confiere
actividad antagonista (Gong ef al. 1995 ; Gong et al. 1996 ; Arenzana-Seisdedos ef
al. 1996. ; Simmons ef al. 1997 ; Proost et al. 1998), aunque parece que
modificaciones en esta regién no afectan por igual a quimioquinas de la familia CC que
a las CXC, por ejemplo, delecciones de este extremo de la quimioquina CXC GCP-2,
no afectan a su actividad (Proost ef al. 1998). Como ya hemos comentado antes, la
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presencia o no del motivo ELR en las quimioquinas CXC origina cambios drésticos en
su actividad ( Clark-Lewis et al. 1991. ; Hebert et al. 1991). Se¢ ha demostrado que
al introducir éste motivo en PF4, esta molécula puede unirse a los receptores de
Interleuquina 8, lo que implica por lo tanto un cambio en su actividad (Clark-Lewis e
al. 1993). El extremo carboxilo-terminal juega también un papel importante ya que estd
implicado en la unién a moléculas presentadoras, como es el caso de los

glicosaminoglicanos.

PAPEL BIOLOGICO DE LAS QUIMIOQUINAS

Las quimioquinas fueron descritas en un principio como mediadores inducibles
de la atraccidn de leucocitos en los procesos inflamatorios, de ahi que se las conociera
como citoquinas proinflamatorias, y de hecho son producidas por células de diversos
tejidos y por los mismos leucocitos que los infiltran en condiciones patologicas. Sin
embargo mds tarde se han identificado una serie de quimioquinas expresadas de forma
constitutiva que estan implicadas en ¢l trifico normal y en el “homing” de linfocitos, es
decir que cumplen funciones homeostaticas. Asi quimioquinas como TARC, ELC,
SLC y DC-CK1 se expresan de forma constitutiva y en altas concentraciones en el
timo, los ganglios linfaticos y otros 6rganos linfoides y atraen a aquellos linfocitos T y

B que expresan los receptores adecuados en su superficie

Las quimioquinas estdn implicadas en una gran variedad de actividades, algunas
de las cuales son comunes a las diferentes familias, mientras otras son especificas de un
determinado grupo. Ademés de sus funciones reguladoras de la migracién, estas
proteinas también ¢jercen otras funciones de gran importancia. Asila deleccién del gen
del receptor CXCR4 es letal en el ratén, observandose en ellos una serie de defectos
graves en el desarrollo no sélo del sistema inmune sino también del sistema circulatorio
y del sistema nervioso central {Tachibana ef al. 1998 ; Zou et al. 1998). Lo mismo
ocurre con ratones que carecen de SDF-lq, el ligando del CXCR4, animales que
mueren in utero con graves alteraciones en el desarrollo del sistema circulatorio y del
sistema inmune (Nagasawa ef al. 1996.). Dentro de las muiiltiples acciones en las que
las quimioquinas juegan un papel relevante deben ser destacadas:

1. Migracién celular. La migracién de células desde el torrente circulatorio hasta un
tejido determinado es un proceso que requiere de una serie de eventos sequenciales
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coordinados, que implican cambios morfol6gicos en las células, lo que las permite
adherirse a la superficie endotelial de los vasos, romper el endotelio y transmigrar a
través de la pared vascular. Este proceso, dada su complejidad, supone un importante
cambio estructural en la célula migratoria ¢ involucra a numerosas moléculas como son
las selectinas, encargadas del rodamiento de los linfocitos por la pared vascular, las
moléculas de adhesién que interaccionan de forma reversible con la matriz extracelular
lo que permite el movimiento celular y las quimioquinas que permiten a la célula
detectar cambios en las sefiales de su microentorno, dirigiendo por tanto el movimineto
celular (Butcher, 1991 ; Springer, 1994; Downey, 1994). Sin embargo, en el
proceso de migracién las quimioquinas ademds, son capaces de inducir cambios en el
citoesqueleto, tales como reorganizacién de filamentos de actina, que permiten la
polarizacién de las células. As{ mismo , una vez extravasados los leucocitos se dirigen
al tejido diana siguiendo un gradiente de quimioquinas. Por tltimo, estas proteinas
también son capaces de regular la expressién de moleciilas de adhesion en neutréfilos,
monocitos, eosindfilos y linfocitos, moléculas que juegan un papel clave en el proceso
de transmigracién (Carr et al. 1996; Nieto ef al. 1998 ; Sanchez-Madrid y del
Pozo, 1999).

El proceso de migracion dirigida por quimioquinas no ocurre solamente en la
infiltracién por leucocitos de los lugares de inflamacién, sino que es un proceso mas
general, y ocurre siempre que hay un movimiento celular dirigido, como es la migracién
de linfocitos T desde la médula osea y el timo hasta el bazo y ganglios linfticos o en
movimientos microambientales tales como la migracién de células B desde las zonas

del manto a los centros germinales.

2. Inflamacién e infiltracion tisular. Es relativamente sencillo extender el modelo de
migracion de linfocitos a la infiltracién leucocitaria en procesos inflamatorios. En este
caso, las quimioquinas producidas en el foco inflamatorio serian responsables de la
induccién de interacciones entre los leucocitos y el endotelio, lo que provoca la
atraccion de las células al lugar de inflamacién siguiendo el gradiente quimiotactico.

La evidencia para este modelo es béasicamente indirecta, derivada de
experimentos en los que unicamente se documenta la sobreexpresion de quimioquinas
en los focos de inflamacién (Schluger y Rom, 1997). Asi se ha visto expresién de
MCP-1 en las paredes de la aorta en primates sometidos a dietas altas en colesterol y en

las placas ateromatosas. Asf{ mismo la presencia de células inflamatorias en las
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articulaciones de pacientes con artritis reurnatoide coincide con la presencia de 1L-8 y
MCP- en el liquido sinovial. La expresién de quimioquinas también se ha descrito en
otros procesos inflamatorios como son la glomerulonefritis, el asma y en el rechazo
alogénigo. La demostracién de que las quimioquinas son responsables directa de
estos procesos es compleja.  En modelos animales que intentan mimetizar
enfermedades humanas como es el caso de la encefalitis autoinmune que mimetiza a la
esclerosis multiple (Godiska ef al. 1995) o la inflamacion pulmonar que mimetiza al
asma s¢ ha visto una cormrelacion directa entre la aparicién secuencial de células
infiltrando el sistema nervioso central (caso de la encefalitis antoinmune) o el pulmén
(caso de la inflamacién pulmonar) con la expresion previa y de manera coordinada de
determinadas quimioquinas(Gonzalo et al. 1996). El uso de anticuerpos frente a
algunas de estas quimioquinas disminuye la aparicién de los sintomas, indicando que
las quimioquinas realmente juegan un papel clave en estos procesos { Sekido er al.
1993; Llovd et al. 1997 ; Gonzalo et al 1998).

3. Angiogénesis. La formacién de nuevos vasos sanguineos es un proceso en el que
se pueden diferenciar tres etapas: vasculogénesis, que implica la maduracion de c€lulas
precursoras mesodérmicas en hemangioblastos; angiogénesis, proceso en el cual estas
células desarrollan una red de capilares y por ultimo, la remodelacidn necesaria para
formar una red circulatoria funcional. Se ha descrito que parte de este proceso es
deficiente en el tracto intestinal de ratones que carecen del gen del SDF-1a o de su
receptor, el CXCR4 (Tachibana et al. 1998 ; Zou ef al. 1998) . Ya se conocia que las
quimioquinas que pertenecen a la familia CXC tienen efectos sobre la angiogénesis in
vivo y sobre las células endoteliales in vitro. Dentro de esta familia los miembros que
contienen el motivo ELR, son quimiotdcticas para las células endoteliales y son
angiogénicas en ensayos de vascularizacion en cornea de rata. Este es el caso de 1L-8,
ENA-78, GCP2, GRO-a, GRO-f§ vy GRO-y (Kock ef al. 1992 ). Por el contrario,
aquellas quimioquinas CXC que carecen de ELR, como son PF4, IP-10 y MIG, no solo
no presentan actividad angiogénica o quimioatrayente, stno que inhiben la angiogénesis
inducida por las ELR-guimioquinas, es decir, se comportan como angiostiticos
(Strieter et al. 1995a ; Strieter ef al. 1995b; Angiolillo et al. 1995). Los datos
obtenidos en ratones en los que se han deleccionado genes de quimioquinas 0 sus
receptores refuerzan la importancia de las quimioquinas en este proceso, mas ain si
cabe dado el hecho de que el papel del CXCR4 parece ser especifico de determinados
organos. Sin embargo, la relevancia fisioldgica de las propiedades angiogénicas de las

quimioquinas todavia es poco claro, ya que hay cjemplos que apuntan en la direccion
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contraria, como es el caso de los ratones que carecen del receptor para la IL-8 y en los
cuales el desarrollo de la vasculatura no parece estar afectado (Moore et al. 1999).

4, Hematopoiesis. El papel de las quimioquinas en el desarrollo del sistema
hematopoyético varia segiin el grado de madurez de los progenitores estudiados. De
hecho han sido descritas quimioquinas activadoras e inhibidoras de Ja proliferacion de
estos progenitores (Reid et al. 1999 ; Verfaillie, 1996 ; Cook, 1996). Estas
diferentes actividades son independientes de la pertenencia a una determinada familia de
quimioquinas v de la presencia o no del motivo ELR. Si parece estar claro el papel que
SDF-1a juega en el desarrollo de las células stem (Aiuti et al. 1997 ; D’Apuzzo e
al. 1997). De hecho los ratones con el gen del SDF-1o deleccionado, presentan

deficiencias en el normal desarrollo del sistema hematopoietico (Nagasawa ef al.
1996).

5. Efectos anti-tumorales de las quimioquinas. A raiz de la implicacién de las
quimioquinas en la angiogenesis y el papel de algunas de ellas en la inhibicién de la
proliferacién de células hematopoieticas y células endoteliales stem, se pensé que las
quimioquinas podian tener un papel inhibitorio directo sobre células tumorales. De
hecho, el MCP-1 fue descrito en un principio como agente anti-lumoral y también se
conoce la capacidad de la IL-8 para inhibir directamente el crecimiento de lineas
tumorales de pulmén in vitro (Rollins y Sunday, 1991 ; Wang et al. 1996). Es mais
conocido, sin embargo, el papel de las quimioquinas para aumentar la respuesta
antitumoral dependiente de células T. De hecho cuando células tumorales son
transfectadas con genes de diversas quimioquinas, como son MCP-1, IP-10, TCA3 o
linfotactina, ¥ por lo tanto capaces de expresarlas, no dan origen al crecimiento de
tumores al ser inyectadas en ratones, lo que asigna un papel anti-tumoral a estas
quimioquinas (Rellins y Sunday, 1991 ; Cao ef al. 1995 ; Laning et al. 1994 ;
Dilloo et al. 1996).

6. Efectos sobre la infeccion por HIV-1. El virus que causa el Sindrome de la
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) penetra en las células diana mediante su
interaccidén con diversos receptores presentes en la superficie celular. Esta infeccion
presenta una especificidad, existiendo cepas capaces de infectar linfocitos T (cepas T-
trépicas), cepas que infectan fundamentalmente a monocitos (cepas M-trdpicas) y cepas
que pueden infectar ambos tipos celulares. La presencia de CD4, molécula descrita
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como receptor para éste virus, en la superficie de estas células explicaba [a infeccion por
HIV-1, pero no explicaba ¢l tropismo de las diferentes cepas.

La primera relacién entre las quimioquinas y el HIV viene de la descripcion de
MIP-1¢, MIP-18 y RANTES como agentes capaces de inhibir la infeccion por cepas
M-trépicas (Cocchi et al. 1995), lo que llevé a diferentes grupos al estudio de las
interacciones entre este virus y el receptor para estas quimioquinas, el CCRS5
(Alkhatib et al. 1996 ; Deng et al. 1996). Actualmente estd aceptado el hecho de
que tanto el CCRS, como otros receptores de las familias CC (CCR2, CCR3, CCR8) y
CXC (CXCR4) son, junto al CD4, co-receptores para diferentes cepas de HIV
(Doranz et al. 1996). La expresidén selectiva de estos receptores en diferentes tipos
celulares explica el diferente tropismo de las cepas de HIV-1. El CD4 acwaria como
concentrador de virus en la membrana celular provocando en €l los cambios
conformacionales necesarios gue le permiten interaccionar con los receptores de
quimioquinas. Asi mismo se han descrito diversos casos de infeccion por HIV-1
independiente de CD4, pero en todos los casos si que es necesaria la presencia de
receptores de quimioguinas (Edinger et al. 1997). En la actualidad a las diferentes
cepas del HIV-1 se las clasifica en funcién del receptor de quimioquinas con el que
interaccionan, denominandose cepas X4 a aquellas que interaccionan
fundamentalmente con el CXCR4, y cepas RS, a las que interaccionan con el CCRS
(Berger et al. 1998). Este descubrimiento convierte a estos receptores en nuevas
dianas para la biisqueda de una terapia anti-HIV-1 efectiva. Este interés aumenta més si
cabe por el hecho de que mutaciones que afectan a la expresién de estos receptores
disminuyen considerablemente la posibilidad de infeccién. De hecho individuos
homocigotos para una mutacién del CCR5 que origina una deleccién de 32 pares de
bases en el CCRS, no se infectan con el HIV-1 a pesar de pertenencer a poblaciones de

alto riesgo, debido a la falta de expresién en la membrana celular de éste receptor
(Dean et al, 1996).

7. Respuestas Th1/Th2. Un punto importante en el conocimiento de la naturaleza de
la respuesta inmune es la divergencia de los linfocitos T helper (Th) en células Thl y
Th2. Las células Thi producen Yy-interferén (IFN-v) e IL-2, mientras que las Th2
producen principalmente 1.4, {L-5 e IL-10. La acumulacién de linfocitos de uno u
otro subtipo, influye en el curso de la respuesta inmune local. Parece factible que como
parte de sus diferentes funciones efectoras, las células Thl y Th2 puedan adquirir la
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capacidad de migrar a diferentes tejidos. Pues bien, se ha visto que las células Thl y
Th2 difieren en cuanto a la expression de receptores de quimioquinas (Bonecchi et al.
1998 ; Sallusto ef al. 1998a ; Zingoni et al. 1998). Asi las células Thl expresan
preferentemente CCR5 y CXCR3, mientras que CCR3, CCR4 y CCRS8 parecen ser
caracteristicos de linfocitos Th2. Otros receptores como el CCR2 y CXCR4 se
expresan tanto en las células Thl como en las Th2, mientras que CCR7 y CXCR4
también se expresan en células ThO. Estos datos de expresion de receptores
correlaciona perfectamente con la atraccion especifica que inducen las quimioquinas

correspondientes sobre estas poblaciones (Qin et al. 1998).

Patégenos intracelulares
Activacidn de fagocitos
Respuestas DTH

CCR3, CCR4

CCR8 )
Patdégenos extracelulares

Activacién de eosinéfilos
Respuestas IgE

IL-4
IL-5

Figura 2. Las quimioquinas en las respuestas Th1 y Th2. Esquema de la expresion de receptores d
/ quimioquinas durante la diferenciacién de linfocitos T “helper”. (F. Sallusto ef al, 1998).

Por otro lado se conoce que citoquinas implicadas en una u otra respuesta
también afectan a la expresion de receptores de quimioquinas. Por ejemplo, tanto
TGFp, que promueve respuestas de tipo Th2, como IFNY, que promueve respuestas de
tipo Thl, regulan positivamente la expresion de CXCR4. Estos datos indican que la
diferenciacion de las células T puede requerir de la capacidad migratoria asi como de la
produccion deiferencial de citoquinas. Ademds las quimioquinas pueden formar parte

de mecanismos efectores y de amplificacion de las respuestas tipo Thl y Th2, como
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indica el hecho de que quimioquinas de la familia CC como MCP-1, RANTES y MIP-
la sean capaces de inducir la activacién y/o diferenciacién de linfocitos (Sallusto et
al. 1998b). Recientemente se ha descrito que las células Thl y Th2 ademads de
distiguirse por el patrén de citoquinas que producen y los receptores de quimioquinas
que expresan en su superficie, también se diferencian entre si por la expresion de
determinadas quimioquinas tanto in vitro como in vivo (Bradley ef al. 1999). La
produccién de quimioquinas coincide con la expresion de los receptores
correspondientes, hecho que sugiere una regulacién auto yfo paracrina del

reclutamiento de linfocitos T por parte de las quimioquinas (Figura 2).

8. Funciones homeostiticas en tejidos linfoides. Durante el desarrollo y la
diferenciacién, los linfocitos, tanto B como T, se mueven entre diferentes
compartimentos. Aunque conocemos algunos de los elementos que intervienen en este
trafico, como es el caso del papel asignado a algunas quimioquinas y moléculas de
adhesidn en el reconocimiento de los lugares de homing, es dificil desenmarafiar la
regulacién de este trdfico celular. De especial interés son un grupo de nuevas
quimioquinas entre las que destacan TARC, MIP-3, SLC, MIP-3a y DC-CK1, que se
expresan en altos niveles, de forma constitutiva, en timo, ganglios linfiticos y otros
tejidos linfoides (Adema ef al. 1997 ; Vicari ef al. 1997 ; Yoshida ef al. 1998) .
Todas ellas son capaces de atraer linfocitos T y la mayorfa también atraen a los
linfocitos B. De hecho se han descrito receptores especificos, como son CCR4 para
TARC, CCR6 para MIP-3a0 y CCR7 para MIP-3 en células B. La produccién de
todas estas quimioquinas en regiones muy concretas junto a su aparente selectividad
por receptores que se expresan en linfocitos, sugiere que estdn implicadas en la
regulacion del trafico de linfocitos en condiciones fisiologicas y durante el desarrollo.
Un ejemplo de estas funciones, es el caso del CXCRS y su ligando BCA-1/BCL
(Forster et al. 1996 ; Legler ef al. 1998); los ratones que carecen de este receptor
tienen pérdida de ganglios linfaticos inguinales y un desarrollo defectuoso de los

foliculos primarios, de los centros germinales del bazo y de las placas de Peyer.

Asi mismo, recientes trabajos con ratones a los que se les ha deleccionado el
gen del CXCR4 o de su ligando (SDF-1a), indican la importancia de esta quimioquina
y de su receptor en el desarrollo embrionario. I.a deleccién de uno de estos genes es

letal, pudiendo apreciarse diversos defectos tanto a nivel hematopoyético como en el
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desarrollo del cercbro (Nagasawa ef al. 1994 ; Nagasawa et al. 1996 Zou et a.l
1998).

A la importancia de las quimioquinas en funciones homeostaticas se afiade ¢l
papel, reciemtemente descrito, que juegan quimioquinas como SLC/6Ckine y MIP-
3B/ELC en la migracién de las células dendriticas a las regiones de células T de los
6rganos linfoides (Dieu ef al, 1998 ; Cyster, 1999). Asi se ha visto que la quimioquina
SLC/6Ckine y su receptor, CCR7, participan en la migracién de las células dendriticas
maduras desde la piel hasta los ganglios linfiticos (Saeki et al. 1999) y que ratones
que carecen de la expresion de esta quimioguina presentan defectos en la localizacion
de las células dendriticas (Gunn ef al. 1999). Seguramente ¢s esta funcién una de las
que hoy en dia m4s atrae a los diferentes grupos de investigaciéon. Tanto es as{ que las
Gltimas tendencias sugieren clasificar a las quimioquinas en base al papel que juegan en

situaciones inflamatorias o constitutivas.

9. Transplante. Como consecuencia del transplante se suelen producir procesos
inflamatorios que estdn caracterizados por una infiltracién de células mononucleares,
fundamentalmente macrofagos, linfocitos T y de forma ocasional, eosindfilos (Grone,
1996). El reclutamiento de estos leucocitos desde la circulacion periférica hasta el
6rgano transplantado requiere la participacidn de una serie de moléculas que se
expresan en la superficie del endotelio y en los leucocitos. lLas caracteristicas de este
fenémeno sugieren que las quimioquinas jueguen un papel importante y asi se ha
implicado a las quimioquinas IL-8, RANTES, MCP-1, MIP-1ac y MIP-IB en la
patogénesis del rechazo agudo (Pattison ef al. 1994 ; Grandaliano ef al. 1997). Los
diferentes estudios realizados hasta el momento sugieren que terapias basadas en el
bloqueo de quimioquinas y sus receptores pueden tener un efecto favorable en la
supervivencia de los transplantes (Grone, 1999).
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RECEPTORES DE QUIMIOQUINAS: ESTRUCTURA Y FUNCION.

Las gquimioguinas ejercen su actividad mediante la interaccidn con receptores
presentes en la membrana de las células diana. Estos receptores se caracterizan por
presentar sus aminodcidos hidrofébicos organizados en segmentos que atraviesan la
membrana siete veces por lo que se les agrupa dentro de la generalidad de receptores
denominados receptores 7TM o GPCR (G Protein Coupled Receptor) (Figura 3)
(Amatruda et al. 1993). Esta superfamilia de receptores se encuentran en una gran
variedad de organismos y est4n implicados en la transmision de sefiales al interior de
las células mediante Ja interaccién con proteinas heterotriméricas que unen nuclettidos
de guanina (proteinas G). Son capaces de responder a una gran variedad de agentes
como son hormonas, neurotransmisores, quimioguinas, andlogos lipidicos, pequefios
péptidos, proteinas y estimulos sensoriales tales como la luz, ] gusio y el olor. Estas
proteinas constan de una secuencia de aproximadamente 350 amino dcidos y un peso
molecular de unos 40 kDa. En general la organizacién espacial que adoptan es en
forma de tonel lo que define una serie de dominios extra y otros intracelulares segiin
queden a un lado u otro de la membrana celular. De hecho el extremo amino terminal
junto a los bucles extracelulares actuarfan conjuntamente en la unién del ligando,
mientras que las regiones intracelulares, incluyendo el extremo carboxilo terminal,
intervienen en la traduccidn de las sefiales activadas tras la unidn del ligando (Ahuja, ef
al. 1996 ; Monteclaro y Charo, 1996 : Monteclaro y Charo, 1997). En los
dominios extracelulares también se localizan lugares susceptibles de glicosilacion asi
como diversas cisteinas, que mediante la formacién de puentes disulfuro contribuyen a
la topologia de estos receptores, dando lugar a estructuras implicadas en la interaccién
con ¢l ligando (Baldwin, 1994). En los bucles intracelulares se localizan las regiones
de interaccién con moléculas de seflalizacién como las proteinas G asi como
aminoécidos que son diana para la actuacién de serinftireonin guinasas especificas de
estos receptores denominadas GRKs (G-protein Receptor Kinase), imprescindibles
para la desensibilizacién e intemnalizacion de estos receptores (Hamm y Gilchrist,
1996 ; Pitcher et al. 1998). Dentro de la similitud que tienen con ¢l resto de la familia
de GPCR, los receptores de quimioquinas presentan algunas caracteristicas
estructurales propias, como es la secuencia de aminodcidos DRYLALV, presente en el
segundo bucle intracelular, lo que ha facilitado, por ejemplo, el clonaje de muchos de
ellos atin antes de conocer un ligando o una funcién para los mismos (Murphy,
1994). Una representacién esquematica de estos receptores se muestra en la Figura 3.
A pesar de las diferentes familias de GPCRs y sus distintas funciones, todos ellos
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mantienen una estructura central muy conservada, que es la formada por las regiones
transmembrana y cuya modificacion conformacional estd relacionada con la activacion

del receptor.

© Sitio de unién del ligando

@ Motivos de dimerizacién
(O Motivo DRY
C Sitio de unién de la proteina G
< Sitio de union de GRKs
© Diana de las G6RKs

Figura 3. Representacion esquemdtica de los receptores de quimioquinas y de aquellas regiones de
interés funcional.

Como ocurre en el caso de las quimioquinas, los receptores también pueden
agruparse en dos grandes familias, CCR y CXCR, que interaccionan con quimioquinas
de la familia CC y CXC respectivamente. Un resumen de los receptores conocidos,
junto a sus ligandos y las células que los expresan se muestra en la tabla II. Uno de los
grandes problemas en el estudio de las quimioquinas y de sus receptores es que una
misma quimioquina puede unirse a diferentes receptores y que un mismo receptor €s

capaz de activarse por la unién de diferentes quimioquinas. No estd claro como las
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quimioguinas pueden conseguir tan alta diversidad funcional, unas veces altamente
especifica y otras veces redundante, mediante su unién a un nidmero
aparentementemente limitado de receptores (Devalaraja y Richmond, 1999). Un
determinado receptor se puede expresar en una gran variedad de poblaciones celulares
y una misma poblacién celular puede expresar una amplia variedad de receptores
diferentes (Baggiolini, 1998 ; Luster, 1998).

Tabla II. Receptores de quimioquinas: Ligandos y tipos celulares que los expresan.

RECEPTOR | TIPQ CELULAR

NK,.I%
oMo, Tr, DCB .
B
Eos, Mo, T*, DC

08,82, DC
L5 DC

nCCRB M
CCRY |

CCRI10

CX3CRI1 ; NK/T
desconocido bt e Toaaton) 4 T

T: linfocitos T {T*=activadas; Tr=resting)
B: Linfocitos B

NK: células asesinas naturales

DC: células dendriticas,

Mo: Monocitos.

Ba: Basdéfilos,

Ne: Neutréfilos.

Eos: eosinéfilos.

Hasta ahora se han descrito 5 receptores para las quimioquinas CXC y 10 para
las CC.,, que se detallan en la tabla II. Como se puede observar, la casi totalidad de
estos receptores son capaces de unir mds de una quimioquina distinta, y una misma
quimioquina puede interaccionar con mds de un receptor, aunque se mantiene la
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dicotomia CC/CXC. Asi RANTES se puede unir a los receptores CCR1, CCR3 y
CCRS, MCP-3 al CCR1, CCR2 y CCR3, etc. Existen unas pocas excepciones, COmo
es el caso de eotaxina, cuyo nico receptor conocido hasta el momento es el CCR3.
Otras quimioquinas de la familia CC que también parecen presentar especificidad por
un unico receptor son TARC, MIP-3c,, MIP-33, I-309 y TECK que presentan
especificidad por CCR4, CCR6, CCR7, CCR8 y CCR9 respectivamente. El hecho de
que tanto estas quimioguinas como sus receptores sean los ultimos en haber sido
caracterizados, sugiere que estos datos puedan verse modificados en un futuro proximo,
apareciendo nuevas quimioquinas capaces de interaccionar con ellos y nuevos
receptores a las que se puedan unir estas quimioquinas (Nelson y Krensky, 1998 ;
Ward et al. 1998)

La promiscuidad que presentan los receptores para las quimioquinas de la
familia CC, no se mantiene en la familia CXC. En este caso se da una mayor
especificidad. Asiel SDF-1a se une exclusivamente a CXCR4, siendo por lo tanto su
unico ligando conocido. Las quimioquinas ENA-78, NAP2 y las de la familia GRO,
s6lo se unen al CXCR2. IP10, I-TAC y MIG sélo se unen al CXCR3 y el denominado
CXCRS5 (BRL1) también presenta una alta especificidad por la quimioquina BCA-I.
En esta familia de receptores, la excepcion viene dada por la IL-8, que junto al GCP-2,
es capaz de unirse tanto al CXCR-1 como al CXCR-2, aunque la interaccién con
ambos receptores es completamente distinta en cuanto a la afinidad de la misma y a las

regiones implicadas en la unién.

A Fractalquina, representante tnico del nuevo grupo de quimioquinas CX;C, le

corresponde también un receptor tnico, el CX;CR-1. Existen numerosas quimioquinas

cuyo receptor atn no ha sido caracterizado, como es el caso de MDC, HCC-1, MIP-3j,
linfotactina, etc. Asi mismo existen tambi€n candidatos para ser receptores de
quimioquinas, cuyo ligando todavia no se conoce (Rollins, 1997), y por lo tanto, no
estdn incluidos en las listas de receptores con nombre oficial aceptado.

Un grupo aparte dentro de la familia de receptores de quimioquinas lo forman
los receptores de quimioquinas promiscuos y los codificados por virus. Los receptores
promiscuos, son capaces de unir quimioquinas tanto CC como CXC, y el dnico ejemplo
de este tipo de receptores es ¢l receptor eritrocitario de quimioquinas (DARC). DARC

se corresponde con el antigeno Duffy de los eritrocitos y se ha visto que posibilita la
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entrada en la célula del Plasmodium Vivax. Al no ser capaz de sefializar en respuesta a
quimioquinas, se sugiere que puede tener un papel en la regulacién de los niveles
circulatorios de quimioquinas. Se conocen también algunos virus capaces de codificar
receptores de quimioquinas, como es el caso del US28 del Ciromegalovirus o el
ECRF3 del Herpes virus saimiri, sin embargo, su relevancia es todavia una incégnita
(Chee et al. 1990; Ahuja ef al. 1994).
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ACTIVACION DE RECEPTORES DE QUIMIOQUINAS

Los conocimientos actuales sobre sefializacién inducida por quimioquinas nos
vienen dados por las observaciones realizadas en diversas lineas celulares, bajo
diferentes condiciones experimentales. Estos hechos, junto a la falta de reactivos
especificos adecuados ha impedido una caracterizacién detallada de las vias bioquimicas
asociadas a la respuesta mediada por quimioquinas. Ademds gran parte de la
informacién de la que disponemos actualmente estd basada en los conocimientos
disponibles de sefializacién mediada por otros GPCR (Bokoch, 1995). Un gran
ntimero de hormonas, neurotransmisores, mediadores locales y estimulos sensoriales,
ademds de las quimioquinas, ejercen sus efectos en las células uniendose a receptores
acoplados a protefnas G, proteinas que unen nucleétidos de guanina. Las proteinas G
son heterotrimeros formados por tres subunidades denominadas o, § y . Existen
diferentes subunidades ¢, lo que da lugar a la existencia de distintas proteinas G, que se
asocian con un ndmero mds limitado de subunidades By y. La activacién inducida por
el ligando provoca la unién de GTP a la subunidad o y la disociacion del heterotrimero
inactivo en « libre y subunidades Py que se mantienen asociadas en forma de dfmeros
(Hamm y Gilchrist, 1996 ; Hamm, 1998).

Hasta hace poco se pensaba que la subunidad o era la tnica responsable de la
sefializacién, mientras que se reservaba un mero papel estructural a los dimeros [y,
siendo, se decia, los encargados del anclaje de la proteina G a la membrana celular. Hoy

se sabe que efectivamente los dimeros [Jy una vez liberados del trimero , juegan un papel
activo en la sefializaci6n, activando a su vez a otras proteinas. GﬂY tiene effectos muy

definidos sobre algunas isoformas de los cldsicos segundos mensajeros PLC2y B3 y
sobre adenilil ciclasa. También son capaces de reclutar quinasas de receptores
acoplados a proteinas G (GRK) a la membrana, donde fosforilan a los receptores en
residuos de serina y treonina. Otras acciones relacionadas con la presencia de dimeros
By incluyen la activacién de algunos canales de calcio y potasio asi como la activacién
de Cdc42 y la unién a miembros de la familia de Rho, como son Rho y Rac (Gutkind,
1998). Recientemente ha sido clonada y caracterizada una isoforma de PI3K
especificamente relacionada con receptores acoplados a proteinas G y que parece ser
activada por Y, asf como lo serian también otras quinasas como son Rafl, Tsk, etc
(Stoyanov et al. 1995).
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La subunidad o tiene actividad GTPasica intrinseca, por lo que es capaz de
hidrolizar un fosfato y transformar GTP en GDP; ello hace que el heterotrimero se
vuelva a reunir y la proteina G pase a su estado inactivo. Parece por lo tanto que la
actividad GTPasica controla la actividad de la proteina G y de hecho se han descrito
recientemente mecanismos que a ese nivel modulan la activacion de las proteinas G.

Este es el caso de las proteinas RGS que, actuando como catalizadores, aceleran la
actividad GTPésica de Go. (Berman y Gilman, 1998 ; Kehrl, 1998)(Figura 4).

INACTVO ACTIVO

 , Af

®
RGS

Figura 4. Representacion esquematica del ciclo activacion/desactivacion de las proteinas G.

La activacion de las proteinas G ha sido relacionada con un nimero limitado de
efectores, entre ellos, la fosfolipasa Cp (PLCP) , distintas isoformas de la adenilato
ciclasa y la cGMP retinal. Sin embargo el tipo de activacion y las consecuencias de esa

activacion varia seguin la subfamilia de proteina G que esté implicada. Asi los miembros
de la subfamilia G estimulan la adenilato ciclasa, que catalizan la conversion de ATP
en AMPciclico, cAMP, que a su vez activa la protein quinasa dependiente de cAMP
(PKA). Todos los miembros de las G, pueden activar las distintas isoformas de la

PLC. Aunque los mecanismos moleculares no estdn caracterizados, algunos GPCRs
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pueden activar las MAP kinasas através de un proceso que depende de la estimulacién

por G, de la protein quinasa C (Bourne, 1997).

Los miembros de la subfamilia G;, a los cuales se acoplan la mayoria de los
receptores de quimioquinas, inhiben la adenilato ciclasa, disminuyendo por lo tanto los
niveles de cAMP. También se ha descrito la activacién de PLCB y de la PI3Ky asi

como la modulacién de algunos canales de calcio y potasio. Las proteinas G son

sensibles a la accién de algunas toxinas; asi la G, se inactiva por efecto de la toxina del

colera y la G, por el tratamiento con toxina de pertussis. En ambos casos se trata de

inhibiciones irreversibles que inician diferentes procesos en la célula, segin que el
tratamiento efectuado sea con una u otra toxina, pero finalizan con la muerte celular
(Bokoch, 1995 ; Kehrl, 1998).

A través de la unidn del ligando a GPCRs acoplados a proteinas G sensibles a
toxina de pertussis, se estimula Ras, un miembro de la familia de las GTPasas de bajo
peso molecular. Esta activacion requiere de tirosin quinasas, y asi se ha visto que Gg,
pueden activar a la familia de las Src quinasas, lo que llevaria a la fosforilacion de
proteinas adaptadoras y de miembros de las quinasas de adhesién focal (FAK). Asi se
ha descrito la fosforilacion de Pyk2 y su asociacién con Src activada, en respuesta a
ligandos de GPCRs, fosforilacién, que junto a la activacién de PI3KYy podria ser

necesaria para la activacién de la via de las MAP quinasas (Mitogen Activated Protein
Kinases) (Gutkind, 1998 ; Della Rocca et al. 1999).

Las quimioquinas estimulan la activacién de proteinas G

La mayoria de las respuestas activadas tras la unién de la quimioquina a su
receptor son inhibibles mediante el tratamiento con toxina de pertussis (PTX) de las

células, lo que indica que las moléculas sefializadoras asociadas con estos receptores
son proteinas G de la familia G; (Murphy, 1994). Asi estudios de sefializaci6n

realizados en células HEK-293 transfectadas con receptores de quimioguinas indican

una potente inhibicién, dependiente de ligando, de la adenilato ciclasa, consistente con la
asociacion de estos receptores a proteinas G; (Myers ef al. 1995). Sin embargo en

estos estudios, la movilizacién de calcio no siempre se bloqueaba por completo al tratar

las células con PTX, sugiriendo que los receptores de quimioquinas pueden acoplarse a
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otras proteinas G diferentes de G;, y por lo tanto insensibles a este tratamiento, como

son Gg 0 Gye. Diferentes estudios sugieren que el acoplamiento a una u ofra proteina G

depende tanto del receptor estudiado como de la disponibilidad de proteinas G en la
linea celular objeto del estudio, (Arai y Charo, 1996 ; Al-Aoukaty et al. 1996).

Tras la activacién del receptor, la protefna G; heterotrimérica se disocia en el

complejo By v en la subunidad o unida a GTP, que permanece asociada al receptor,
posiblemente mediante su interaccién con una o més regiones de los bucles
intracelulares del receptor de quimioquina (Arai y Charo, 1996). En este momento se
ha iniciado la cascada de sefializacion que poco a poco va involucrando a otras
moléculas en lo que supone la amplificacién de sefiales que dard Iugar a los efectos
finales.

Se ha descrito activacion de la PLC de manera sensible al tratamiento con PTX,
a través del complejo By (Jiang ef al. 1996), aunque en un principio, la activacién de

PLC principalmente se produce por proteinas G insensibles a PTX como es Ja G, (Wu

et al. 1993). La activacién de PLC origina la hidrélisis de fosfoinositido bisfosfato
(PIP2) para formar inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 interacciona
con receptores especificos en el reticulo endoplasmatico y moviliza el calcio de sus
almacenes intracelulares, pero ademas es metabolizado por una protein quinasa que le
fosforila en posicién 3, originandose inositoltetrafosfato (IP4), molécula que actia
como un segundo mensajero implicado en el control de la movilizacién de calcio a
través de canales especificos de membrana. El calcio y el DAG activan diversas
1soformas de protein quinasa C (PKC) que a su vez puede activar diversas cascadas de
seflalizacidn, tanto citoplasmadticas como nucleares (Wilcox ef al. 1993).

Se conoce que las quimioquinas de la familia CC inducen la activacién de la
fosfolipasa A, (PLA,) y liberacién de 4cido araquidénico en monocitos (Locati et al.
1994 ; Dennis, 1994). El 4dcido araquiddnico parece estar implicado en la respuesta
quimiotéctica; de hecho inhibidores de PLA, disminuyen la migracién de monocitos en

respuesta a quimioquinas de una manera dosis-dependiente (Locati et al. 1996).
Ademas la fosfolipasa D (PL.D) también ha sido implicada en el trifico de vesiculas y
en transformacién celular en respuesta a quimioquinas (Billah y Anthes, 1990).
Aunque no estd claro como las quimioquinas activan PLD, parece que las proteinas G
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de bajo peso molecular (LMWG) como RhoA podrian jugar un papel relevante
(Kuribara et al. 1995).

Por otro lado, el complejo By liberado tras la unién de la quimioquina al
receptor, regula las isoformas 2 y 3 de la PLCB, mientras que las PLC-yl y 61 son

insensibles, al menos en leucocitos (Katz et al. 1992). El dimero By también actia
activando la asociacién de las quinasas asociadas a receptores de proteinas G (GRK)
(Wu et al. 1998). De hecho se sabe que en el caso de otros GPCR, como son los
receptores muscarinicos M2 y M3, la asociacién de [}y con el receptor activado permite
la formacién de un complejo ternario con la GRK2, que es necesario para la

fosforilacién efectiva del receptor.

Uno de los efectos bioldgicos fundamentales mediados por las quimioquinas
como es la quimiotaxis o migracion celular dirigida es inhibible por el tratamiento con
PTX. Aunque las respuestas a quimioquinas en diferentes poblaciones leucocitarias
requiere la activacién de Gy, estas células expresan otros receptores acoplados a G; que
no son capaces de inducir quimiotaxis (Carolan y Casale, 1993). Parece por lo tanto

que la activacién de G, es necesaria pero no suficiente para que la quimiotaxis tenga

lugar. Aunque no es posible excluir un posible papel de la Gg; en este proceso, el

secuestro de subunidades fiyes capaz de bloquear la quimiotaxis (Arai ef al. 1997a ;
Neptune y Bourne, 1997 ; Lin et al. 1998), aunque los mecanismos finales mediante
los cuales Py induce estos efectos son desconocidos. Ha sido descrito que inhibidores
tanto de las MAPKs p42/p44 como de PI3K no afectan a la quimiotaxis, aunque en
este ultimo caso los datos bibliogrificos son controvertidos y de hecho también se ha
descrito que la preincubacién con Worthmanina, un inhibidor de PI3K, bloquea la
migracidn en algunas lineas celulares (Turner ef al. 1995). Otras vias, como es el caso
de la PLC-J, tampoco parecen estar implicadas en este fenémeno ya que neutréfilos
derivados de ratones KO de PLC-B son capaces de migrar. La desensibilizacién de
receptores de quimioquinas tampoco es necesaria para la quimiotaxis (Arai ef al.
1997b), de hecho un mutante del CCR2 en el cual las serinas y treoninas del carboxilo
terminal han sido reemplazadas por alaninas, y que por lo tanto tiene disminuida su
capacidad de internalizacion, es capaz de mediar la migracién inducida por el MCP-1
(Arai et al. 1997b). Sin embargo, experimentos empleando variantes de deleccién del

extremo carboxilo terminal de este mismo receptor, indican la importancia de los amino
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dcidos 316-328 tanto para la quimiotaxis como para la internalizacién. Finalmente, el
uso de un derivado quimico de la quimioquina RANTES, el AOP-RANTES, que induce
movilizacién de calcio pero no quimiotaxis, sugiere la disociacion entre la
internalizacién y la quimiotaxis, ya que el AOP-RANTES induce internalizacién del
CCRS incluso mds eficientemente que el ligando natural, RANTES, a pesar de su
incapacidad de inducir quimiotaxis (Mack et al. 1998).

El fin de la activacién de la proteina G lo marca la actividad GTP4sica de la
subunidad o. La hidrélisis de GTP a GDP que permanece unido a la proteina,
promueve la disociacién de la subunidad o de Ios efectores y reasociacion con el
complejo By. La baja actividad hidrolitica intrinseca de GTP que poseen las proteinas
Go estd regulada por la interaccién con proteinas denominadas GAPs (proteinas
activadoras de la actividad GTPésica). Las GAPs fueron identificadas inicilamente
como reguladoras de factores de sintesis proteica y de GTPasas de bajo peso molecular
como Rho. Recientemente ha sido descrita una familia de GAPs para las proteinas Got,
conocidas como Reguladores de la Sefializacion por proteinas G o protefnas RGS, que
actilan como reguladores negativos de las protefnas G mediante la interaccién directa
con Go. de modo que esta subunidad no puede interaccionar con los efectores
correspondientes o con ¢l complejo By (Berman y Gilman, 1998). Todavia se
desconoce como estin reguladas estas RGS in vivo, y tampoco ha sido demostrado su
papel en la sefializacion mediada por quimioquinas.

Quimioquinas y GTPasas de bajo peso molecular (LMWG)

La quimiotaxis requiere de respuestas altamente especializadas que implican
cambios en la forma celular, polimerizacidn/despolimerizacién de actina, y adhesiones
celulares mediadas por la interaccién de integrinas con sus ligandos (Laudanna et al.
1996 ; Machesky y Hall, 1997). Estos procesos estdan modulados por nucledtidos de
guanina y posiblemente estén regulados por miembros de la familia de proteinas
capaces de unir GTP, mds concretamente las de bajo peso molecular (LMWG). De
acuerdo con el papel que juegan en la regulacién de actividades similares en otros tipos
celulares, no es sorprendente que los leucocitos expresen una gran variedad de LMWG
relacionas con Ras, entre las que se encuentran ¢l propio Ras, Rho, Rac, Cdc42 y Arf
(Bokoch, 1991 ; Bokoch y Der, 1993 ; Hall, 1993).
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Es factible que Rho y Rac jueguen un papel importante en diversas funciones
leucocitarias por su capacidad de modular el montaje-engarze de los filamentos de
actina (Ridley, 1995). Por ejemplo, la estimulacién con IL-8 origina la activacién de
Rho, Rac y Cdc42, que estan implicadas en la regulacion de fenémenos de adhesion
focal, lamelipodios y filopodios, respectivamente. Rho también es necesario para la
respuesta motriz de los fibroblastos Swiss 3T3 (Takaishi K. 1993 = 52B). E
tratamiento de neutrdfilos con 1a ADP ribosiltransferasa de Clostridium botulinum C3,
desorganiza la red de microfilarnentos de actina, inhibiendo la movilidad inducida por
quimioatrayentes de estas células (Stasia ef al. 1991). La via mediante Ia cuval los
receptores de quimioquinas se conectan con las LMWG, todavia no se conoce, aunque
podria involucrar al complejo fy. De hecho se ha descrito que el complejo By puede
inhibir la unién del GTP[ys] a Rac y Rho, pero no a Cde42 (Harhammer et al. 1996).
El secuestro de Py libre puede entonces promover la acumulacién de formas de Rac y
Rho unidas a GTP, que podrian inhibir la endocitosis. Mads aun, publicaciones
recientes sugieren la interaccidén entre proteinas de la familia de Rho con subunidades
de las proteinas G (Fromm ef al. 1997 ; Buhl ef al. 1995), asi como la demostracién
de vias de sefializacién que conectan los GPCR con la quinasa c-jun, en las que estaria
implicada la accién de f¥y sobre una via dependiente de Ras y Rac-1 (Coso et al. 1996).

LLa importancia de la relacién entre los receptores de quimioquinas y estas
LMWG reside en la capacidad de las quimioquinas de activar funciones tanto
migratorias como de adhesién en los leucocitos (Campbell e al. 1998). Los cambios
inducidos por Rho en la adhesién focal, pueden implicar también a la quinasa PI3K y al
PtdIns(5)P (Chong et al. 1994), ambos importantes para la fosforilacién de actina,
como ocurre en el caso de las integrinas que regulan las proteinas que unen actina
{Theriot y Mitchison, 1993).
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Las quimioquinas activan la Fosfatidilinositol 3-quinasa.

La enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) cataliza la entrada de un grupo
fosfato en la posicién D3 de lipidos tipo fosfatidilinositol; estos productos lipidicos han
sido involucrados en las vias de sefializacion implicadas en crecimiento celular y en el
ensamblaje del citoesqueleto (Cantley et al. 1991 ; Rodriguez-Viciana et al. 1994).
Las PI3 quinasas son una compleja familia de proteinas heterodiméricas compuestas
por una subunidad catalitica y otra regnladora. Todas forman complejos con proteinas
adaptadoras que acoplan la actividad a diferentes vias de sefalizacion
(Vanhaesebroeck et al. 1997). Algunas de ellas, como es el caso de pl10c, By 9§,
interaccionan con subunidades adaptadoras que contienen dominios SH2 (dominios de
homologia con sre tipo 2). Otras son estimuladas por el dimero By liberado tras la
activacién de la proteina G y no interaccionan con moléculas adaptadoras que contienen
dominios SH2; entre estas, la p110y (Stoyanov ef al. 1995) que contiene un dominio
de union a Ras en el extremo amino terminal, una regién quinasa y un dominio
catalitico. Estd ampliamente descrita la estimulacién de la actividad PI3 quinasa por
quimioatrayentes (Turner ef al. 1995 ; Stephens ef al. 1991 ; Knall et al. 1997). Tras
la unién a su receptor, la quimioquina activa un heterodimero de PI3K capaz de
fosforilar PidIns, PtdIns(4)P y PtdIns(4,5)P, e interaccionar con Ras activo, esto es,
unido a GTP. (Rodriguez-Viciana ef al. 1994 ; Marte er al. 1997).

Sin embargo el papel que juega la activacién de esta quinasa en la sefializacion
por quimioquinas, no estd tan claro ya que se han descrito diferentes efectos
dependiendo de la linea celular empleada. En algunos casos se ha descrito que
inhibidores de la PI3K no afectan a la quimiotaxis (Arai et al. 1997b ; Thelen et al.
1995). De hecho, el principal efecto de la inhibicién de PI3K en neutréfilos parece ser
el bloqueo de la actividad NADPH oxidasa (Arcaro y Wymann, 1993 ; Vlahos et al.
1995). Sin embargo, también se la ha relacionado con los cambios en el citoesqueleto
necesarios para la polarizacion y la quimiotaxis (Turner ef al. 1995 ; Stephens et al.
1991), asi se sugiere que el dominio SH2 de la subunidad p85 es necesario para su

asociacion con protefnas relacionadas con el citoesqueleto, como es el caso de la

1)125FAK (Chen and Guan, 1994). ILa PI3K activada a través de la estimulacion del

GPCR origina la formacién de lipidos fosforilados en 3 que actuan como segundos
mesanjeros para efectores tales como PKC y AKT asi como para las vias de
transduccidn relacionadas con Ras (Shimizu y Hunt HI, 1996). Sin embargo, otros
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estudios relacionan la PI3K con fendémenos de adhesién mediados por integrinas,
migracién y polarizacién (Tanaka et al. 1998). Asi, la quimioquina MIP-1 induce la
activacién de integrinas y la polimerizacién de actina, que pueden regularse por diversas
vias como son las proteinas G, tirosin quinasas, PKC, AMP ciclico y PI3 quinasa.
Tanto la Worthmanina como la PTX disminuyen la polimerizacion de F-actina y la
expresién de LFA-1 (Lymphocyte Function associated Antigen-1) activado, e inhiben la
adhesion mediada por integrinas; esta adhesién no es bloqueada por inhibidores de
PKC o de tirosin quinasas. También se ha demostrado que la activacion de AKT por
IL-8, GROwx v RANTES, es bloqueada por el tratamiento de las células con PTX

(Tilton et al. 1997), indicando la conexidn entre G; y PI3K. La activacién de la PI3K
dependiente de GPCR por RANTES, MCP-1, MIP-1a e IL-8 estd implicada en la

adhesion mediada por integrinas de células T y neutréfilos. El bloqueo con anticuerpos
anti-quimioquinas o con ologinucle6tidos anti-sentido especificos de PI3K, disminuyen
la activacién de LEA-1 y la adhesién mediada por integrinas, como ocurre en el caso del
tratamiento con PTX. Todo esto indica la importancia del papel que juega la PI3K
dependiente de los receptores de quimioquinas en la activacion de integrinas necesaria
para la polarizacién y la migracién (Tanaka et al. 1998).

Las Quimioquinas inducen la fosforilacion en serinas/treoninas de los

receptores de quimioquinas.

De los datos de la literatura se puede concluir que el trafico de las poblaciones
leucocitarias es un complejo proceso controlado por un gran nimero de moléculas,
integradas en vias de sefializacién muy diversas. Las células que estdn migrando deben
ser capaces de detectar de forma continuada los cambios en el gradiente de
quimioatrayentes por lo que se necesita un control muy preciso; ello se consigue con
un mecanismo de encendido/apagado, en el cual la desensibilizacién de Jos receptores
de quimioquinas juega un papel importante. Se sabe poco sobre los mecanismos que
regulan la respuesta celular a quimioquinas, asi como del papel de la desensibilizacién
en la migracion linfocitaria. Para un gran nimero de receptores acoplados a proteinas
G, la rapida desensibilizacién implica la fosforilacién del receptor por quinasas
acopladas a GPCR (GRK) cuya actividad es inducida por el ligando (Lefkowitz,
1993). La fosforilacién en residuos serina/treonina presentes en el extremo carboxilo
terminal y/o en los bucles intracelulares del receptor aumenta la afinidad del mismo por

proteinas del tipo de la arrestina, cuya unién impide que el receptor pueda volverse a
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acoplar a la proteina G (Bohm et al. 1997). Diferentes articulos han demostrado que
tras la estimulacién con quimioquinas los receptores correspondientes, tanto de la
familia CC como de la CXC, son fosforilados en serinas por GRK (Tardif ef al. 1993
; Ali et al. 1993 ; Prossnitz ef al. 1995 ; Franci et al. 1996 ; Oppermann et al.
1999). Esta fosforilacion es critica para la funcionalidad del receptor, ya que juega un
papel decisivo en su desensibilizacién y su internalizacion.

Experimentos empleando receptores de quimioquinas mutantes que carecen de
los residuos Ser/Thr del extremo carboxilo terminal indican la importancia de la
fosforilacion de estos residuos, ya que las sefiales inducidas por las quimioquinas tras
su unidn a los mismos, no son inhibibles por la co-expresién con GRK2 (Franci et al.
1996). Un reciente trabajo ha demostrado que la desensibilizacién del CCRS inducida
por RANTES, implica directamente la fosforilacién de los residuos Ser 336, 337, 342 y
349, residuos que estdn altamente conservados en diferentes receptores de las
quimioquinas CC. Esta fosforilacién puede ser realizada por distintos miembros de la
familia GRK, el hecho de que sea una u otra parece mds ser cuestiéon del modelo celular
usado y de la disponibilidad de ellas (Oppermann ef al, 1999). Asi mismo, se ha
observado que la respuesta a un segundo estimulo con quimioquinas no se we
desensibilizada cuando se emplean receptores de la familia CXCR en los cuales los
residuos Ser/Thr del extremo carboxilo terminal han sido mutados o cuando esta
porcidn del receptor ha sido eliminada (Mueller et al. 1997).

Las Quimioquinas activan la via de las MAP quinasas

Las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK), también denominadas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK), son activadas por la fosforilacion en
residuos de tirosina y trconina (Rossomando ef al. 1991; Nel ef al. 1990) y su
actividad se regula por diversas proteinas que incluyen protein quinasas y factores de
transcripcion oncogénicos. En particular, la activacion de PLA2 (Nemenoff ef al.
1993) v de elementos del citoesqueleto (Gotoh ef al. 1991) por MAPK sugiere que
estas quinasas pueden jugar un papel importante en las respuestas celulares inducidas
por quimioquinas. Asi, la activacién de neutrdfilos con f-MLP (formil-metionil-
leucinil-fenilalanina), activa Ras (Coffer ef al. 1998), que inicia la casacada de las
MAPK mediante la unién a la Ser/Thr quinasa Raf. Ras provoca la translocacién de
Raf desde el citoplasma a la membrana plasmatica (Leevers et al. 1994), donde es
activado mediante interacciones con miembros de la familia de protefnas 14-3-3 (Freed
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et al. 1994 ; Irie et al. 1994). Tanto Raf como miembros de MEKK, otra famila de las
MAP quinasas, fosforilan y activan MAPK; sin embargo todavia no ha sido descrita la
activacion de MEKK quinasas en respuesta a quimioatrayentes. La activacién de
MAPK se ha descrito tras la unién de IL-8 a los receptores CXCR1 o CXCR2
transfectados en células Jurkat (Jones ef al. 1995).

La activacién de la via de las MAPK por quimioquinas es bloqueada en
neutrdfilos por el tratamiento con PTX, indicando que es una via que estd mediada por
una proteina Gi. Usando células COS-7 transfectadas y co-expresion transitoria de

MAPK con GPCR, las subunidades G,; activadas son incapaces de mimetizar la

estimulacion inducida por el receptor de la actividad MAPK, evidencia del papel activo
que juegan los dimeros Py en esta via de sefializacion. Bajo diferentes condiciones
experimentales, se ha demostrado que la acitvacién de MAPK por las subunidades By
no requiere de la activacién de PLC-B ni de PKC, pero si que es bloqueada por
mutantes de Ras (Koch et al. 1994 ; Crespo ef al. 1994) y también que las
subunidades By pueden inducir la acumulacién de Ras unido a GTP, es decir, en su

forma activa.

La activacion de MAP quinasa mediante quimioquinas tiene diversas
consecuencias funcionales. Como las MAPK pueden fosforilar y activar factores de
transcripcton (Hill y Treisman, 1995), las quimioquinas pueden estar implicadas en la
regulacion de la expreston de genes a través de esta via. Mds aun, [a MAPK fosforila y
activa PLA2 citoplasmatico, lo que conduce a la liberacién de 4dcido araquiddnico
{Durstin ef al, 1994). La produccién de leucotrienos inducida por dcido aragquidénico
es esencial para la polimerizacién de actina (Peppelenbosch ef al, 1993). Todos estos
datos indican una via inducida por quimioquinas, en la que estdn implicadas tanto
MAPK como cPLA2 que pueden regular los cambios en el citoesqueleto necesarios
para la migracion celular. En cualquier caso, este papel no parece ser critico ya que
SK&F 86003, un inhibidor de la MAPK p38, no tiene un efecto significativo sobre la
quimiotaxis o sobre la quimtoquinesis inducida por quimioquinas (Knall ef al. 1997).

Las quimioquinas inducen actividad tirosin-quinasa.

Las quimioquinas inducen un aumento de la actividad tirosin quinasa de la célula. Se

ha descrito un aumento en la activacién de lyn, una tirosin quinasa relacionada con src,
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en neutréfilos, inducida por quimioquinas de la familia CXC, asi como un aumento en
la actividad autofosforilante en tirosinas de esta quinasa, inducida por IL-8, GRO-o y
NAP-2 (Gaudry et al. 1995). Otras tirosin quinasas activadas por quimioquinas estan
relacionadas directamente con los cambios en el citoesqueleto necesarios para la
quimiotaxis. Asf se ha visto que RANTES activa la generacién de adhesiones focales

en células T y la consiguiente activacion celular a través de complejos moleculares

125FAK

formados por la quinasa p y la tirosin-quinasa asociada a la cadena zeta del

receptor de células T, ZAP-70 (Bacon ef al. 1996). Através de sus dominios SH2,
ZAP-70 se une a fosfotirosinas en los dominios ITAM del TCR, en un proceso
catalizado por las quinasas p56lck y p59fyn (Irving ef al. 1993). Recientemente ha
sido descrito que la sefializacién via el receptor CCRS induce la fosforilacién y
activacién de la proteina quinasa Pyk2 (también conocida como RAFTK o CAK-f),
perteneciente a la familia de FAK (Ganju et al. 1998). Esta activacién origina la
modulacién del sistema JINK/SAPK.

Por lo que conocemos hasta el momento, las quimioquinas se unen a sus
respectivos receptores y activan una amplia cascada de sefiales que se origina a partir de
la activacién de una proteina G y se amplifica mediante la intervencién de otros
segundos mensajeros. Sin embargo, sorprende que a pesar de los multiples y variados
efectos que estan mediados por las quimioquinas, exista un conocimiento minimo de la
seflalizacion que desencadenan. De hecho la implicacién de diferentes vias en
sefializacién mediada por quimioquinas, se debe a observaciones aisladas de senales
que han sido demostradas para otros receptores de siete dominios transmembrana
acoplados a protefnas G. La importancia de procesos en los que estan implicadas las
quimioquinas tales como asma, angiogénesis, desarrollo, arteioesclerosis, SIDA, etc., no
sélo a nivel cientifico sino también econémico y social, hace que el conocimiento de las
vias de sefializacion activadas por estas moléculas sea una cuestion de méxima
importancia,

Un resumen de las vias de sefializacion activadas por las quimioquinas se

muestran en la figura 5.
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Figura 5. Resumen de las principales vias de sefializacion activadas tras la unién de las quimioquinas
a su receptor, con atencién a los segundos mensajeros implicados y a las consecuencias funcionales a
las que estas vias conducen.
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Papel biolégico de la proteina quimioatrayente de monocitos, MCP-1, y de su
receptor, CCR2

La protefna quimioatrayente de monocitos (MCP-1) fué una de las primeras
quimioquinas de la familia CC en ser caracterizadas (Matsushima ef al. 1989 ;
Yoshimura ef al. 1989). Como ocurre con la mayoria de quimioquinas, recibié
diferentes denominaciones en funcién del tipo celular en el que fué caracterizado. Asi,
al MCP-1 también se le conocié como MCAF (Monocyte Chemotactic and Activating
Factor), LDCF (Lymphocyte-Derived Chemtotactic Factor), GDCF (Glioma-_Derived
Chemtotactic Factor), TDCF (Tumor-_Derived Chemtotactic Factor) o SMC-CF
(Smooth-Muscle Cell-Derived Factor). Todas estas denominaciones ya nos dan idea
de los diferentes tipos celulares capaces de producirla, entre los que destacan
fibroblastos, monocitos, macréfagos, linfocitos de bazo, células endoteliales vy
epiteliales, osteoblastos, melanocitos, astrocitos, células del cuerpo liteo y células
tumorales entre otras (VanDamme et al. 1994 ; Schall, 1994). Esta produccién esta
regulada por diferentes estimulos, como ¢l PDGF, IFNy, IL-1, TNF-o, GMCSF, [1L.4,
LPS, PMA, PHA, ConA, esteroides, dexametasona y situaciones patoldgicas como son
la hipoxia, la formacién de complejos inmunes y la infeccién por bacterias o virus. Se
trata de una quimioquina de las conocidas como proinflamatorias y estd implicada en
diferentes enfermedades como son la hepatitis fulminante, artritis reumatoide,
ateroesclerosis, glomerulonefritis (Lloyd ef al. 1997), colitis ulcerosa, rinitis alérgica,
fibrosis pulmonar (Huffnagle ef al. 1995), asma, sepsis (Bossink et al. 1995) ¢
incluso procesos tumorales (Rollins ef al. 1991 ; Baggiolini y Dahinden, 1994 ;
Hedrick y Zlotnik, 1996 ; Kunkel ef al. 1995 ; Premack y Schall, 1996). El
MCP-1 induce la migracién de distintos tipos celulares, entre los que cabe destacar a
los linfocitos T (Carr ef al. 1994 ; Qin ef al. 1996), las células NK (Allavena ¢f al.
1994), monocitos y macrofagos (Fuentes ef al. 1995; Horuk, 1994 ; Howard ef al.
1996 ; Schall y Bacon, 1994. ). De hecho, el uso de anticuerpos neutralizantes e
incluso la obtencidn de ratones con el gen del MCP-1 deleccionado ha demostrado su
importancia en el reclutamiento de monocitos y macréfagos en modelos animales de
glomerulonefritis y artritis (Boring ef al. 1998).

El MCP-1 es capaz de interaccionar con varios receptores, como va ha sido
indicado previamente, como son CCR2 y CCR10 (Tabla II). El receptor mds
estudiado ha sido el CCR2. Desde su descripcién en 1994 (Charo ef al. 1994),
numerosos estudios han sido llevados a cabo demostrando las principales
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el CCR2 presenta el motivo DRYLAIV en el segundo bucle intracelular. Asi mismo,
mediante el uso de receptores truncados en su extremo carboxilo terminal, se ha podido
determinar la importancia que también esta regién tiene en la desensibilizacion e
internalizacién del receptor. El uso de receptores quimeras entre el CCR2 y CCRS, que
presentan un alto grado de homologia entre ellos, ha permitido definir la importancia del
extremo amino-terminal del mismo en la especificidad por un determinado ligando,
dandose el caso que receptores CCR2 con ¢l extremo amino del CCR5 pasan a ser
activados por ligandos de éste tltimo como son el RANTES o el MIP-15 (Monteclaro
y Charo, 1996) Existen dos variantes naturales del CCR2, CCR2B y CCR2A,
generadas por “splicing” alternativo, y que se diferencian en el extremo carboxilo
terminal. La contribucién de cada una de estas formas del receptor a los efectos
mediados por el MCP-1 se desconoce en la actualidad,
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1. Obtencion y caracterizacién de anticuerpos monoclonales frente al CCR2 humano,
con la atencién puesta en obtener herramientas altamente especificas que permitan hacer
un seguimiento de este receptor tanto en su forma nativo como desnaturalizada.

2. Caracterizacién de la expresién del CCR2 en poblaciones linfocitarias en diferentes

estadios de activacion.

3. Distribucién del CCR2 en la superficie celular. Estudio de su localizacion en células

con fenotipo migratorio.

4. Estudio de la implicacién que el CCR2 tiene en la infeccion por HIV-1. Andlisis de

las zonas del receptor implicadas en la unién al virus.

5. Anidlisis de las vias de sefializacién activadas como consecuencia de la unién al
CCR2 de la quimioquina MCP-1, con atencién en aquellas vias que conducen a la
activacién celular y en los mecanismos implicados en la desensibilizacién y posterior

internalizacién del receptor.
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1. Lineas celulares empleadas

Las células Mono Mac 1 (DSM ACC252),fueron obtenidas de la German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig, Alemania).

Las células THP1 (ATCC TIB202) , Jurkat (ATCC TIB152), IM-9 (ATCC
CCL-159), P3X63-Ag8.653 (ATCC CRL 1580) y HEK-293 (TIB202) fueron
obtenidas de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, EEUU). Las
células endoteliales de cerebro de rat6n nos fueron cedidas gentilmente por el Dr. José
Carlos Gutierrez-Ramos (Millenium Corp., Boston. EEUU).

Los linfocitos de sangre periférica o de amigdala fueron obtenidos de donantes
sanos y purificados por centrifugacién en gradiente de Ficoll-Paque (5,7 gL,
Pharmacia, Suecia). Los linfocitos asi obtenidos fueron estimulados con
fitohemaglutinina M (PHA, 0.5%, Difco, EEUU), ionomicina (1 uM, Sigma Chemical
Co. EEUU) o con la cepa Cowan I de Staphylococcus aureus (SAC, 1/1000, Sigma),
durante 48 a 96 horas a 37°C con 5% CO,, en medio RPMI (Biowhittaker, EEUU),
suplementado con 10% de suero bovino fetal (GIBCO) y antibiéticos en presencia de
50 IU/ml de Interleuquina 2 humana recombinanate (rhIL-2, Hoffmann-LaRoche,
EEUU).

Las células B, CD19", fueron purificadas a partir de linfocitos de sangre
periférica o de amigdala por adhesién a bolas magnéticas (magnetic cell sorting,
MACS, Miltenyi Biotec GmbH, Alemania), usando anticuerpos de ratén especificos de
CD19 bumano acoplados a microesferas. La pureza de las células seleccionadas se
determiné por citometria de flujo usando anticuerpos especificos.

Las diferentes lineas empleadas fueron crecidas en medio RPMI 1640, que
contenia 10 % de suero de ternera fetal y aminoacidos no esenciales. Las células HEK-
293 crecieron en DMEM (Biowhittaker, EEUU), suplementado con 10 % de suero de
ternera fetal (FCS, GIBCO) y aminoacidos no esenciales. Al ser adherentes, se usé
tripsina/EDTA para los pases, mientras que un tratamiento mas suave, EDTA al 0.02%
en PBS, fue usado cuando las células iban a ser empleadas en experimentos de
sefializacidn.
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2. Quimioquinas

Las quimioquinas humanas de origen recombinante empleadas, MCP-1, MCP-
3, RANTES, SDF-1¢, MIP-1a. y MIP-1§, fueron obtenidas de Peprotech, Inglatetra.

3. Obtencién de éptidos sintéticos.

Los péptidos sintéticos se obtuvieron medianie sintesis en sintetizador miiltiple
automdtico (AMS422 Abimed, Germany).

4. Obtencion de anticuerpos monoclonales

Se sintetizaron péptidos correspondientes a las secuencias de aminoacidos 6-20,
12-26, 24-38 y 273-293 del CCR2. Los péptidos fueron acoplados a hemociamna de
Keyhole lymphet (KLH, Calbiochem, EEUU) y empleados para inmunizar ratones de la
cepa Balb/c (Harlow y Lane, 1988). El protocolo de inmunizacién consistié de un
primer pinchazo subcutaneo con el péptido acoplado a KLH (40 ug/150 ul de PBS)
emulsionado con adyuvante completo de Freunds. Esta inmunizacién primaria fué
segnida, a los 30 y 60 dias, por dosis de recuerdo con el péptido acoplado a KLH (40
pg/150 pl de PBS) emulsionado con adyuvante incompleto de Freunds, también via
subcutanea. Los dias 4 y 3 previos a la fusién, los ratones recibieron una tultima dosis
con el péptido acoplado a KLH (40 ug/150 pl de PBS) via intravenosa. Las células
provenientes de los bazos o ganglios linfiticos de los animales inmunizados en cuyo
suero se encontré una respuesta especifica frente al péptido inmunizante y frente al
CCR2, fueron fusionadas con el mieloma P3X63-Ag8.653 utilizando polietilenglicol
(PEG) y protocolos previamente descritos (Harlow y Lane, 1988).

Siempre que se realizé una fusion se tuvo la precaucién de plaquear solamente
una parte de la misma, siendo congelado el resto, lo que nos permite trabajar con un
menor niimero de hibridos y poder asi analizarlos con mas detalle. Al tener el resto de
la fusion congelada, stempre se puede volver a plaquear nuevas alicuotas de fusiones de
interés.

Se analizé la presencia de anticuerpos especificos dirigidos frente a los péptidos

inmunizantes en los sobrenadantes de cultivo de los hibridos que crecieron, mediante
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técnicas de enzimoinmunoensayo (EIA) y los hibridos positivos se clonaron por
dilucién limite. La subclase de los anticuerpos se determiné por EIA usando
anticuerpos especificos marcados con peroxidasa (Southern Biotecnology, EEUU). Los
anticuerpos monoclonales fueron purificados por precipitacién con sulfato de amonio
(Harlow y Lane, 1988) y por cromatografia de afinidad sobre proteina A inmobilizada
en Sepharosa (Pharmacia).

5. Enzimoinmunoensayo (EIA).

Los ElAs se realizaron siguiendo protocolos anteriormente descritos.
Brevemente, fos péptidos sintéticos (3ug/ml en PBS, 100 ul/pocillo) se adsorbieron a
placas de microtitulacién de 96 pocillos (MaxiSorb, Nunc, Dinamarca) durante 12
horas a 4°C. Después de eliminar el péptido no unido mediante lavados con agua
destilada, se bloquearon los sitios libres mediante incubacién con albimina bovina
(BSA, 0.5% en PBS), durante 60 minutos a 37 °C. Los anticuerpos (dilnidos o no en
PBS, 0.5%BSA) se incubaron durante 90 min a 37°C seguido por lavados con agua
destilada e incubacién con un antisuero de cabra frente a immunoglobulinas de ratén
marcado con peroxidasa (Tago, EEUU, 1:2000 en PBS/BSA, 60 min, 37 °C). La

reaccién se finaliza con la adicidn de un substrato de la peroxidasa (orto-fentlen
diamina, OPD) y lectura de la absorbancia a 492 nin (Mellado ef al. 1997a).

Para la determinacién de la subclase de los anticuerpos se emple6 el mismo tipo
de ElA, usando antisueros especificos para cada subclase de inmunoglobulina de ratén
marcados con peroxidasa (Southern Biotecnologies).

6. Marcaje de proteinas con biotina.

Las protefnas a biotinilar se dializan frente a tampdn de biotinilar ( NaHCO,
100 mM, NaCl 150 mM, pH 9.0 ) y se ajusta 1a concentracién a | mg/ml. Por cada mg
de proteina, se afiaden 100 pl de N-hidroxi-succinimidil biotina (Sigma) disuelta en
dimetilsulféxido (DMSO) a 1 mg/ml y se incuba durante 2 horas a temperatura
ambiente con agitacién. Las proteinas marcadas se dializan frente a PBS, para eliminar

fa biotina no acoplada. El almacenamiento posterior se realiza a -20°C en 50% de
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glicerol o a 4°C, afiadiendo en éste tltimo caso azida sédica al 0.05% como

conservarnte.

7. Tratamiento de las células con inhibidores de proteinas G (toxina de

pertussis, toxina del célera).

Cuando fué necesario las células Mono Mac 1 o HEK-293 transfectadas con
receptores de quimioguinas fueron tratadas con inhibidores de la sefializacion mediada
por proteinas G. Las células crecidas en medio completo se incubaron con toxina de
pertusiss (0.1 pg/ml, Sigma) o del célera (0.4 ug/ml , Sigma) durante 16 horas a 37 °C.
Las toxinas se mantuvieron en el medio de cultivo mientras duré el experimento
(migracién o movilizacién de calcio). La viabilidad de las células tras €l tratamiento se

determiné por incorporacién de yoduro de propidio en citometria de flujo.

8. Tratamiento de las células con inhibidores de tirosin quinasas (tirfostinas
Al y AG490).

Como en el caso anterior, las células crecidas en medio completo se
preincubaron con tirfostina AG490 o Al (25 uM, Calbiochem) durante 12 horas a 37
°C, manteniendolas mientras duré el experimento. La viabilidad se determiné como en

el caso anterior.

9. Citometria de flujo

Las células (2.5 x10° células/pocillo) se centrifugan en placas de 96 pocillos de
fondo en V y se incuban con los anticuerpos diluidos en PBS que contiene 2% BSA,
2% de suero de ternera fetal y 0.05% de azida sddica (PBS de “staining™) durante 30
min a 4 °C. Después de lavarlas con PBS de staining,, son incubadas con antisueros
anti-immunoglobulinas de ratén marcados con isotiocianato de fluoresceina (FITC) o
ficoeritrina (PE) (40 ul/pocillo en PBS de “satining”), a diluciones que previamente se
ha comprobado que presentan una unién dptima. La fluorescencia que permanece

unida a las células después de lavarlas se determina en un citémetro de flujo (EPICS
XL, Coulter, EEUU),
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En los casos en que se necesitdé una doble tincién celular, se emplearon los
anticuerpos anti-CCR2 marcados con biotina (40 pl/pocillo en PBS de “staining™),
seguidos por avidina-FITC o -PE (20 ul/pocillo en PBS de “staining”), y anticuerpos
comerciales frente a los antigenos celulares de interés marcados directamente con PE o
FITC (20 ul/pocillo en PBS de satining). En estos casos, las células se incubaron
primero con los anticuerpos biotinilados, seguido por la avidina y los anticuerpos
comerciales marcados. La fluorescencia unida se determind, como en €l caso anterior,
en un citémetro de flujo. Todos los anticuerpos empleados en estos ensayos fueron
titulados previamente para determinar la dilucién idonea a emplear. Como controles
negativos se usaron anticuepos monclonales del mismo isotipo dirigidos frente a

antigenos no relacionados.
10. Inmunoprecipitacién, SDS/PAGE y western blot.

Para las inmunoprecipitaciones, las células HEK-293 transfectadas establemente
con el CCR2 o las células Mono Macl convenientemente estimuladas (20
millones/punto), fueron lisadas en un tampén con detergentes (20 mM trietalamina, pH
8,0/ 300 mM NaClV 2ZmM EDTA/ 20% (volivol) glicerol/ 1% digitonina, con

inhibidores de proteasas) durante 30 minutos a 4°C con agitacién continua, seguido por

centrifugacién durante 15 minutos a 15,000 X g. Los extractos asi obtenidos fueron
pre-tratados con 20 [1g de Agarosa anti IgG de ratén (Sigma} o Sepharosa proteina-A
(Pharmacia) durante 60 minutos a 4°C, y centrifugados (15,000 x g, 1 minuto), para
eliminar [as posibles uniones inéspecificas a los lisados de los reactivos que se van a
emplear en la inmunoprecipitacién. El sobrenadante procedente de esta centrifugacion,
se incuba con el anticuerpo, monoclonal o policlonal, adecuado (5 pg/punto de los mAb
anti-CCR2, o la cantidad indicada por el fabricante en los anticuerpos comerciales,
durante 120 minutos a 4°C). Para inmunoprecipiatar los complejos con los anticuerpos
monoclonales de ratén (anti-CCR2 o comerciales), se uso agarosa anti-IgG de ratén,
mientras que se empled agarosa anti-Ig de conejo o Proteina-A Sepharosa para los
complejos con anticuerpos policlonales de conejo. Los complejos inmunoprecipitados
se separaron en geles de SDS/PAGE, con un porcentaje de acrilamida/bisacrilamida
entre el 7 y el 12,5 %, en funcién del peso molecular de la proteina a analizar. Las
diferentes proteinas asi separadas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa.
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Las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas con 5% de leche desnatada
en TBS o 2% BSA en TBS si se trataba de evalvar proteinas fosforiladas, durante 60
min. a temperatura ambiente e incubadas luego con los correspondientes anticuerpos
diluidos en TBS/BSA o TBS/leche (2h a temperatura ambiente o durante toda la noche

a 4°C). Después de lavar (con TBS, 0.1% Tween-20) se incuba con los anticuerpos

anti-inmunoglobulinas de ratdén o congjo correspondientes, marcados con peroxidasa.

Los blots se revelan finalmente por quimioluminiscencia (ECL, Pierce).

En los casos en los que fué necesario, se eliminaron los anticuerpos unidos a la
membrana (Stripping), mediante Ia incubacién de las mismas durante 60 min. a 60 °C
en tampon Tris-HCl 62.5 mM, pH 7.8, que contiene 2% SDS y 0.5% de B-

mercaptopetanol. Despiies de lavar extensamente, se bloguea la membrana como se ha

indicado anteriormente quedando la misma preparada para probar nuevos anticuerpos.

La cantidad de proteina cargada en los diferentes casos se controla mediante un
kit de deteccién de proteinas (Pierce, Rockford, ll) y probando la membrana con el
mismo anticuerpo empleado en la inmunoprecipitacién, cuando fue posible..

11. Ensayos de movilizacién de calcio

Los cambios en la mobilizacién de calcio se determinaron usando la sonda
fluorescente  Fluo-3 AM (Calbiochem). Las células (2,5x106 células/ml)  se
resuspendieron en RPMI conteniendo 10% FCS y se incubaron con 10 i de Fluo-3
AM (300 uM en DMSO) durante 20 minutos a 37 °C con agitacién continua. Las
células se lavan por centrifugacién y se resuspenden en el mismo medio que contiene
2mM Cl,Ca. Las células se mantienen a 4 °C y previamente a la adicién del ligando, se
atemperan a 37 °C . La liberactén de calcio en respuesta a las quimioquinas o a los
anticuerpos se determina en citémetro de flujo a 525 nm. Para determinar la actividad
antagonista de los anticuerpos, se preincubaron las células con el anticuerpo (0.1 a 100
ug/ml en RPMI/FCS) durante 30 min a 4 °C, o bien se afiadieron secuencialmente a las

células cargadas.
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12. Ensayos de migracion celular

Para los experimentos de quimiotaxis se emplearon cdmaras de transmigracion
de 24 pocillos (Costar, EEUU), con distinto tamafio de poro, en funcidn del tipo celular
empleado (3 micras para linfocitos, 5 micras para Mono Mac-1 y THP-1 y 8 micras

para HEK-293), tapizadas con células endoteliales de cerebro de ratdn (5)(104

células/pocillo), durante 48 horas o con fibronectina (5 pg/ml) durante 2h a 37°C. Las
células a migrar, se ponen en la parte superior de la cdmara de migracién (250,000
células en 100 pl de RPMI con FCS) y las quimioquinas o anticuerpos (0.1 a 100 nM,
en 0,6 ml de RPMI con 0.25% BSA) en la parte inferior. Se incuba durante 60 a 240
minutos a 37 °C con 5% CO2, se retiran los insertos y se cuentan las células que han

migrado a la parte inferior de la cimara.

Para bloquear la migracién inducida por MCP-1, se afiadié anticuerpo
purificado (1-1000 nM) al pocillo superior, junto con las células. La migracion en

respuesta a las quimioquinas se siguié como se ha indicado previamente.

El indice de migracién fue calculado como una relacidon entre las células
migradas en respuesta a los diferentes estimulos con respecto a las que migraron frente

a los controles negativos correspondientes.
13. Microscopia de inmunofluorescencia y confocal.

Para los experimentos de inmunofluorescencia, se incubaron los linfoblastos T
(2x106 células/0.5 ml de medio completo) sobre cubreobjetos, previamente tapizados
con diferentes fibronectina y vitronectina (5 Hg/ml en PBS de cada una de ellas, 2h a
37°C), en placas de 24 pocillos (Costar Corp., Cambridge, MA. USA). Cuando fué
necesario, se afiadieron las citoquinas y quimioquinas (10 ng/ml) y se incubaron con
las células a 37°C en presencia de 5% CO,. Después de la incubacién, las células se

fijaron con p-formaldehido al 4% en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente y
se tifieron con anticuerpos especificos y anticuerpos anti-inmunoglobulinas de ratén
marcados con rodamina (Pierce Chem. Co. Rockford, I, EEUU). En los ensayos de
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doble tincidn, las células se incubaron con el anticuerpo HP2/19, seguido de
anticuerpos anti-inmunoglobulinas de ratén marcados con rodamina (Pierce Chem.
Co.). Las muestras se lavaron, se bloquearon con suero de ratén al 10% y fueron
incubadas con el anticuerpo CCR2-03 biotinilado (1:50), seguido por lavados y
marcaje con avidina-FITC (Vector Labs. Inc. Burlingame, CA, EEUU).

Para los estudios de microscopia confocal, las células adheridas a fibronectina
(20 pg/ml) se estimularon con 10 nM de MCP-1 y fueron luego marcadas con el
anticuerpo CCR2-03 seguido de anticuerpos de cabra anti-inmunoglobuilinas de ratén
marcadas con Cy2 (Amersham, Pittsburgh, PA). Para los dobles marcajes se usaron
anticuerpos biotinilados, seguidos de avidina Cy3.

14. Infeccion de linfocitos de sangre periferica: determinacion de p24.

Las células mononucleares humanas de sangre periférica se activaron con PHA,

como va s¢ ha indicado. Después de lavarlas, se incubaron con stocks virales de la
cepa NL4-3 (2 nglml()6 células, por ensayo, a 37°C durante 2 horas). Las células se

lavan con PBS y se cultivan en RPMI completo que contiene rhIL-2 (10ng/ml) en
presencia o no de anticuerpos meonoclonales frente al CCR2 o anticuerpos control del
mismo isotipo (10 pug/ml). Cada dos dias después de la infeccién, se afiade medio
fresco que contiene rhll.-2 y anticuerpos a la misma concentracién. Los sobrenadentes
se probaron usando un kit de ELISA comercial (Coulter, Hialeah, USA) para detectar la
presencia de antigeno p24 del HIV-1 a los dias 2 hasta 8 después de la infeccion.

15. Infeccion de macréfagos derivados de monocitos: ensayo de transcriptasa
reversa para HIV-1.

Los monocitos fueron aislados de “buffy coats” procedentes de donantes
sanos seronegativos mediante gradientes de Ficoll-Hypaque y Percoll (Pharmacia,
Uppsala, Suecia). La pureza ( 290%), fué determinada por citometria de flujo
analizando la expresion de CD14, con anticuerpos especificos (Caltag, Burlingame, CA)
seguido por anticuerpos anti-inmunglobulinas de ratén marcados con FITC (Jackson
ImmunoResearch Labs, West Grove, EEUU). Los monocitos se plaquearon a 2 x 10°
cells/ml/pocillo en placas de 24 pocillos (Falcon, Becton-Dickinson, Lincoin Park, NJ)
en DMEM (BioWhittaker, Verviers, Belgium) suplementado con 10% FCS y 5% de
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suero humano. A los cinco dias, los macréfagos derivados de monocitos (MDM)
fueron preincubados durante 2 h con CCR2-01 o IgG murina como control control, a
distintas concentraciones e infectados con la cepa R5 de HIV-1, Bal, a una
multiplicidad de infeccién (m.o.i.) de 0.1. Desdpués de incubar durante 16 horas, se
reemplazé el medio por medio fresco conteniendo los anticuerpo. A los 5-9 dias de la
infecci6n, la mitad del medio se reemplazé por medio fresco con anticuerpos. Esta
operacién se repitié dos veces por semana sin afiadir mds anticuerpo. La replicacién de
HIV, fué¢ seguida por la actividad RT dependiente de Mg2+ liberada a los

sobrenadantes y que fue medida siguiendo protocolos previamente descritos. (Vicenzi
et al. 1997).

16. Sintesis de DNA complementario con transcriptasa inversa y reaccién en
cadena de la polimerasa (Reverse Transcriptase-PCR, RT-PCR).

El RNA Poly(A)" procedente de las células Jurkatt o de PBMC humanas se

preparé usando el Kit de purificacién Quick-Prep mRNA (Pharmacia Biotech, Suecia),
se trat6 con DNAsa libre de RNAsa (Boehringer-Mannheim, Alemania) se sintetizé la
primera cadena de DNA complementario con oligo-dT usando el First-strand cDNA
Synthesis Kit (Pharmacia Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. La PCR

se realizé usando la polimerasa Taq en un termociclador (9600; Perkin-Elmer Corp).

Los siguientes pares de cebadores 5' y 3' (57/3") fueron empleados para
amplificar los fragmentos indicados):

CCR1:
ATGGAAACTCCAAACACCACAGAGGACTATG/AGGAAAGTGAAGGC
TGCAGGTGTGGTGAGTG

CCR2: ATGCTGTCCACATCTCGTTC/TCTATCGATTGTCAGGAGGA
CCR3: GTGTCATCACCAGCATCGTC/CAGATGGCCATAACGAGCAG
CCR4: CATGGTCAGTGGCTGTGTTC/TCACCGCCTTGTTCTTCTTC
CCRS: CCATACAGTCAGTATCAATTC//CCAACCTGTTAGAGCTACTG
CXCR4:
GTCCACGCCACCAACAGTC/CAGGCAAAGAAAGCTAGGATGAGGAT
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17. Southern Bblot.

Las muestras (fragmentos de DNA de los productos de PCR) se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa al 2% vy fueron transferidos a membranas de
nitrocelulosa, segin protoc6los previamente descritos (Maniatis ef al. 1982). Se

preparé una sonda marcada con [(x-32P]-ATP mediante cebado al azar a partir de un
fragmento de restriccién HindiIl de 1,1 Kbp corrspondiente al cDNA del CCR2B
clonado en pUC18. La hibridacién se hizo usando ExpressHyb (Clontech, Palo Alto)
a 60°C durante 1 hora. La membrana se lavé varias veces con SSC 2x y SDS al 0.05%
a temperatura ambiente durante 30 minutos y dos veces mds con SSC 0.1x y SDS al
0.1% a 50 °C durante 40 minutos. Las presencia de bandas especificas se detectd

mediante autoradiografia.

18. Transfecciones.

Las células HEK-293 o HEK-293 EBNA se crecieron en DMEM conteniendo
10% FCS. Para las transfecciones, se usé Lipofectamina, siguiendo las instrucciones
de uso del fabricante (Pierce Chem. Co. EEUU). Las células (1,5x10° por placa de 60
mm) se plaquearon el dia anterior a la transfeccion y se transfectaron con 5 ug de DNA
plasmidico de as distintas construcciones y 25 Ul de lipofectamina por placa. En las
transfecciones transitorias, se analizd la expresion de las diferentes proteinas a las 24 y
a las 48h por citometria de flujo o western blot y los experimentos fueron realizados en
el momento de maxima expresion. Las células transfectadas de forma estable se
seleccionaron con 1 mg/ml de G-418 y la expresion de las diferentes construcciones de
receptores de quimioquinas se determind por citometria de flujo con anticuerpos anti-
CCR2 apropiados. También se determind la funcionalidad de dichos receptores
mediante experimentos de movilizacién de calcio.

19. Mutagenesis dirigida.

Se sustituyo la tirosina del residuo 139 del CCR2 por fenilalanina mediante
extension de fragmentos solapantes. Por amplificacién del gen clonado en pUC18
mediante PCR, se generaron dos fragmentos de DNA con extremos solapantes. Uno de

los fragmentos comprende las posiciones 1-429 y el otro 405-1080 y ambos incluyen
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el codon Tyr (TAC) de la posicién 417 sustituido por Phe (TTC). Estos fragmentos
fueron purificados de gel de agarosa, tratados con Klenow para eliminar las bases 3’
protuberantes y mezclados en una segunda reaccién de PCR en la que se incluyeron
oligonucleotidos que contienen las dianas de restriccién para BamHI y Xhol. Después
de 25 ciclos de amplificacién, el fragmento generado (1080bp) que ya contiene la
mutacién Tyr 139 fue purificado de gel de agarosa y digerido con BamHI y Xhol para
ser clonado en pcDNA3 (Invitrogen, San Diego, CA). La presencia de la mutacion Tyr

139 fue confirmada por secuenciacién de DNA.

La linea celular HEK293 de rifion embrionario humano se transfectd, por el
método de precipitacién con fosfato célcico, con cDNA de CCR2B y CCR2BY139F
clonados en pcDNA3. Se seleccionaron transfectantes estables resistentes a G-418
(Gibco, Grand Island, NY) y se testd la expresién de CCR2 en la superficie celular por

citometria de flujo usando anticuerpos anti-CCR2.
20. Analisis del ciclo celular.
Las células fueron permeabilizadas con 100 ml de DNA-Prep LPR (Coulter),

tratadas con 1 ml de ioduro de propidio (DNA-Prep Stain, Coulter) e incubadas durante

30 minutos a 37°C. El ciclo fue analizado en un citometro de flujo.
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1.- Obtencion y Caracterizacion de Anticuerpos Monoclonales frente al CCR2.

Una de las razones que explican la falta de atencién que se ha prestado a la
sefializacion mediada por las quimioquinas es probablemente la falta de reactivos que
permitan identificar de forma especifica los diferentes receptores y sus ligandos, asi
como los eventos que siguen a la interaccién entre ellos. Esta falta de reactivos
especificos, que es fundamental en el estudio de la sefializacién a través de cualquier
receptor, toma ain mayor relevancia en el caso de las quimioquinas debido a la
homologia que presentan los diferentes receptores y al hecho de que una misma
quimioguina puede interaccionar con diferentes receptores y que un receptor puede ser
activado por mds de una quimioquina. Los anticuerpos monoclonales representan las
herramientas idéneas para este tipo de estudios, tanto por su especificidad como por la
posibilidad de ser seleccionados con capacidad de reconocer una proteina bajo las
diferentes condiciones experimentales requeridas en una investigacién de este tipo. Es
por ello que la obtencién y caracterizacion de anticuerpos monoclonales supone un
paso vital del presente trabajo, ya que si bien requiere de un gran esfuerzo su
aprovechamiento posterior resulta altamente gratificante.

La eleccion de obtener anticuerpos frente a los receptores y no contra las
quimioquinas responde al interés en asignar sefiales de activacidon a un determinado
receptor y no a un ligando. Dada la promiscuidad existente entre quimioguinas y sus
receptores, a un determinado ligando se le pueden asignar hipotéticamente diferentes
sefiales dependiendo del receptor activado en cada caso. En este trabajo, se ha elegido
como modelo uno de los primeros receptores de quimioquinas caracterizados, el CCR2,
receptor que sefializa en respuesta a diferentes quimioquinas, de las cuales la principal
es el MCP-1. Esta quimiognina presenta una cierta especificidad por este receptor,
aunque existen datos en la literatura que indican que el MCP-1 puede interacctonar
ademas con ¢l CCR4 y con el CCR10 (Rollins, 1997). Asi mismo, los diferentes
estudios realizados se llevaron a cabo en la linea monocitica humana Mono Mac 1, linea
a partir de la cual se cloné por primera vez el CCR2 (Charo et al. 1994). El empleo de
una lfnea celular que expresa el receptor y que responde a la estimulacién con MCP-1
supone una gran ventaja ya que evita el uso de células purificadas a partir de donantes,
en las cuales existe una gran variabilidad en la expresion de receptores de quimioguinas
dependiendo tanto del donante como de 1a activacion de las células, ahadiendo un grado

mds de dificultad en la reproducibilidad de los experimentos.
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1.1. Obtencién de anticuerpos monoclonales frente al CCR2.

Los anticuerpos monoclonales frente al CCR2 fueron obtenidos a partir de
ratones inmunizados con péptidos sintéticos, acoplados a KLH, que corresponden a
diferentes secuencias de dicho receptor.  Tres de las secuencias escogidas
correspondian al dominio amino terminal extracelular (amino &cidos 1-4, 6-20 y 24-38)
y una al tercer bucle extracelular (amino dcidos 273-292). Estas regiones fueron
seleccionadas por su posible implicacion en la unién del ligando. De hecho existian
datos en la literatura en los que se implicaba al extremo amino y al tercer bucle
extracelular del receptor la IL-8 en la unién del ligando (Chuntharapai et al. 1994 ;
Ahuja ef al. 1996); actualmente diversos autores han demostrado la importancia de
estas regiones en el reconocimiento por el ligando de receptores de quimioquinas tanto
de la familia CC como CXC asi como en la activacién del mismo (Gayle LI et al. 1993
; Samson ef al. 1997; Monteclaro y Charo, 1996). Estas regiones han sido también
implicadas en el reconocimiento del receptor por parte del virus del SIDA (Atchison et
al. 1996, Wu et al. 1997h). A pesar de la homologia existente entre los diferentes
receptores de quimioquinas conocidos, el extremo amino terminal varia mucho de un
receptor a otro, haciendo de esta region un candidato idéneo para la obtencion de
anticuerpos especificos. Remarcamos agui este hecho porgue otro de los criterios
tenidos en consideracion para la eleccion de las secuencias a emplear como dianas de
los anticuerpos monoclonales, fué precisamente la de obtener anticuerpos especificos
frente al CCR2, por las razones antes aludidas.

La inmunizacién de los ratones se hizo empleando los péptidos sintéticos
acoplados a KLH, estrategia empleada para aumentar la inmunogenicidad de los
mismos. Después de las diferentes dosis de inmunizacion, como se detalla en
materiales y métodos, se obtuvieron sueros de los diferentes ratones. El suero de los
ratones inmunizados se analizé por EIA frente al péptido inmunizante, para determinar
la efectividad del péptido para generar una respuesta inmune, as{ como por citometria
de flujo y western blot empleando células Mono Mac 1, que expresan CCR2, como
€nsayos que nos permitieran determinar que los anticuerpos presentes en el suero

podrian reconocer al péptido inmunizante en el contexto de la proteina nativa.
Todos los sueros procedentes de ratones inmunizados con los diferentes

péptidos reconocieron al péptido en ELISA, es decir, todos los péptidos seleccionados

eran capaces de generar una respuesta en el ratéon. Sin embargo no todos los
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inmundgenos empleados fueron igual de eficientes a la hora de inducir anticuerpos
capaces de reconocer al péptido en el contexto de la proteina nativa. Solamente los
anticuerpos presentes en los sueros de aquellos ratones inmunizados con los péptidos
CCR2(273-292), (6-20) y (24-38) fueron capaces de reconocer al receptor presente en
las células Mono Mac 1 en citometria de flujo o en western blot. Aquellos ratones,
cuyo suero presentaba un mayor titulo frente al receptor, fueron seleccionados para
experimentos de fusién celular, con el objeto de inmortalizar aquellas células

productoras de los anticuerpos de interés.

Los sobrenadantes correspondientes a los hibridos procedentes de estas
fusiones celulares, fueron analizados por ELISA frente al péptido inmunizante sin
acoplar, para detectar la presencia de anticuerpos especificos. Esta primera etapa de
seleccion nos permite analizar un alto nimero de hibridos y descartar de forma rdpida a
aquellas células que o bien no producen anticuerpos o producen anticuerpos frente a la
proteina empleada como ‘“carrier”, KLH. Como segunda etapa de seleccion los
sobrenadantes de los hibridos seleccionados por ELISA, se sometieron a ensayos para
determinar si eran capaces de reconocer la secuencia en el contexto del receptor intacto,

es decir, tal y como se expresa en las células Mono Mac 1.

Figura 6. Reconocimiento del CCR2 humano en células Mono Mac 1, analizada por citometria de
flujo. Las células fueron incubadas con los anticuerpos monoclonales CCR2-01 a CCR2-06
biotinilados, y su unién desarrollada con estreptavidina-FITC. La figura muestra la unién de los
anticuerpos comparada con la de los anticuerpos usados como control negativo.
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Como ya hemos comentado estos ensayos se realizaron por citometria de flujo
utilizando las células intactas, lo que nos permite detectar al receptor nativo, y por
western blot utilizando lisados celulares, lo que nos permite detectar anticuerpos que
reconocen al receptor nativo, si bien desnaturalizado y redusido por la presencia de
SDS y DTT en los ensayos. Un total de 4 hibridos que producian anticuerpos frente al
tercer bucle extracelular (aa 273-292) y 2 frente al extremo amino (aa 24-38) fueron
finalmente elegidos para su estabilizacion y caracterizacion ya que eran capaces de
reconocer al CCR2 en alguno de estos dos ensayos. Estos hibridos fueron clonados

por dilucién limite hasta garantizar su monoclonalidad y estabilidad.

Los ensayos para determinar la subclase de inmunoglobulina a la que
pertenecen estos anticuerpos se realizé mediante EIA empleando antisueros especificos
de cada subclase. Todos los anticuerpos seleccionados son IgG, uno de ellos IgG1
(CCR2-03), cuatro IgG2a (CCR2-01, -02, -04 y -06) y uno IgG2b (CCR2-05).

1.2. Caracterizacion de los anticuerpos obtenidos frente al CCR2.

1.2.a. ESPECIFICIDAD.

Aunque los seis mAb reconocen el CCR2 presente en las células Mono Mac en
citometria de flujo (Figura 6), debiamos demostrar su especificidad, para lo cual se
debia descartar que los anticuerpos reconocieran otros receptores de quimioquinas con

secuencias homologas.
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Figura 7. EI anticuerpo CCR2-05, como ejemplo de los anticuerpos obtenidos, reconoce
especificamente a las células HEK-293 que expresan el CCR2 (== ), pero no aquellas que expresan el
CCRS5 ( ==) 0 las que fueron transfectadas con el vector vacio (==). Las células fueron incubadas con
el CCR2-05 marcado con biotina, y su unién desarrollada con estreptavidina-FITC .

55




receptores de gquimioguings

Dentro de los receptores conocidos, el que presenta una mayor homologia con
el CCR2 es el CCRS, sobre todo en la regién 273-292, correspondiente al tercer bucle
extracelular, region practicamente idéntica entre ambos receptores. Ninguno de los
otros receptores de quimioquinas presentan homologia de secuencia en las regiones del
CCR2 reconocidas por nuestros anticuerpos (aa 24-38 y 273-292), e incluso el CCR5
difiere sustancialmente del CCR2 en la secuencia del extremo amino terminal. Los
andlisis de especificidad se llevaron a cabo mediante citometria de flujo empleando
células HEK-293 transfectadas con los receptores de quimioquinas CCR2 o CCRS5
(Figura 7) y lineas celulares, como las Jurkat, que expresan los receptores CCR4,
CCRS y CXCR4 (Figura 8A).

A

CCR1 CCR2 CCR3 CCR4 CCR5 CXCR4
- + €C -+ ¢ -+ ¢ -+ ¢ - +c¢ - *_c

[ ] -8 e

100

CCR2-02 CCR2-05

Nimero relativo de células
3

Intensidad de Fluorescencia

Figura 8. Especificidad de los anticuerpos frente al CCR2. (A) Amplificacién de los fragmentos
génicos correspondientes a los receptores de quimioquinas CCR1 (564 bp), CCR2 (417 bp), CCR3
(205 bp), CCR4 (243 bp), CCR5 (280 bp) y CXCR4 (338 bp) con cebadores especificos. La RT-PCR
se realizé con cDNA obtenido de células JK transfectadas con pcDNA3 (-) o pcDNA3-CCR2 (+).
Como control se empleé cDNA obtenido de células mononucleares de sangre periférica (c). (B) Células
JK transfectadas con pcDNA3-CCR2 (JK*) o con pcDNA3 (JK') se incubaron con los anticuerpos
CCR2-02 y CCR2-05 marcados con biotina, seguidos por streptavidina-PE. La figura muestra la
uni6n a las células JK* comparada con la obtenida sobre células JK.
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El andlisis final reveld que ninguno de los anticuerpos monoclonales obtenidos
frente al CCR2 reconoce al CCRS en células transfectadas con este receptor (Figura 7)
como tampoco presentan unién a las células JK, salvo cuando dichas células son
transfectadas de forma transitoria con el CCR2 (Figura 8B), indicando por tanto la
especificidad de todos ellos por el CCR2.

1.2.b. RECONOCIMIENTO DEL CCR2 EN WESTERN BLOT Y CAPAPACIDAD
DE LOS ANTICUERPOS PARA INMUNOPRECIPITAR AL CCR2,

Una vez demostrada la especificidad de los anticuerpos y su capacidad para
reconocer al CCR2 en células intactas, debiarnos continuar la caracterizacién analizando
el comportamiento de los anticuerpos obtenidos en otras técnicas, que nos serian
imprescindibles mds adelante. Este es el caso de los ensayos de western blot. A partir
de lisados células Mono Mac 1 sometidos a electroforesis y transferidos a membranas
de nitrocelulosa, se probaron los seis anticuerpos obtenidos. S6lo uno de ellos, el
CCR2-05, dirigido frente al tercer bucle extracelular, reconoce una banda especifica de
38 kDa, tanto en estos lisados de Mono Mac 1 como en lisados de células HEK-293
transfectadas con el CCR2 y en lisados de linfocitos procedentes de sangre periférica o
amigdala.

Western blot Inmunoprecipitacion
1 2 3
1 2 3
—_— |- -

Figura 9. Reconocimiento del CCR2 en ensayos de western blot e inmunoprecipitacién. En ensayos
de western blot, el CCR2-05 reconoce al receptor en lisados de células Mono Mac 1 (carril I). Esta
unién es desplazada por la incubacién con el péptido inmunizante CCR2(273-292) (carril 2}, pero no
por un péptido irrelevante, CCR2 (24-38), (carril 3). El CCR2 es inmunoprecipitado por el anticuerpo
CCR-03 (carril 2) en lisados de células Mono Mac 1, pero no por los anticuerpos CCR2-02 (carril 1) o
CCR2-05 (carril 3). La banda correspondiente al CCR2 estd sefialada por una flecha, Las bandas
superior (50 kDa) e inferior (28 kDa) se corresponden con las cadenas pesada y ligera del anticuerpo
usado en la inmunoprecipitacidn.

Esta banda no aparece en lisados de células HEK-293 transfectadas con el
vector vacio o con el CCRS. Asi mismo la unién del CCR2-05 a ésta banda es
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desplazable cuando este anticuerpo es preincubado con el péptido inmunizante (CCR2
273-292), pero no con péptidos correspondientes a otras regiones del mismo receptor
(Figura 9, panel izquierdo). Todos estos datos en conjunto demuestran que este
anticuerpo es capaz de reconocer especificamente al CCR2 en western blot, es decir en
condiciones en las que el receptor estd desnaturalizado. El resto de los anticuerpos que
también reconocian al anticuerpo intacto sobre la superficie celular, eran incapaces de

reconocerlo cuando éste era sometido a condiciones desnaturalizantes.

La posibilidad de disponer de anticuerpos que reconozcan de forma especifica
al receptor en western blot supone una gran ventaja a la hora de abordar estudios de
sefializacién. Otra de las caracteristicas que hacen a un anticuerpo ser una herramienta
cotizada en estos estudios es su capacidad de inmunoprecipitar el receptor. Por lo
tanto, el siguiente paso en la caracterizacién de los anticuerpos monoclonales obtenidos
fué ver si alguno de ellos era capaz de inmunoprecipitar el CCR2. Para ello, lisados de
células Mono Mac 1 fueron sometidos a inmunoprecipitacion con cada uno de los mAb
seleccionados. Tras electroforésis y transferencia a membranas de nitrocelulosa, los
western blot se revelaron usando el anticnerpo CCR2-05. Sélo uno de los seis mAb, el
CCR2-03, fué capaz de inmunoprecipitar la misma proteina de 33 kDa que reconoce ¢l
CCR2-05. La unién del CCR2-03 a esta proteina también era desplazada por el péptido
CCR2(273-292) y no por otros péptidos, indicando la especificidad de dicha union.
No se observé ninguna proteina inmunoprecipitada al emplear los otros anticuerpos
anti-CCR2 (Figura 9, panel derecho)

1.2.c. INMUNOFLUORESCENCIA.

Una vez establecida la capacidad de los anticuerpos monoclonales obtenidos de
reconocer al receptor CCR2 de forma especifica en aquellas técnicas experimentales de
mayor utilidad para los estudios de sefializacién, como son el western blot y la
immunoprecipitacion, se evalué su comportamiento en otro tipo de ensayos. Asi se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia sobre células Mono Mac 1 y HEK-293
transfectadas con el CCR2. Los anticuerpos CCR2-03 y CCR2-05 eran capaces de
reconocer al CCR2 en las condiciones de fijacién y permeabilizaciéon empleadas
(Figura 10). Su empleo en este tipo de técnicas y el andlisis de las imagenes obtenidas
en microscopia confocal mediante reconstruccién tridimensional revelaron un patrén
tipico en forma de parches distribuidos de forma no homogénea, patrén que se
corresponde con los de un receptor de membrana.
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CCR2-05 CCR2-05

Figura 10. El anticuerpo CCR2-05 reconoce al CCR2 en ensayos de inmunofluorescencia. Células
Mono Mac 1 fueron incubadas con el anticuerpo CCR2-05 (A y B) o con un anticuerpo control
(mlgG, panel C), y un anticuerpo anti-inmunoglobulinas de ratén marcado con Cy2. La fluorescencia
se analizé en un microscopio confocal. La figura muestra la reconstruccion tridimensional de la unién
del anticuerpo CCR2-05 (panel A) y una seccién representativa usando el mismo anticuerpo (panel B).

No se observé ninguna tincién en células que no expresan el CCR2 de forma
natural o bien en células HEK-293 transfectadas con otros receptores de quimioquinas,
como es elo caso de las HEK-293 transfectadas con el CCRS, lo que indica otra vez la

alta especificidad de estos anticuerpos.

2. Efecto de los anticuerpos monoclonales obtenidos frente al CCR2 sobre la

actividad del MCP-1: anticuerpos antagonistas y agonistas.

2.1. ANTAGONISMO.

La caracterizacién de los anticuerpos monoclonales incluyé también un analisis
funcional. La cuestién era ver si los anticuerpos anti-CCR2 posefan algin efecto
biolégico per se o si al menos eran capaces de modificar aquellos promovidos por el
ligando natural. Dentro de los diversos efectos biolégicos de las quimioquinas,
elegimos para este estudio el andlisis de la movilizacién de calcio y la quimiotaxis,
efectos ampliamente estudiados en la literatura y en cierto modo, cldsicamente
relacionados con estas moléculas. Dada la redundancia que existe entre las
quimioquinas y los diferentes receptores es dificil asignar la actividad de una
determinada quimioquina a la interaccién con uno u otro receptor, por lo que encontrar
anticuerpos que son especificos contra un receptor concreto y tienen alguna actividad,

agonista o antagonista, permite asignar el efecto a un receptor concreto. Asi mismo y
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dado que los anticuerpos han sido generados frente a regiones pre-seleccionadas del
receptor, la capacidad de los mismos de bloquear la actividad del MCP-1 o mimetizarla,
seria de gran utilidad en la identificacion de aquellas regiones del CCR2 que
interaccionan con el ligando y de regiones de importancia para la activacion del
receptor.

Las células Mono Mac 1 responden con una rapida movilizacion del calcio
intracelular al estimulo con MCP-1, respuesta caracteristica de los receptores de
quimioquinas (Figura 11). Para ver si los anticuerpos eran capaces de bloquear esa
movilizacion, las células fueron preincubadas durante 30 minutos con distintas

concentraciones de los anticuerpos monoclonales antes de ser estimuladas con MCP-1.
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Figura 11. Anticuerpos especificos del CCR2 bloquean la movilizacién de calcio en las células
Mono Mac 1, inducida por MCP-1. (A) La movilizacién de calcio inducida por 5 nM de MCP-1 en
células Mono Mac 1 pretratadas con los diferentes anticuerpos anti-CCR2 o con el hGH-14 (mIgG2b)
usado como control. La movilizacién se determiné usando la sonda fluorescente Fluo-3-AM en
citometria de flujo a una longitud de onda de excitaciéon de 525 nm. Los datos se muestran como
porcentaje de la maxima respuesta obtenida con MCP-1 en ausencia de anticuerpos. La figura muestra
la media de 4 determinaciones con la desviacion estandar indicada. (B) Ejemplo de un ensayo de
movilizacién de calcio en respuesta a MCP-1 en células Mono Mac 1 pretratadas con los anticuerpos
hGH14 (mlgG2b) y CCR2-05 y analizadas como en (A).

Los anticuerpos CCR2-02, -04 y -05 bloquearon por completo el flujo de calcio
inducido por el MCP-1, mientras que el CCR2-01, -03 y -06 al igual que anticuerpos

monoclonales, frente a antigenos no relacionados usados como control de isotipo, no
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tuvieron ningun efecto, al menos a las concentraciones empleadas (hasta 1000 nM) para

los ensayos (Figura 11).

Como ya hemos indicado la movilizacion de calcio en respuesta a quimioquinas
es un fenémeno que sucede de forma inmediata a la estimulacién con el ligando. El
siguiente paso en la caracterizacion funcional fué evaluar si los anticuerpos también
eran capaces de afectar aquellos fenémenos que se producen mas a largo plazo, como

es la migracién inducida por quimioquinas.

Para estos ensayos se emplearon camaras de migracion que constan de una
pocillo superior, donde se colocan las células diana, separada de otro inferior por una
membrana con poros que permiten el paso de células entre ambos. En el pocillo
inferior se colocan quimioquinas que difunden formando un gradiente quimiotactico
que puede atraer a las células diana y hacerlas migrar hacia el pocillo inferior. En estos
ensayos usamos células Mono Mac 1 incubadas con los anticuerpos frente al CCR2 de
la misma manera que en el ensayo de movilizacién de calcio y evaluamos su efecto

sobre la migracién inducida por MCP-1.

Indice de migracién
Indice de Migracion
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Figura 12. El anticuerpo CCR2-05 bloquea la migracién inducida por el MCP-1 en células Mono
Mac 1. La migracion se determiné en camaras de migracion tapizadas con células endoteliales. (A) Las
células Mono Mac 1 se incubaron con 100 nM de los anticuerpos indicados en el pocillo superior y 5
nM de MCP-1 en el inferior. Las células que migraron al pocillo inferior fueron contadas y
expresadas como un indice de migracion, calculado como el aumento de células migradas comparado
con el control negativo (medio de cultivo, RPMI). La figura muestra la media de determinaciones por
triplicado con la desviacién estandar indicada. (B) Efecto que tienen sobre la migracion diferentes
concentraciones del CCR2-05, comparada con el efecto del anticuerpo control hGH-14 (mlIgG2b).
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De nuevo observamos que esta migracion era bloqueada cuando las células eran
preincubadas con los anticuerpos CCR2-02, -04 y -05 mientras el resto de los
anticuerpos asi como los controles de isotipo usados no modificaron en modo alguno el
indice de migracion (Figura 12). Los resultados obtenidos indican que los anticuerpos
CCR2-02, 04 y 05 son capaces de bloquear la respuesta inducida por MCP-1 en
células Mono Mac 1, tanto a tiempos cortos, como indica la respuesta de calcio, como a

tiempos largos, tal y como reflejan los ensayos de quimiotaxis.

Para determinar la especificidad y demostrar que los efectos bloqueados son
consecuencia de la union del MCP-1 al CCR2 y no a otro receptor, estudiamos el
efecto de la preincubacién con los anticuerpos sobre la movilizacién de calcio y la
migracion inducidas por MCP-3, ligando que también se une al CCR2. De nuevo los
efectos fueron completamente anulados (Figura 13). Es decir, que algunos de los
anticuerpos generados eran capaces de bloquear especificamente la respuesta que

diferentes ligandos inducen a través del CCR2.
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Figura 13. El anticuerpo CCR2-05 bloquea la movilizacién de calcio inducida por quimioquinas que
interaccionan con el CCR2. La movilizacién de calcio inducida por 5 nM de MCP-1 y MCP-3 en
células Mono Mac 1 incubadas con el CCR2-05 o el hGH5 (mlgG2b), como control de isotipo, se
determiné como seaha indicado previamente. La figura muestra la media de determinaciones por
triplicado de un experimento representativo con las desviaciones estandar indicadas.
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Sin embargo ninguno de estos dos efectos promovidos en células Jurkat por otras
quimioquinas a través de otros receptores diferentes del CCR2 como, RANTES, MIP-
1o, MIP-1B, que usan principalmente CCR5, o SDF-10,, que utiliza CXCR4 (Tabla I,
se ven afectados al preincubar las células con cualquiera de los anticuerpos anti-CCR2
(Figura 14).

Indice de Migracion

MIP-1o  MIP-13 RANTES  SDF  CCR2-02  Medio MCP-1

Figura 14. El anticuerpo CCR2-05 no bloquea la quimiotaxis mediada por
receptores distintos del CCR2. La quimiotaxis se analiz6 como ya se ha descrito previamente.
La figura muestra la migracion de células Jurkat preincubadas con el mAb CCR2-05 (1 uM) o con una
anticuerpo control del mismo isotipo (hGHS, 1gG2b), en respuesta al estimulo con 5 nM de las
diferentes quimioquinas. Los datos representan la media de determinaciones por triplicado de un
experimento representativo con la desviacion estandar indicada.

2.2. AGONISMO.

Concluir de los ensayos realizados hasta este momento que nos encontramos
ante anticuerpos antagonistas puede resultar prematuro. Por el tipo de evaluacion
realizada, podemos estar ante anticuerpos antagonistas del CCR2 o bien ante
anticuerpos que mimetizan la accion del ligando. Asi un anticuerpo agonista inhibiria la

movilizacién de calcio en respuesta a MCP-1 mediante desensibilizacion del receptor,
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tal y como hace el propio MCP-1. Asi mismo, el MCP-1 preincubado con las células en
el pocillo superior de la cdmara de migracion, romperia el gradiente quimiotictico,
resultando en una inhibicién de la migracion. Este mismo efecto seria observado al
emplear un anticuerpo agonista. En un intento de discernir entre ambas posibilidades,
analizamos la capacidad de éstos anticuerpos para inducir respuestas mediante su

interaccion con el CCR2.

Los mAb CCR2-04 y -05, dirigidos frente al tercer bucle extracelular, no son
capaces de inducir ningin efecto en las células Mono Mac 1 en los ensayos de
movilizacion de calcio, indicando que su efecto antagonista se debe al bloqueo de la

unioén del MCP-1 y no a fenémenos de desensibilizacion.
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Figura 15. El anticuerpo CCR2-02 induce movilizacién de calcio en las células
Mono Mac 1. La capacidad del CCR2-02 de inducir movilizacién de calcio se analizé en células
Mono Mac 1 cargadas con Fluo-3, como se ha descrito anteriormente. En este caso, las células fueron
estimuladas con 2nM del CCR2-02 o de un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo (hGH30, 1gG2a),
previa a la estimulacién con 5 nM de MCP-1. La movilizacién de calcio se representa como
porcentaje de la maxima respuesta obtenida estimulando las células con dicha concentraciéon de MCP-1.
La figura muestra un experimento representativo de los muchos llevados a cabo.

Sin embargo, la estimulacion con concentraciones nM (0.5 a 20 nM) del
CCR2-02, induce un aumento transitorio en la concentracion de calcio y desensibiliza al
receptor para estimulos posteriores tanto de MCP-1 como de si mismo, lo que explica

la inhibicion observada en el experimerimento antes referido. Este anticuerpo actua por
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lo tanto como un agonista y de hecho la movilizacién de calcio inducida por este
anticuerpo desaparece cuando las células son previamente estimuladas con MCP-1 y

por tanto cuando el CCR2 queda desensibilizado a posteriores estimulos (Figura 15).

Similares resultados se obtuvieron en ensayos de transmigracion, en los cuales
los anticuerpos CCR2-04 y -05 no inducen ningtn efecto sobre las células Mono Mac-
1, mientras que el CCR2-02, produce una migracion similar a la que induce el MCP-1
(Figura 16). Al igual que ocurre con el MCP-1 y las demds quimioquinas, la
migracion sigue un curva dosis:respuesta con forma de campana; la migracion de
células aumenta en funcién de una creciente concentracién de quimioquinas para
alcanzar un maximo y luego disminuir hasta niveles basales. Este tipo de curvas han
sido explicadas por fenémenos de desensibilizacién e internalizacién de estos
receptores, aunque también cabe la posibilidad de que altas concentraciones de ligando
destruya rdpidamente el gradiente quimiotdctico impidiendo entonces la migracion.
Pues bien al anticuerpo CCR2-02 también induce migracion siguiendo curvas de
respuesta con forma de campana, lo que indica que este anticuerpo mimetiza por
completo la actividad del MCP-1.

Indice de Migracion
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Figura 16. El anticuerpo CCR2-02 induce la migracién de las células Mono Mac-1. La migracion
de las células en respuesta a los diferentes estimulos se analizé como se ha descrito anteriormente. En
este caso tanto el MCP-1 como los anticuerpos CCR2-02 y hGH-30 (mlIgG2a), usado como control,
fueron incubados en el pocillo inferior de la cdmara de migracion Las células migradas se representan
como indice de migracién calculado como ya se ha indicado previamente.
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El hecho de que otros anticuerpos dirigidos contra el extremo amino del
receptor (CCR2-01) o el tercer loop extracelular (CCR2-03 y 06) no tengan efectos
sobre la actividad del MCP-1, sugiere la complejidad de la interaccién entre estas dos
regiones del receptor asi como la necesidad de residuos altamente especificos en ambas
zonas para la correcta induccién de la actividad bioldgica. Un resumen de las

principales caracteristicas de los anticuerpos se muestra en la tabla III.

Tabla I11. Resumen de las principales caracteristicas de los anticuerpos antiu-
CCR2 seleccionados

Movilizacion
Quimiotaxisd de Calcio®

* Secuencia de aminoacidos del CCR2 reconocida por el anticuerpo.

P Reconocimiento del CCR2 en ensayos de western blot de lisados de células Mono Mac 1.
¢ Reconocimiento del CCR2 en citometria de flujo de células Mono Mac 1.

4 Efecto del mAb sobre la migracion de células Mono Mac 1.

¢ Efecto del mAb sobre la movilizacién en células Mono Mac 1.

Las caracteristicas funcionales de estos anticuerpos se ven reflejadas en ensayos
de citometria de flujo empleando células Mono Mac 1. La unién al CCR2 de aquellos
anticuerpos dirigidos contra el tercer bucle extracelular y que no presentan actividad
biolégica (CCR2-03 y 06), no se ve afectada por la presencia del ligando. Sin embargo
la presencia de MCP-1 disminuye de forma notable la unién de los anticuerpos
antagonistas (CCR2-04 y 05), hecho consecuente con la competicion de ligando y
anticuerpos por la unién al receptor. Estos experimentos fueron realizados en

condiciones de temperatura (4°C), que impiden la internalizacién del receptor inducida

por el ligando (Figura 17). Curiosamente, en presencia de MCP-1, el anticuerpo

CCR2-01, dirigido contra el extremo amino terminal del receptor, aumenta su unién al
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receptor, hecho que sugiere que este anticuerpo reconoce con mayor afinidad al

receptor estimulado, es decir la conformacion activa del receptor.

8

CCR2-05

Ndmero relativo de células
3
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Figura 17. Efecto del MCP-1 sobre la unién de los anticuerpos al CCR2. Las células Mono Mac 1
fueron incubadas a 37°C con 10 nM de MCP-1 durante 60 seg. A continuacién, y sin lavar las células,
se afiadieron los anticuerpos indicados marcados con biotina y se incubaron 30" a 4°C, seguidos por
estreptavidina-FITC. La figura muestra la unién de los anticuerpos en presencia o ausencia de MCP-1
comparada con la unién de un anticuerpo control.
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3. Expresion del CCR2 en linfocitos derivados de sangre periférica y amigdala.

Como ya hemos referido anteriormente, una de las caracteristicas de las
quimioquinas es su capacidad de inducir especificamente la migracion de diferentes
poblaciones leucocitarias, hecho que supuso el principal foco de interés de esta familia
de citoquinas quimioatrayentes. Sin embargo, poco se conoce sobre los receptores de
quimioquinas que se expresan en estas poblaciones leucocitarias, hecho que dada la
redundancia existente entre las quimioquinas y sus receptores cobra un gran interés.
La especificidad de los anticuerpos obtenidos nos permitié estudiar la presencia del
CCR?2 en las diferentes poblaciones linfocitarias y definir en diferentes condiciones de

activacion que células expresan este receptor.

Los ensayos se llevaron a cabo por citometria de flujo con leucocitos obtenidos
a partir de sangre periférica de donantes sanos activados o no con fitohemaglutinina
(PHA. 0.5%), iondforo (ionomicing, | ftM}) o con la cepa Cowan | de  Staphylococcus
aureus (SAC, 1/1000), agentes capaces de inducir la activacion de poblaciones
leucocitarias.  Usando técnicas de doble tincién, con los anticuerpos anti-CCR2
marcados con biotina y anticuerpos frente a marcadores especificos de las distintas
poblaciones leucocitarias (monocitos/macréfagos, células B y linfocitos T), se detecto la

presencia del CCR2 en ensayos de citometria de flujo.

. Linfocitos de sangre periférica. En células sin activar, los anticuerpos anti-CCR2
reconocen al 100% de las células positivas para CD11b, CD13 y CD14, en la poblacién

correspondiente a monocitos/macréfagos, en base a los andlisis de tamaifio y

complejidad. También se unen a un 80% de las células CD19" y CD20" lo que indica

expresion del CCR2 en monocitos y células B, sin embargo cuando el andlisis se

realiza en la poblacién de linfocitos T CD4" o CD8”, no se detecta unién de nuestros
anticuerpos. La situacton es diferente cuando los linfocitos T son activados con PHA o
iondéforo durante cuatro dias, entonces se observa expresion del receptor tanto en un
porcentaje de las células positivas para CD4 (30-45%) como en las positivas para CD8
(20-40%) (Figura 18).

En ese tiempo de activacion no se produce ninguna modificaciéon de la

expresion en células B. La primera conclusidn que puede sacarse de estos datos es por

lo tanto, que la expresion del CCR2 en células T es dependiente de la activacion y
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constitutiva en monocitos y células B donde no se ve afectada por la activacion. Sin
embargo hemos observado un alto grado de variacién en la expresion de este receptor
dependiendo del donante y del tiempo de activacion, asi hemos observado para el CCR2
el maximo nivel de expresion entre los dias 4 y 10 de activacion, fendmeno no exclusivo
del CCR2 y detectado para otros receptores de quimioquinas como ha sido reflejado

abundantemente en la bibliografia (Figura 11).

PBMC

100

El No Activadas
E Activadas

% Células Positivas

cD19 cD20 Ccb4 cb8

Figura 18. Expresién del CCR2 en linfocitos humanos de sangre periférica. La expresién del CCR2
en linfocitos activados o no con PHA se determiné en citometria de flujo usando doble marcaje con el
anticuerpo CCR2-05 y anticuerpos frente a marcadores especificos de células T (CD4 y CD8) o c€lulas
B (CD19, CD20). La figura representa el porcentaje de células que expresan el CCR2 con respecto al
nimero total de células que expresan el marcador indicado.

. Linfocitos derivados de Amigdala.

Dado su origen y las condiciones que suelen llevar a su extraccion, los
linfocitos procedentes de amigdalas presentan siempre un cierto grado de activacion.
Cuando evaluamos la expresion del CCR2 en esos linfocitos encontramos que al igual

que sucedia en el caso de las células derivadas de sangre periférica, se observa que las

células CD19" y CD20" expresan de forma constitutiva el CCR2. Las células T CD4"
y CD8" sin activar, sin embargo, expresan bajos niveles de CCR2 (10-20%), que

aumentan tras la activacion hasta un 40-50%. La expresion de CCR2 en células T
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previa a su activacion in vitro, se debe, por las razones antes expuestas, a la presencia en
amigdala de células activadas, como se confirma empleando marcadores especificos de
activacion, descartando entonces la existencia de un hecho diferencial con la expresion

en células de sangre periférica.

Para evitar que las conclusiones obtenidas en la caracterizacion de las
poblaciones linfocitaria pudiesen deberse al hecho de usar un tnico anticuerpo, los
ensayos fueron realizados con tres anticuerpos diferentes; uno de ellos, el CCR2-01,
que reconoce el extremo amino terminal del receptor y los otros dos, el CCR2-05 y el
CCR2-06, que reconocen el tercer bucle extracelular. En todos los casos, los resultados

fueron similares.

Un resumen de la expresion de CCR2 en estas poblaciones, se muestra en la
Figura 19. Este analisis confirma un dato conocido como es que los monocitos y las
células T activadas expresan el CCR2 pero afiade un observacién importante como es la

expresion de este receptor en células B, independientemente de su estado de activacion.
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Figura 19. Expresion del CCR2 en linfocitos procedentes de amigdala. La expresion
de CCR2 en linfocitos derivados de amigadalas humanas se determiné como se indica en la figura
anterior. La figura muestra la media de las determinaciones realizadas de 7 extracciones diferentes.
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El resultado obtenido por citometria fue confirmado por RT-PCR y Southern

Blot utilizando células CD19" purificadas a partir de amigdalas y una linea de células B
humanas, IM-9 (Figura 20A), detectandose bandas del tamafio apropiado que
hibridaron con sondas especificas para el CCR2. La presencia del CCR2 en estas
células también se determind por citometria de flujo empleando el anticuerpo CCR2-

05, indicando la expresion en la membrana celular de dicho receptor (Figura 20B).

1 PBMC

2 IMS

3 Células B purificadas
4 Mono Mac 1

5 Control negativo

v e

Células B

\ CCR2-05

Numero relativo de células

10° 10! 102 100 10! 102

Intensidad de fluorescencia

Figura 20. Expresién del CCR2 en células B. (A) La expresion del mRNA del receptor CCR2 en
los tipos celulares indicados se analizé por RT-PCR y andlisis de southern blot, como se indica en
materiales y métodos. (B) La expresion del CCR2 en la linea humana de células B, IM9, y en células
B purificadas de linfocitos de sangre periférica (CD19" > 98%, CD3" <0.5%, CD14" < 0. 5%, panel
superior) analizada por citometria de flujo empleando el anticuerpo CCR2-05, comparada con la de un
anticuerpo control (hGH14).

Para evaluar la funcionalidad del CCR2 presente en células B, empleamos de
nuevo linfocitos B purificados de sangre periférica y de amigdalas asi como la linea
celular IM-9. Estas células migran en respuesta a MCP-1, aunque bien es verdad que

lo hacen con unos indices de migracion mucho menor a los observados en lineas
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monociticas humanas. Como control positivo de migracién utilizamos SDF-1a,
quimioquina cuyo receptor, CXCR4, esté presente de forma funcional en las células B
(D’Apuzzo et al. 1997 ; Vicente-Manzanares et al. 1998). La migracién inducida
por MCP-1 fué bloqueada por los anticuerpos monoclonales antagonistas frente al
CCR2, mientras que esos mismos anticuerpos no afectaron a la migracién inducida por
SDF-1a., indicando por lo tanto que los efectos del MCP-1 estdn mediados por el

CCR2 y no por otros receptores relacionados (Figura 21).

M. Index

SDF-1oc  MCP-1 CCR2-02 Neg SDF-10c MCP-1 CCR2-02  Neg

Figura 20. Las células B migran en respuesta a diferentes quimioquinas. La migracion de c€lulas B
purificadas a partir de amigdala y de la linea celular B humana IM9, tratadas ( [ ) o no ( )con el
anticuerpo neutralizante CCR2-05 (10 uM), se analiz6 en pocillos de transmigracion en respuesta a 50
nM de las quimioquinas y de los anticuerpos indicados durante 4 horas a 37°C. Los datos muestran la
media de determinaciones por triplicado, con la desviacion estandar indicada.

La migracién de las células B inducida por MCP-1 a través de CCR2 es
sensible al tratamiento con PTX . El bloqueo con esta toxina indica la participacion de
una proteina Gi en el fenémeno (Figura 22), dato que estd de acuerdo con la
bibliografia, que describe la participacion de una proteina Gi en los efectos mediados

por quimioquinas.
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Figura 22. La migracion de las células B inducida por MCP-1 es bloqueada por PTX. Las células
IM9 se trataron durante 16 horas con toxina pertisica (0.1 pg/ml) y se estimularon con
concentraciones crecientes de MCP-1. La migracién se analizé como en la figura anterior.

4. Polarizacion celular y expresion de receptores de quimioquinas

La migracion celular juega un papel clave en un gran nimero de fenémenos
biolégicos. Este proceso es particularmente importante para la funcién de los
leucocitos y para la respuesta inflamatoria. Algunos aspectos del mecanismo que
posibilita la quimiotaxis han sido ya estudiados empleando para ello varios tipos
celulares y sistemas experimentales. De hecho, es claro que la movilidad celular implica
una polarizacion con la formacién de extensiones citoplasmaticas denominadas
lamellipodia en el frente de avance donde ocurren sin lugar a dudas fenémenos de
exocitosis. Durante el movimiento celular se producen por lo tanto cambios
morfolégicos que ademads implican la redistribucién de moléculas especificas. Asi la F-
actina pasa de tener una distribucion radial a concentrarse en una regién determinada
originando un cambio en la forma celular que pasa de una forma esférica a una
polarizada. Diferentes receptores se concentran en el frente de avance, como es el caso
de la integrina avP3, mientras que otros se localizan en el urépodo, como son
moléculas de adhesion (ICAMs), CD43, CD4 y PSGL-1. Dado el papel que las
quimioquinas juegan en la migracion celular, nos hemos planteado estudiar la

localizacion de sus receptores en la célula polarizada.
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Para estos estudios hemos empleado linfocitos T obtenidos a partir de linfocitos
de sangre periférica provenientes de donantes sanos, activados con PHA (0.5%) y
mantenidos en cultivo durante 7 dias en presencia de IL-2 (50 UI/ml). La expresion de
los receptores de quimioquinas estd finamente regulada a nivel de RNA mensajero.
Como ya hemos comentado previamente, algunos de estos receptores se expresan de
forma constitutiva en linfocitos T, mientras que en otros casos la expresion varia en
funcion de la activacion celular.  El seguimiento de los receptores de quimioquinas se
realizo por inmunofluorescencia empleando el anticuerpo CCR2-03. En células sin
estimular, que presentan una morfologia redondeada, el CCR2 se distribuye de forma
homogenea en la membrana de linfoblastos T adheridos a sustratos de integrinas como
se demuestra por la tincién verde, correspondiente al anticuerpo marcado con FITC.
Tras la incubacion de los linfocitos con MCP-1 (10 ng/ml), estos adoptan una forma
polarizada y el CCR2 se redestribuye al frente de avance de las células, mientras que el

ICAM3 se localiza en el urépodo (Figura 23).

Figura 23. Distribucién polarizada del CCR2 e ICAM-3 en las células T que estdn migrando. Las
células adheridas a FN-80 se tifieron con el anticuerpo anti-ICAM-3 HP2/19 (fluorescencia amarilla) y
el CCR2-03 (fluorescencia verde). En el recuadro se muestra otra célula T de la misma muestra, a la
misma ampliacion. Ampliacién original: X1,200. Bar, 10 pm.

Por lo tanto, ante un estimulo migratorio como es el caso del MCP-1, el CCR2
se localiza en el frente de avarice de (4 célula rmugratona. E¥e fendmeno no s una
caracteristica exclusiva del CCR2 ante el estimulo con su ligando.  Similares

experimentos fueron llevados a cabo estimulando las células con otras quimioquinas
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como son RANTES (10 ng/ml) o IL-8 asi como con las citoquinas IL-2 e IL-15,
observandose la misma redistribucién del CCR?2 al frente de avance. La redistribucion
afecta también a otros receptores de quimioquinas como es el caso del CCRS, detectado
con anticuerpos monoclonales especificos (Figure 24D). Sin embargo la citoquina
proinflamatoria TNF-alfa, no induce ni polarizacion celular ni redistribucion de
receptores de quimioquinas. Otros agentes capaces de inducir polarizacion, tales como
anticuerpos monoclonales frente a [CAM-3 y CD43, también inducen la redistribucion
de CCR2. Cuando se analizé la distribucion de otros receptores tales como IL-2Ra, IL-
2RP, TNFRI y TGF- tipo II, se observé que ninguno de estos receptores suffia
redistribucién o clustering durante la migracién de los linfoblastos T (figura). Todos
estos datos indican que ante un estimulo migratorio, las células adquieren un fenotipo

polarizado con redistribucién de proteinas a regiones especializadas.

Figura 24. Los receptores CCR2 y el CCRS se redistribuyen al frente de avance de los linfocitos T
polarizados. Los linfocitos T activados con PHA, no tratados (A y C) o tratados con 10 ng/ml &
MCP-1 (B) o RANTES (D), se adherieron a cubreobjetos tratados con 20 pg/ml de FN-80 (A'y B) o
10 ug/ml de rsICAM-1-Fc (C yD) y se fijaron y tifieron con el anticuerpo CCR2-03 (A 'y B) o CCR5-
02 (C y D). En los recuadros pequefios se muestra la localizacién del IL-2Ra, por tincién con el
anticuerpo TP1/6, en linfocitos sin activar (A) o polarizados (B).

Para analizar de forma mds detallada la localizacion de los receptores de
quimioquinas en la célula polarizada, se llevaron a cabo estudios de microscopia
confocal, empleando anticuerpos anti-CCR2 y anti-ICAM-3 que nos permiten localizar

el urépodo y el frente de avance de la célula polarizada. Como se observa en la figura
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25, el CCR2 se localiza en la zona de contacto de la célula con el sustrato, mientras que

el ICAM-3 se localiza en la parte opuesta, es decir lejana al sustrato.

2.464. 3.920y

Figura 25. El receptor CCR2 se situa en la zona de contacto con el substrato del frente de avance
celular. La figura muestra tres cortes representativos de los ocho obtenidos, que se corresponden con el
nivel superior (2.4641) que muestra la tincién de ICAM-3 (fluorescencia roja) en el urépodo, hasta la
zona de contacto con el sustrato (3.921) donde se localiza el CCR2 (fluorescencia verde) en el frente de
avance.

Estos datos indican una distribucién légica de las diferentes moléculas que
parece implicar una redistribucion por funciones, donde las moléculas de adhesion irfan
a la parte trasera, mientras que las encargadas del movimiento celular asi como de la
direccién del mismo estarfan localizadas en las zonas de contacto con el sustrato.
Estudios de videomicroscopia llevados en paralelo demostraron que las células que
presentan una morfologia polarizada se correspondia con las c€lulas que estaban
migrando, indicando que la polarizacién del CCR2 en leucocitos esta correlacionada
con la adquisicién del fenotipo migratorio y que es independiente del estimulo
quimoatrayente (Figura 26). Ademds, la célula se orientaba en direccion al foco
quimiotrayente, indicando que el receptor de quimioquina se comporta como un
autentico sensor celular que dirige el movimiento celular a favor del gradiente

quimiotactico.

76




Jose Miguel Rodriguez Frade RESULTADOS
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Figura 26. Los linfocitos T que estdn migrando redistibuyen el CCR2 hacia el gradiente
quimiotdctico. Ensayos de videomicroscopia (A-C) de linfocitos T adheridos a rsICAM-1 en respuesta a
MCP-1, a los tiempos indicados. En (D) se muestra la distribucién del CCR2 en las células que estén
migrando, visto por estudios de inmunofluorescencia llevados en paralelo. Las flechas indican la
direccién de las células hacia el foco quimiotdctico.

5. Papel del receptor CCR2 durante la infeccion por HIV-1

La descripcion de los receptores de quimioquinas CCR5 y CXCR4 como
coreceptores del virus responsable del sindrome de la inmunodeficiencia humana
adquirida , HIV-1 y de las quimioquinas RANTES, MIP-10, MIP-13 y SDF-1a. como
agentes neutralizantes de esa infeccion, asigné a estas moléculas un papel critico en la
patogénia de esta enfermedad. En vista de la relevancia de estos receptores en un
proceso patoldgico de tanta importancia, nos propusimos evaluar si otros receptores
distintos de los referidos, en concreto el CCR2, eran capaces de actuar también como
co-receptores para distintas cepas del HIV-1. Asi mismo nos propusimos determinar la
posible actividad supresora que sobre este virus podria tener tanto el MCP-1 como los
anticuerpos generados frente al CCR2. Dado que los anticuerpos reconocen diferentes
regiones conocidas del receptor y que algunos de ellos presentan actividad agonista o
antagonista, de su posible actividad supresora del HIV-1 podriamos sacar conclusiones

sobre las regiones del receptor implicadas en la unién del virus.

La mayor parte de los ensayos encaminados a determinar la capacidad de un
receptor de quimioquinas para actuar como co-receptor del HIV-1 se realizan con
células que no expresan de forma natural estos receptores, sino que se trata de células
que se transfectan con receptores de quimioquinas determinados. En nuestro caso

hemos preferido emplear linfocitos de sangre periférica activados (PBMC), asi como
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macréfagos derivados de monocitos humanos (MDM), que expresan de forma natural
tanto CD4 como receptores de quimioquinas, y hemos analizado la actividad supresora
de la infeccién del MCP-1 asi como la capacidad de los anticuerpos monoclonales anti-
CCR2 para interferir con la replicacion del HIV-1.
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Figura 27. E1 MCP-1 tiene actividad supresora del HIV-1, actividad que es bloqueada por anticuerpos
antagonistas del CCR2. Diversas concentraciones de MCP-1 y MIP-1B (0,01-10 nM) fueron
analizadas en ensayos de supresién del HIV-1. Aquella concentraciéon de MCP-1 ([l ) y MIP-183 ( |ll)
con maxima actividad inhibidora (1 nM) se selecciond, usando medio de cultivo sin tratar como control
( ). Esta actividad supresora es bloqueada por la presencia de las concentraciones indicadas del
anticuerpo CCR2-05, pero no por el hGH14 (mIgG2b), usado como control, comparada con nedio de
cultivo sin anticuerpo ([f]). La figura muestra las determinaciones por triplicado de un experimento
representativo, con la desviacion estandar indicada.

La infeccién por parte del virus en una célula conlleva su entrada y replicacion
lo que provoca la liberacién al medio de una proteina de la capsula virica, la p24. Por la

deteccion de esa proteina puede definirse el grado de infeccion y replicacion viral.

Células mononucleares de sangre periférica activadas con PHA (10 pg/ml, 48h,
37°C, 5% CO,), fueron incubadas durante 60 min con los anticuerpos o quimioquinas

y luego se infectaron con la cepa X4 del HIV-1, NL4-3 (2 ng p24/ 10° células por
ensayo, 2h, 37°C). Las células se cultivaron en presencia de IL2 y de los anticuerpos o
quimioquinas. E1 MCP-1 inhibi6 en esas condiciones la replicacién viral de la cepa R5
BAL, del mismo modo que lo hace un ligando del CCRS como es el MIP-1f3. El

efecto es especifico del CCR2 pue anticuerpos antagonistas de este receptor como es el
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CCR2-05 revertieron la neutralizacién promovida por el MCP-1 pero no por el MIP-13
(Figura 27).

s,
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Figura 28. El anticuerpo agonista CCR2-02 presenta actividad supresora del HIV-1. (A) La actividad
supresora del anticuerpo CCR2-02 ( [ ) se determin por la liberacién de p24, como se indica en
materiales y métodos, usando como control a los anticuerpos CCR2-05 (@ ) y hGH30 (IgG2a) ( @ )
y la cepa NL4-3 y PBL como diana. (B) La actividad supresora del CCR2-02 (200 pM) también se
analizé sobre la cepa Bal, usando como controles de supresién al MCP-1 (1 nM) y MIP-1B (InM) y
como controles negativos al anticuerpo hGH30 y al medio de cultivo sin tratar. La figura muestra la
media de determinaciones por triplicado con la desviacién estandar indicada de un experimento
representativo.

Asi mismo, y como ya estaba descrito, tanto RANTES como MIP-1f inhiben
de forma dosis-dependiente la liberacion al medio del antigeno p24 del HIV-1 de cepas
RS mientras que el SDF-1at lo hace sobre cepas X4. Los datos de inhibicion obtenidos
con el MCP-1 concuerdan con los datos de otras quimioquinas, para las cuales la
concentracion a las que son capaces de inhibir al HIV-1 se correlaciona con aquella
necesaria para inducir respuestas biologicas (0.01-10 nM) como movilizacion de calcio
o induccion de quimiotaxis (Figura 28). Descartamos ademds que el efecto inhibitorio
se deba a un efecto inhibitorio del MCP-1 sobre la proliferacion celular, ya que no

afecta a la respuesta proliferativa de los PBLs inducida por PHA.

Pero es que ademds en los cultivos de células tratadas con los anticuerpos

CCR2-01 y 02, observamos una inhibicion en la presencia de p24 en el sobrenadante,

con respecto a los controles, con una EDgys de 1-10 nM. El efecto no fué observado

cuando las preincubaciones se realizaron con el resto de anticuerpos anti-CCR2 ni con
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los correspondientes controles de isotipo empleados (Figura 29A). Similares datos se
obtuvieron en ensayos empleando MDM 'y la cepa RS BAL; tanto el MCP-1 como el
anticuerpo CCR2-01 inhibieron la infeccion, en este caso determinada por la actividad
transcriptasa reversa (Figura 29B). Si conviene dejar claro que existe una alta

variabilidad en los niveles de inhibicién, dependiente de donante.

Estos datos indican la capacidad del CCR2 de actuar como co-receptor de
algunas cepas del virus y la capacidad del MCP-1 y de anticuerpos dirigidos frente al
extremo amino terminal del CCR2 de neutralizar la infeccién por HIV-1.

MDM

A PBMC

w

p24 (ng/ml)
Actividad RT (cpm/ml)

NL4-3 mAb  CCR2-01 BAL mAb CCR2-01
Control Control

Figura 29. El anticuerpo CCR2-01 previene la infeccién por HIV-1 en PBMC y MDM. (A) El
CCR2-01 (10 pg/ml) y un anticuerpo control del mismo isotipo fueron ensayados para ver su actividad
supresora del HIV-1 usando la cepa X4 NL4-3 y PBMC activados como células diana. Sobrenadantes
de cultivo no tratados (NL4-3) fueron usados como control. La replicacién viral se determiné
cunatificando los niveles de antigeno gag p24 (ng/ml) a los 7 dias de la infeccién. Los datos
representan la media del andlisis por triplicado con la desviaci6n estandar indicada. (B) La actividad
supresora del CCR2-01 (200 nM) y de un anticuerpo control del mismo isotipo (200 nM), se probé
frente a la cepa RS HIV-1 BaL in MDM de 5 dias. Sobrenadantes sin tratar fueron usados de control
(BaL). La replicacién viral se determin6 a los 25 dias de la infeccién por medida de la actividad
transcriptasa reversa y expresada en cpm/pl. Los datos representan la media de determinaciones por
triplicado con la desviacién estandar indicada.

La conclusién mds interesante es que el CCR2 es capaz de actuar como co-
receptor de esta cepa del HIV-1 y que el MCP-1 inhibe la infeccién con igual
efectividad que otras quimioquinas, aunque seguramente su actividad se reduzca a unas

pocas cepas del virus. En cuanto a los anticuerpos dirigidos frente al extremo N-
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terminal del CCR2, ambos tienen actividad neutralizante, hecho que no resuita extrafio
para el CCR2-01 ya que mimetiza al ligando en todos los ensayos analizados. El
CCR2-01, que no activa al receptor por si mismo ni modifica la actividad del MCP-1,
también tienen actividad neutralizante, hecho que asigha una gran importancia a la
regién N-terminal del CCR2 en la infeccion por HIV-1.

El hecho de que anticuerpos dirigidos contra el tercer bucle extracelular del
CCR2 (CCR2-04 y 05) sean capaces de revertir los efectos del MCP-1 sin poseer
actividad neutralizante per se, sugieren la importancia de esta regién en la interaccion
entre el ligando y el receptor, regién que sin embargo no parece estar relacionada con la
interaccion entre el receptor y el HIV-1. Del mismo modo, la actividad supresora
sobre el HIV-1 de los anticuerpos dirigidos contra el extremo amino del CCR2, indica
el papel que juegan estos aminodcidos en la interaccion entre el HIV-1-CD4 y
receptores de quimioquinas.
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4.- IDENTIFICACION DE LAS SENALES TEMPRANAS IMPLICADAS EN
LA SENALIZACION A TRAVES DEL RECEPTOR CCR2

4.1. El receptor CCR2 regula la movilizacién de calcio y se asocia a la proteina
Gai.

Hasta este momento hemos venido usando para nuestros experimentos tanto
linfocitos humanos purificados como diferentes lineas celulares que expresan
receptores de quimioquinas. Llegado el momento de implicarnos en el estudio de la
sefializacién y para evitar las variaciones debidas a la obtencién de células procedentes
de donantes, decidimos usar como modelo para estudiar la sefializacion activada por
MCP-1 al unirse al CCR2, una linea celular que expresara este receptor y que fuera
completamente funcional. La linea celular Mono Mac 1 es una linea monocitica humana
que responde a estas caracteristicas, ya que expresa el CCR2 asi como otros receptores
de quimioguinas (CXCR4), y marcadores de superficie de monocitos (CD13, CD14 y
CD68). Estas células no sélo expresan el CCR2 sino que también son capaces de
responder al estimulo con MCP-1. Como ya hemos indicado previamente, éstas células
al ser esttmuladas con diferentes concentraciones de MCP-1 (desde 0.1 hasta 100 nM)
son capaces de movilizar calcio. Esta movilizacion es detectable por citometria de flujo
usando la sonda fluorescente Fluo-3. Asi mismo, cuando las células s¢ ponen en una
camara de migracion y se las enfrenta con un gradiente de MCP-1, las células son
capaces de migrar através de una membrana de 5 micras de tamafio de poro. Al objeto
de mimetizar un poco mds la situacion fisiologica, la membrana se tapiza con células
endoteliales y asi la migracidn depende tanto del tamafio de poro como de las
interacciones entre los distintos tipos celulares. En estos casos, las células Mono Mac
1 también son capaces de migrar en respuesta a MCP-1. La migracién inducida por
quimioqguinas aumenta en funcién de la concentracién del estimulo hasta llegar a un
méximo a partir del cual el nimero de células que migran disminuye al aumentar la
concetracién de quimioquinas, de tal modo que las representaciones del indice de
migraciéon frente a concentracién de quimioquina tienen forma de campana. Este
fenémeno ha sido explicado por la desensibilizacién e internalizacion de receptores, ya
que no hay que olvidar que los fendmenos de migracién son observados a tiempos
largos (1 a 4 horas), pero también podrian tener que ver con el hecho de que altas
concentraciones de quimioquina rompan el gradiente quimiotictico necesario para que
la migracion se produzca.
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Cuando las células Mono Mac 1 se trataron durante 16 horas con 0.1 pg/ml de
toxina de pertussis, tanto la movilizacion de calcio como la migracién inducida por
MCP-1 fueron completamente bloqueadas. Experimentos llevados a cabo en paralelo
en células tratadas con 0.4 pg/ml de toxina del célera durante 16 horas no modificaron
la respuesta a MCP-1 en ninguno de estos ensayos (Figura 30). Estos datos,
conocidos para otros sistemas celulares y quimioquinas, indican que al menos algunas
de las sefnales intracelulares inducidas por MCP-1 y por otras quimioquinas, tanto en
monocitos como en lineas celulares T, son mediadas por proteinas G sensibles a PTX,
del tipo Gi.

100 Mono Mac 1
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Mono Mac 1 +CTX
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% respuesta

100 Mono Mac 1 + PTX
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T 16 24

MCP-1
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Figura 30. La movilizacion de calcio inducida por MCP-1 en células Mono Mac | es sensible a
PTX. La movilizacién de calcio en respuesta a 5 nM de MCP-1 en células sin tratar o tratadas con
PTX o CTX se determind por citometria de flujo a 525 nm, segin el protocolo anteriormente descrito.
La figura muestra un experimento representativo. Los resultados se expresan como porcentaje de la
maxima respuesta obtenida al estimular con MCP-1.
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Usando los anticuerpos monoclonales especificos del CCR2, hemos tratado de
analizar si la activacion de Gi por MCP-1 era mediada por la asociacién fisica entre el
CCR2 y la subunidad Ga de la proteina Gi heterotrimérica. Una proteina Gou asociada
al CCR2 es imunoprecipitada por anticuerpos anti-CCR2 y detectada en western blot
usando anticuerpos especificos frente a ella. La asociacion es iniciada en los primeros
30 segundos después de la activacion con MCP-1 y persiste al menos durante 5
minutos despies de la unién de la quimioquina al receptor (Figura 31, panel

superior), disminuyendo después.
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Figura 31. El MCP-1 induce la asociacidn de Gai al CCR2. Lisados de células Mono Mac 1
estimuladas con 5 nM de MCP-1 fueron inmunoprecipitados con el mAb CCR2-03 o con el
anticuerpo HP2.6 (anti-CD4), como control, y el western blot desarrollado con anticuerpos anti- Gad.
Se controld que la cantidad de CCR2 era similar en los diferentes carriles, re-incubando la membrana
con anticuerpos anti-CCR2. La flecha indica la posicidn de Goi.

Cuando el mismo experimento se realizd buscando una proteina Gs, sensible a
CTX, los resultados fueron negativos, a pesar de que estas proteinas se expresan en las
¢€lulas Mono Mac 1 en niveles similares a las proteinas Gi. En todos los casos, los
blots fueron rehibridados con anticuerpos anti-CCR2 para descartar que las diferencias
observadas fuesen debidas a diferentes cantidades de receptor inmunoprecipitado en

cada carril (Figura 31, panel inferior).
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4.2. Fosforilacion en tirosinas del CCR2.

En las células Mono Mac 1 y en respuesta a MCP-1, se produce un incremento
de la fosforilacién en tirosinas de distintas proteinas, como se observa €n experimenios
de inmunoprecipitacién y western blot de células estimuladas, empleando anticuerpos

especificos anti-Ptyr (Figura 32).
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Figura 32. Fosforilacidn de proteinas en respuesta a MCP-1; efecto de la PTX. Lisados de células
Mono Mac 1 preincubadas ¢ no con PTX (0.1 pg/ml. 16 h) y estimuladas con 5 nM de MCP-1 fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-PTyr y el western blot desarrollado con anticuerpos anti-
PTyr. Las flecha indican la posicién de aquellas bandas cuyo nivel de fosforilacién se ve afectado por la
estimulacién con MCP-1.

Interesantemente, no todas las proteinas fosforiladas en respuesta al ligando se
mantienen cuando se efectlia un pretratamiento de las células con PTX, anterior al
estimulo con ligando. Entre las que se mantienen destacamos una de 38 kDa de peso
molecular que es fosforilada rapidamente, 30 segundos tras el estimulo con la
quimioquina. Precisamente ese es el peso molecular al que aparece en western blot el

CCR2, por eso y para confirmar que realmente se corresponde con el receptor, lisados
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de células Mono Mac 1 estimuladas previamente con MCP-1 durante diferentes
tiempos, fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-Ptyr y los western blot fueron

desarrollados con un anticuerpo monoclonal anti-CCR2 (Figura 33).

o - —— |
tiempo 0 30" 5 10’ 20' 30 Mono Mac 1 30"
{ K lisade
ippn Anti-Ptyr Anti-CD4
1 1
w.blot Anti-CCR2

Figura 33. Ei MCP-1 induce la fosforilacién en residuos de tirosina del CCR2. Lisados de células
Mono Mac | estimuladas con 5 nM de MCP-1 fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-PTyr
PY20 y el western blot desarrollado con el mAb CCR2-05. Como control los mismos lisados fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CD4 y desarrollados con el CCR2-05,

Se puede observar que el CCR2 se fosforila en residuos de tirosina a los 30”
de la estimulacién con 5 nM de MCP-1. Curiosamente, se puede detectar presencia de
unos niveles basales de receptor activado en ausencia de estimulo (1= 0); la relevancia de
este dato se analizard mds adelante. Como control de especificidad los mismos lisados
celulares fueron inmunoprecipiados con anticuerpos especificos de otras proteinas de
membrana y revelados con anticuerpos anti-CCR2. Efectivamente el CCR2 era
inmunoprecipitado por anticuerpos anti PTyr tras el estimulo con MCP-1. Por la
relevancia que ¢l dato posee, el experimento se llevé a cabo también en sentido inverso,
esto es, inmunoprecipitando lisados de células tratadas con MCP-1 a diferentes tiempos
con anticuerpos anti-CCR2 y revelando los western blot con anticuerpos anti-Ptyr.
Nuevamente se demostré que el receptor CCR2 es fosforilado en tirosina rdapidamente
tras estimulacion con su ligando, el MCP-1; el efecto no se debe a que se haya
inmunoprecipitado diferente cantidad de proteina en cada carril como se demuestra
cuando la misma membrana es revelada usando anticuerpos anti-CCR2 (Figura 34).
Estamos pues hablando de una fosforilacién que ocurre muy rapidamente tras el
estimulo con ligando, fosforilacién que tiene lugar atn en células tratadas con PTX
(Figura 32, panel inferier), indicando por lo tanto que el efecto es independiente de
la proteina G. Hasta este momento la sefializacion a través de proteina G era
considerada como la més temprana activada por las quimioquinas. El hecho de que

existan vias independientes de sefalizacidn y que estas ocurran a tiempos muy
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tempranos, similares al menos a los tiempos en los que se detecta activacion de la
proteina G, nos indujo a profundizar en el estudio de las posibles quinasas implicadas

en esta fosforilacion.

tiempo 0 30" 5 100 20 o 30" 5 10' 20
l ] 1 _J
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Figura 34. E1 MCP-1 induce la fosforilacién en residuos de tirosina del CCR2. Lisados de células
Mono Mac | estimuladas con 5 nM de MCP-1 fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo CCR2-03
y el western blot desarrollado con el anticuerpo anti-PTyr 4G10. Se controlé que las cantidades de
CCR2 en cada carril eran equiparables, analizando la misma membrana con el anticuerpo CCR2-05.

4.3 La quimioquina MCP-1 induce la activacion de JAK-2 y su asociacion al
CCR2 de manera independiente de la via de la proteina Gi.

Para intentar averiguar cual es la quinasa responsable de la rapida fosforilacién
del CCR2, las células Mono Mac 1 fueron estimuladas con 10 nM de MCP-1 y los
lisados celulares inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2. En esas condiciones
y usando anticuerpos especificos anti-JAK?2 se demuestra que esta quinasa y no otra de
su familia, ni JAKI ni JAK3, se asocia rapidamente, 30 segundos, al receptor en
respuesta al ligando. Pequeiias cantidades de JAK2 asociado se pueden observar en
ausencia de estimulo, lo que es consistente con el hecho de encontrar receptor
fosforilado en tirosinas en esas mismas condiciones (Figura 35A).
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Figura 35. El MCP-1 induce [a asociacion de JAK2 al CCR2. Efecto de la PTX. (A) Las células
Mono Mac 1 fueron estimuiadas con 5 nM de MCP-1 y los lisados fueron inmunoprecipitados con
anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03) y analizado el western blot con anticuerpos anti-JAKZ. Como
control, los mismos lisados fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CD4 y v analizado el
western biot con anticuerpos anti-JAK2. Lisados de células A431 fueron analizados en western blot
con anticuerpos anti-JAK2, como control positivo. (B) Las células Mono Mac 1, pre-tratadas con PTX
(0.1 pg/ml, 16h a 37°C) fueron estimuladas con MCP-1 como en (A) y los lisados
immunoeprecipitados con anticuerpos anti-PTyr (PY20) y analizados en western blot con anticuerpos
anti-CCR2. {C) Las células pre-tratadas con PTX igual que en {(B). fueron estimuladas, lisadas,
inmunoprecipitadas y analizadas en western blot como en (A).
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La inmunoprecipitacién de los lisados de células estimuladas con MCP-1 con
anticuerpos monoclonales del mismo isotipo dirigidos contra proteinas de membrana
(anti-CD4 o anti-MHC, clase I) presentes en las células Mono Mac 1, no indican
presencia de JAK2 asociada a estas protefnas (Figura 35A), confirmando que no
existen asociaciones inespecificas de JAK2 a otros componentes de la membrana en
nuestras condiciones experimentales. La rdpida asociacién de JAK2 al receptor y la
coincidencia en el tiempo con la fosforilacién en tirosina del receptor sugiere un papel
para esta quinasa en éste fenémeno. En todos los casos se descarté que los efectos
vistos se debieran a diferentes cantidades de proteina inmunoprecipitada, revelando las
mismas membranas con el anticuerpo CCR2-05.

Cuando las células son tratadas con 0.1 pg/ml de PTX durante 16 horas, el
ligando sigue provocando la fosforilacién en tirosinas del receptor como se demuestra
al detectar su presencia en inmunoprecipitados de lisados de élulas Mono Mac 1 tratdas
con MCP-1 (Figura 35B). Al realizar los mismos experimentos anteriores empleando
células tratadas previamente con 0.1 ug/ml de PTX durante 16 horas, estimular con
5nM de MCP-1 e inmunoprecipitar el CCR2, observamos la asociacion de una proteina
que se revela con anticuerpos anti-JAK?2 a los 307, lo que implica que la asociacion de
esta quinasa al receptor no depende de una proteina G sensible al tratamiento con esa
toxina (Figura 35C). Esto puede sin duda explicar el por qué vemos una fosforilacién
en residuos tirosina del CCR2 estimulado por MCP-1 en células pretratadas con PTX.
Hay que resaltar el hecho de que si bien vemos que la asociacién de JAK?2 al receptor
no necesita de la activacion de la Gi, no ocurre lo mismo con la disociacion. Como se
puede observar en la figura 35A, en células no tratadas con PTX, JAK2 se disocia del
receptor y a los 15 min del estimulo, la quinasa no aparece asociada al CCR2. Por el
contrario, en las células tratadas con PTX y que por tanto tiene inactivada a la proteina
Gi, JAK2 permanece asociada al receptor, hecho que sugiere la participacién de una
proteina Gi activa en la disociacién de JAK2 (Figura 35C). Madas adelante
abordaremos que sefiales dependientes de Gi estdn implicadas en estos eventos.

De manera analoga a otros sistemas, la activacién de un miembro de la familia
de las JANUS quinasas requiere que la propia quinasa esté fosforilada en tirosina.
Para confirmar este hecho, se disefiaron experimentos de western blot para detectar la
presencia de JAK2 fosforilado tras la activacion de las células con MCP-1. En lisados
de células Mono Mac | estimuladas a distintos tiempos con 5 nM de MCP-1 ¢

inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-JAK2, se revela mediante anticuerpos anti-
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PTyr la presencia de esta quinasa fosforilada. Efectivamente, tras 30” de activacién
aparece una protefna inmunoprecipitada por anticuerpos anti-JAK?2, que se corresponde
con su peso molecular y que estd fosforilada en residuos de tirosina (Figura 36A).
Esta fosforilacion se mantiene durante 5 minutos desapareciendo posteriormente.
Como control, la misma membrana fue hibridada con anticuerpos anti-JAK2,
demostrando que la banda fosforilada en tirosinas era JAK2 y que los efectos
observados no eran debidos a diferencias en la cantidad de JAK2 inmunoprecipitada
(Figura 36A, panel derecho). Para confirmar que efectivamente la banda se
correspondia con JAK2, el mismo experimento se realizd también en sentido contrario
usando anticuerpos anti-PTyr para inmunoprecipitar lisados de células Mono Mac 1
estimulados a los tiempos indicados con 5 nM de MCP-1. Del mismo modo que en el
experimento anterior, JAK2 aparecié en los inmunoprecipitados de anticuerpos anti-
fosfotirosina en respuesta al estimulo con MCP-1.

En el modelo de las citoquinas, donde la presencia de JAK ha sido mids
estudiado, la activacion de estas quinasas promueve la asociacién, fosforilacién y por lo
tanto activacion de una serie de factores de transcripcién de Ia familia STAT (Factores
transductores de sefal y activadores de transcripcion). Nosotros nos propusimes ver si
en el caso de las quimioquinas la activacion de JAK era acompafiada de la activacién de
algtin miembro de la familia STAT. Para ello, las células Mono Mac | fueron tratadas
a diferentes tiempos con 5 nM de MCP-1. Tras lisar, los extractos celulares fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2 y sometidos a western blot con
anticuerpos especificos que reconocen a diferentes miembros de la familia STAT. De
este modo vimos que STAT3, pero no STATS5 se asocia al receptor con un maximo a
los 5 minutos, que coincide con los tiempos de asociacién y activacion de Jak2 tras la
activacion con MCP-1 (Figura 36A y B). El STAT3 no s6lo se asocia al CCR2, sino
que también estd activado, es decir, fosforilado en tirosinas, como se observa al
inmunoprecipitar con anticuerpos anti-fosfotirosina extractos celulares de Mono Mac 1
tratadas con 10 nM de MCP-1 y desarrollar los western blot con anticuerpos anti-
STAT3(Figura 36A y C). El tiempo de méxima fosforilacién, 5 minutos, coincide con

el de maxima asociacion al receptor.
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Figura 36. El MCP-1 activa la via JAK/STAT. (A) Las c¢élulas Mono Mac 1 fueron estimuladas
con 5 nM de MCP-1, lisadas e inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-JAK?2 y analizada la membrana
con anticuerpos anti-PTyr. La cantidad de JAK2 cargada en cada camril se determiné analizando la
misma membrana con anticuerpos anti-JAK2. (B) Las células Mono Mac | fueron estimuladas como
en (A} y los lisados fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2 y analizados por western
blot con anticuerpos anti-STAT3 o -STATS. La cantidad de CCR2 cargada en cada carril se determiné
rehibridando la misma membrana con el mAb CCR2-05. (C) Las células Mono Mac | fueron
estimuladas como en (A) y los lisados fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-PTyr y

analizado la membrana por western blot con anticuerpos anti-STAT3,
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Por lo tanto la activacién del CCR2 inducida por MCP-1 no sélo activa vias de
sefializacion relacionadas con la proteina Gi, sino que ademds también dispara vias de
sefializacion ligadas a JAK/STAT. ¢Existe alguna relacion entre una y otra?. Como
hemos visto anteriormente, parece evidente que la activacion de la via de JAK/STAT es
independiente de Gi, pero queda por ver si la activacién de ambas vias de sefializacion
ocurre de forma simultanea o si una precede a la otra, dato que no puede inferirse de las
cinéticas de activacion realizadas, ya que en ambos casos se observa a tiempos muy
cortos (30”) y no pueden diferenciarse con las técnicas de inmunoprecipitacion y

western blot empleadas.
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Figura 37. La tirfostina AG490, inhibidor especifico de la tirosin-quinasa JAK2, bloquea las
respuestas inducidas por MCP-1. (A) Movilizacion de calcio inducida por 5 nM de MCP-1 en células
Mono Mac 1 cargadas con Fluo-3-AM, sin tratar o tratadas con las tirfostinas Al y AG490 (25 uM,
16h a 37°C), y evaluada a 525 nm por citometria de flujo. La figura muestra el resultado de un
experimento representativo. El % de respuesta se determiné como en ocasiones anteriores. (B) Las
células Mono Mac 1 sin tratar ( [[]) o tratadas con 25 uM de las tirfostinas AG490 (JJj ) 6 A1 (1)
durante 16 h se probaron en ensayos de migracién inducida con 10 nM de MCP-1. Las células
migradas al pocillo inferior se contaron y se expresan como indice de migracién, calculado como ya se
ha indicado previamente. Los datos muestran la media de determinaciones por triplicado con la
desviacion estandar indicada.
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En un intento de discernir el proceso, las células fueron tratadas con inhibidores
especificos de JAK (Meydan et al, 1996}, como es la tirfostina B42 (AG 490) y se
analizé su efecto sobre la movilizacion de calcio y migracién inducida por MCP-1
(Figura 37 A y B).  La preincubacién durante 16 horas a 37°C en medio de cultivo
completo con 25 uM del inhibidor de JAK bloquea por completo ambos efectos
inducidos por 10 nM de MCP-1, mientras que células tratadas con el andlogo tirfostina
A1, usado como control, no afecta a ninguno de ios dos procesos (Figura 37). Parece
evidente por lo tanto que al bloquear la via de sefalizacion JAK/STAT inhibimos
eventos necesarios para la induccién de movilizacién de calcio y para la quimiotaxis.
Teniendo en cuenta que ambos efectos son mediados por la activacion de la proteina Gi,
nos propusimos determinar cuales eran las consecuencias que tenfan estos inhibidores
sobre la asociacidon de Gou al CCR2, indicativo de la activacion de esta via. Pues bien,
el tratamiento con la tirfostina B42 y no con la Al, inhibe la asociacién de Gai al
CCR2 (Figura 38). Dado que la via JAK/STAT juega un papel muy tmportante en la
seflalizacion mediada por quimioquinas y factores de crecimiento y para descartar que
los efectos observados se debieran a fenémenos no directamente ligados al receptor de
quimioquinas, controlamos que el tratamiento con ambas tirfostinas (Al y B42) no
resultaba t6xico para las células Mono Mac 1, al menos en Jas condiciones empleadas,
como se demuestra por andlisis del ciclo celular mediante ensayos de incorporacién de

ioduro de propidio (Figura 39).
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Figura 38. La tirfostina AG490 inhibe la asociacion de Goi al CCR2, Las células Mono Macl
tratadas con AG490, como se indica en la figura 29, fueron estimuladas con 5 nM de MCP-1, lisadas e
inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CCR2 y el western blot analizado con anticuerpos anti-Goi.
La cantidad de CCR2 en cada carril se determiné analizando Ta misma membrana con el mAb CCR2-
05. La flecha muestra la posicién de Goi.

Si bien parece que la activacién de JAK es imprescindible para la asociacién de

Guai, también resulta evidente que la activacién de la protefna G es necesaria para el
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control de la via JAK/STAT, como se puede concluir de las cinéticas de
asociacion/disociacion de JAK2 al CCR2 en presencia de PTX. La dependencia
existente entre la actividad de JAK y su estado de fosforilacion, sugiere la existencia de

fosfatasas dependientes de la proteina G, regulando esta via de senalizacion.
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Figura 39. El tratamiento de las células Mono Mac 1 con las tirfostinas AG490 y Al no afecta a su
viabilidad. Las células Mono Mac 1 fueron tratadas con las tirfostinas AG490 y A1 ( 25 uM, 16h a
37°C) y su viabilidad analizada por ensayos de incorporacién de yoduro de propidio y andlisis de ciclo
celular por citometria de flujo. La figura muestra el porcentaje de células que se encuentran en necrosis
(N), apoptosis (A), GO/G1, sintesis (S) y mitésis (M). Como control, células sin tratar (medio) se
analizaron del mismo modo.

4.4. La tirosina 139 del CCR2 es critica para la senalizacion inducida por
MCP-1.

Dado que la fosforilacion del CCR2 mediada por JAK2 juega un papel
primordial en la activacion de los receptores de quimioquinas, nos planteamos
determinar cual o cudles son los residuos fosforilables por JAK en el CCR2. En la
naturaleza, el receptor CCR2 existe en dos formas CCR2A y CCR2B, generadas por
“splicing” alternativo que da lugar a dos receptores con secuencias idénticas, salvo en
los extremos carboxilo terminales. Ambas formas de receptor son capaces de unir
MCP-1 y de sefalizar en respuesta a la union del ligando. Sin embargo el “splicing”
provoca que existan tres residuos de tirosina intracelulares en el CCR2B, mientras que
el CCR2A solo posee uno de estos residuos, localizado en la posicion 139 y formando

parte del motivo DRY, motivo que esta altamente conservado en toda la familia de
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receptores acoplados a proteinas G y que es esencial para la activacion de estos
receptores. Dado que este residuo es el Gnico presente en ambas formas del CCR2,
pensamos en €l como primer candidato a estar implicado en la unién de JAK2 por lo
que construimos un receptor CCR2B mutante en el cual se sustituy6é la Tyr139 por
fenilaalanina, Phe (CCR2BY139F) y lo expresamos en una linea celular de embrion
humano, las HEK-293. Tanto el receptor nativo como el mutante, CCR2BY 139F, se
expresan de igual forma en la membrana de las células HEK-293, como demuestran los
experimentos de citometria de flujo empleando los anticuerpos anti-CCR2 (Figura 40).
Asi mismo, ambos receptores unen MCP-1 con constantes de afinidad similares,

determinado por ensayos de unién con ligando marcado con iodo radioactivo (I1'%).
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Figura 40. Expresion del CCR2 y del CCR2Y139F en células HEK-293. Las células HEK-293
fueron transfectadas de forma estable con el CCR2 y el receptor mutante CCR2Y139F. La figura
muestra el analisis por citometria de flujo de la expresion de ambos receptores, nativo y mutante, en la
membrana de células transfectadas, usando dos anticuerpos anti-CCR2, el CCR2-03 ( ==) y el CCR2-
05 ( == )y comparando la unién de estos mAb con la de un anticuerpo control = ).

Cuando analizamos la respuesta funcional de los transfectantes, nos
encontramos que el MCP-1 es capaz de inducir movilizaciéon de calcio en aquellas

células que expresan el CCR2B nativo, pero no en las células que expresan el
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CCR2BY 139F ni tampoco en aquellas células transfectadas con el vector vacio y usadas
como control negativo(Figura 41). En todos los casos las células transfectadas tenian
similares niveles de carga con la sonda fluorescente Fluo3, carga determinada por la
capacidad que presentaban los transfectantes de movilizar calcio en respuesta a un

agente inespecifico, como es la ionomicina, ionéforo empleado a 5 ug/ml.
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Figura 41. Funcionalidad de los receptores CCR2 y CCR2Y 139F expresados en células HEK-293.
Movilizacién de calcio en células HEK-293 transfectadas con los citados receptores en respuesta a 10
nM de MCP-1 y determinada por citometria de flujo a 525 nm. La figura muestra un experimento
representativo. El % de respuesta se ha calculado como en ocasiones anteriores.

Parece por lo tanto que la Y139 es un residuo critico para la funcionalidad del
CCR2B y nos propusimos por lo tanto, determinar si la unién del MCP-1 a este
receptor mutante era capaz de disparar alguno de los eventos de sefalizacion temprana
observados en el receptor nativo, como es la fosforilacién del receptor, la asociacion de

JAK2 y la activacién de la proteina Gi. Pues bien, cuando las células HEK-293
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transfectadas con el receptor nativo o con el CCR2Y 139F fueron activadas con 10 nM
de MCP-1 durante 307y lisadas s6lo se observa la presencia de CCR2 en
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-fosfotirosina, mientras que en ningin caso fué
posible detectar la presencia de CCR2Y139F fosforilado en residuos de tirosina
(Figura 42).

CCR2BY139F CCR2B

tiempo o 30 0 30"

L J
ippn Anti-Pyr

L )
w.blot Anti-CCR2

Figura 42. El receptor CCR2Y139F no se fosforila por accién del ligando. Las células HEK-293
transfectadas con los receptores indicados fueron estimulados con 10 nM de MCP-1 durante 30 seg,
lisados e inmunoprecipitados con anticuerpos anti-PTyr y analizados en ensayos de western blot con
anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-05).

De [a misma manera se analizé la asociacion de JAKZ al CCR2 en células
transfectadas con el receptor nativo y el mutante. Tras estimular durante 30” con 10
nM de MCP-1, inmunoprecipitar los lisados celulares con anticuerpos anti-CCR2 y
analizar los western blot con anticuerpos anti-JAK?2, se puede observar la asociacién de
JAK2 al receptor nativo a tiempos similares a los observados en las células Mono Mac
| (mdxima a los 30”), mientras que no se detecté la presencia de JAK?2 asociado al
receptor mutante CCR2Y139F (Figura 43, panel superior). Como control, las
mismas membranas fueron hibridadas con anticuerpos anti-CCR2 para demostrar la
presencia de misma cantidad de receptor inmunoprecipitado y gue el reconocimiento de
los anticuerpos no estaba afectado por la mutacion introducida en el CCR2 (Figura 43,
panel inferior).
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Figura 43. La asociacidn de JAK2 al receptor CCR2 no se produce en el receptor mutante
CCR2Y 139F, Las células HEK-293 transfectadas con los receptores indicados fueron estimulados con
10 oM de MCP-1 durante 30 seg, lisados e inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03
y analizados en ensayos de western blot con anticuerpos anti-JAKZ. La cantidad de CCR2 en cada carril
se determind analizando la misma membrana con el mAb CCR2-05.

Poriltimo se determind si la asociacion de la proteina Goi, se vefa afectada por
la mutacién de la tirosina 139 del CCR2, ya que sabiamos que la inhibicién de JAK2
con inhibidores especificos, como la tirfostina B42, bloqueaba los efectos mediados por

la activacién de G;, como por ejemplo Ja movilizacién de calcio. La estimulacion con 10
nM MCP-1 de las células HEK-293 transfectadas con el CCR2B nativo, induce la
asociacién de G; al receptor, asociacion que aumenta hasta ser maxima a los 5 minutos
de estimulacién. Esta asociacién se determiné mediante la inmunoprecipitacidén con
anticuerpos anti-CCR2 de extractos celulares y western blot con anticuerpos anti-Gg,.
Empleando las mismas condiciones con células transfectadas con el CCR2Y139F, no
se observd asociacion de G, al receptor (Figura 44, panel superior). En ambos

casos, la misma membrana se probé con anticuerpos anti-CCR2, demostrando la
existencia de misma cantidad de receptor inmunoprecipitado en todos los carriles,

independientemente de que fuera receptor nativo o mutante (Figura 44, panel
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inferior). Estos datos indican la imposibilidad de asociacién de Gai al CCR2 cuando
carece de la tirosina 139, hecho que concuerda con la falta de respuestas ligadas a la

activacién de esta proteina.

CCR2BY139F CCR2B
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Figura 44. La mutacién del residuo Y139 del CCR2 blaquea la unién de G, Las células HEK-293
transfectadas de forma estable con los receptores indicados fueron estimulados con 10 nM de MCP-1
durante los tiempos indicados, lisadas e inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03) y
analizados en ensayos de western blot con anticuerpos anti- G;. La cantidad de CCR2 en cada carril se

determing analizando la misma membrana con el mAb CCR2-05. La flecha indica la posicion de la
G

o

Es interesante resaltar aqui el hecho de que €l receptor mutante CCR2bY 139F
mantiene intactas ef resto de las tirosinas, lo que nos permite concluir que la Y139,
residuo altamente conservado en la casi totalidad de receptores de quimioquinas, estd
directamente implicado en la unién de JAK2 y que la asociacién de esta quinasa al
receptor es responsable de los eventos de sefializacion posteriores que originan la
respuesta funcional que sigue al estimulo con el ligando. De hecho el receptor mutante,

al contrario de lo que ocurre con el nativo, no es fosforiiado en residuos de tirosina en
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respuesta al MCP-1 (Figura 42), como tampoco s¢ observa asoclacion mi activacion,
mediada por su fosforilacién de la quinasa JAK2 (Figura 43).

4.5. Otras tirosin quinasas implicadas en la sefializacién a través del CCR2:

plZSFAK Syk.

and p72

A pesar de la rapida fosforilacién de CCR2 inducida por JAK2, se puede observar
que el receptor sigue fosforilado a tiempos en los que JAK2 ya no estd asociada al
receptor. Esta fosforilacién a diferencia de 1a inducida por JAK2, se ve afectada por el
tratamiento con PTX (Figura 32)., indicando que existen otras tirosin quinasas activadas

posteriormente, como ya ha sido descrito para el CCRS en células T activadas por
RANTES.

La activacion de linfocitos por quimioquinas induce, como ya hemos indicado, la
polarizacién celular y la redistribucién de receptores a regiones celulares especializadas,
fendmenos que muy posiblemente estén regulados por la fosforilacién en residuos
tirosina de los complejos de adhesién focal intracelular (Sénchez-Madrid y del Pozo,
1999). Ya hemos indicado previamente que una vez que la quinasa JAK2 se disocia del
receptor, se observa que el receptor permanece fosforilado en residuos tirosina. Ademis
es un hecho conocido que en células T, la estimulacién con RANTES provoca la
activacién de dos tirosin quinasas, la p125FAK y la ZAP-70, esta ultima especifica de este
tipo celular. De hecho ya hemos descrito que al estimular células Mono Mac 1 con
MCP-1, se podian observar, ademas del propio CCR2, otras dos bandas fosforiladas en
residuos tirosina, una de 125 y otra de 72 kDa. La cinética de fosforilacién de estas dos
proteinas era algo mds prolongada que la del propio receptor, alcanzando un médximo a los
15-30 minutos de estimulacion (Figura 32). Cuando el mismo experimento se realizd
en células pretratadas con PTX, los anticuerpos anti-fosfotirosina no eran capaces de
inmunoprecipitar ninguna de estas proteinas, indicando que su activacién es dependiente

de la activacién de G;.

Una vez determinado el hecho de que la fosforilacién en tirosina de las proteinas
de 125 kDa y 72 kDa era dependiente de la activacién de Gi y dado que coincidia el peso

molecular con el de p125™* y ZAP-70, tirosin quinasas previamente involucradas en la

sefializacion a través de otros receptores de quimioquinas, se intentd identificar si estas
quinasas eran las que estabamos activando con el MCP-1.
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Figura 45. El MCP-1 induce la asociacidn de 1:»]25”‘K al CCR2. Las células Mono Mac | fueron
estimuladas con 5 nM de MCP-1, lisadas e inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CCR2 y analizada la
membrana con anticuerpos anti—plZSFAK. Como control, células estimuladas con MCP-1 fueron lisadas
en inmunoprecipitadas con un anticuerpo irrelevante (anti-MHC-I) y analizadas en western blot con el
mismo anticuerpo anti-p1257K,

Asi, células Mono Mac 1 fueron estimuladas con 5 nM de MCP-1 durante
diferentes tiempos y tras lisarlas se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-CCR2. Tras
el analisis del western blot con anticuerpos anti—plZSFAK, se observé que esta quinasa se
asociaba al CCR2, con un maximo a los 15 minutos de la activacion (Figura 43). Cuando
en experimentos similares se intenté localizar la quinasa ZAP-70, no se detectd esta
quinasa, ya que no estd presente en monocitos, sin embargo, si apareci6 la proteina
homéloga, p72Syk, que se asocia al CCR2 con un méximo a fos 30 minutos después de
la activacién (Figura 46A). En ambos casos se¢ determind que la cantidad de CCR2
inmunoprecipitado era la misma en todos los tiempos rehibridando el western blot con
anticuerpos anti-CCR2. Los tiempos de médxima asociacion coinciden con los tiempos de
fosforilacién de dichas quinasas (Figura 46B). Coincidiendo con estos datos, cuando [as

células son tratadas con PTX (0.1 ug/ml durante 16 horas) antes de estimularlas con

MCP-1, no se detecta asociacion de de ninguna de las dos quinasas, ni p125FAK ni Syk.
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Figura 46. Fl MCP-1 induce la de asociacién p728yk al CCR2 y su fosforilacion en tirosinas. (A)
Las células Mono Mac | fueron estimuladas con 5 nM de MCP-1, lisadas e inmunoprecipitadas con
anticuerpos anti-CCRZ2 y analizada la membrana con anticuerpos anti-72Syk. Como control, células
estimuladas con MCP-1 fueron lisadas en immunoprecipitadas con un anticuerpo irrelevante {(anti-MHC-I)
y analizadas en western biot con el mismo anticuerpo anti-p72Syk. (B) Las células Mono Mac 1 fuercn
estimuladas con 5 nM de MCP-1, lisadas e inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-PTyr y analizada la
membrana con anticuerpos anti-p725yk.

La activacién de estas quinasas depende por lo tanto de la via de sefializacién
acoplada a proteinas Gi. En cuanto a su funcién es probable que puedan estar
implicadas en los fenémenos de reorganizacién de citoesqueleto necesarios para la
polarizacién celular y redistribucién de receptores de quimioquinas, hechos que juegan
un papel muy importante en la migracidn celular.
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4.6 La quimioquina MCP-1 induce Ia activacion de la protein-fosfatasa Shp-1.

Las fosfatasas juegan un papel critico en la regulacion de las vias de sefializacion
mediadas por fosforilacion en residuos de ftirosina. El hecho de que la
asociacion/disociacion de JAK2 al CCR2 en respuesta a la estimulacién con MCP-1 se
vea afectada por el tratamiento con toxina de pertussis, sugiere la existencia de sefales

de regulacién mediadas por la proteina Gi.

Usando lisados de células Mono Mac 1 estimuladas con MCP-1 (10 nM) a
diferentes tiempos, hemos observado que Shp-1, una tirosin-fosfatasa citoplasmica , se
trasloca a la membrana, se asocia al CCR2 y se activa. El experimento se realizd
inmunoprecipitando los lisados de células, previamente estimuladas con MCP-1,con el
anticuerpo CCR2-03 y revelando los western blot con anticuerpos anti-Shp-1 (Figura
47, panel superior).
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Figura 47. El MCP-! induce la asociacién de Shpl al CCR2 de forma dependiente de la activacidn
de G;. Células Mono Mac |, tratadas o no con PTX (0.1 pg/ml, 16h), fueron estimuladas con 10
nM de MCP-1, lisadas e inmunoprecipitadas con el mAb CCR2-03 o un anticuerpo control (mlgG) y
analizadas en western blot con anticuerpos anti-Shpl. Como conirol positive se incluyen lisados de
las mismas células sin inmunoprecipitar analizados en western blot con el mismeo anticuerpo anti-

Shp!. Las mismas mernbranas fueron analizadas con el anticuerpo CCR2-05, como control de la
cantidad de proteina cargada.
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Se observa que Shp-1 se asocia al receptor a los 5 minutos de la estimulacién
con MCP-1 y alcanza un mdximo a los 15 minutos. La immunoprecipitacién de
lisados celulares estimulados con MCP-1 con anticuerpos control frente a [32-
microglobulina y otras proteinas de membrana y revelados los western blots con anti-
Shp-1, no identifican la presencia de esta fosfatasa, indicando que la asociacion del
Shp-1 al CCR2 no se debe a asociaciones inespecificas con proteinas de membrana que
se dieran en las condiciones experimentales empleadas. La asociacion de Shp-1 al
CCR2 inducida por MCP-1, no se observa cuando las células son tratadas con toxina
de pertussis antes del estimulo (Figura 47, pamel inferior), indicando que la

asociacién entre Shp-1 y el receptor requiere de la activacion de Gou.

La activacién de esta tirosin fosfatasa mediada por MCP-1 y de forma
dependiente de la proteina G, sugiere que esta fosfatasa esté implicada en la disociacion
de JAK? al CCR2.

5. SENALIZACION: DESENSIBILIZACION.

5.1.- La quimioquina MCP-1 induce la asociacion de GRK2, Arrestina y CCR2
en un complejo multimolecular.

Ya hemos descrito como las células Mono Mac 1 responden al estimulo con
MCP-1 con una movilizacién de calcto. Asi mismo hemos descrito que éstas células
expresan otros receptores de quimioguinas, como es el caso del CXCR4, y también
responden con movilizacion de calcio al estimulo con el ligando de este receptor, el
SDF-1a.  Sin embargo, si una vez que se induce la movilizacién con un primer
estimulo de MCP-1, se aiiade un segundo estimulo, la cé€lula no responde, mientras que
si se observa movilizacién si el segundo estimulo se efectia con SDF-la. Los
receptores de quimioquinas por lo tanto, sufren un proceso denominado
desensibilizacion homdloga, por el cual dejan de estar funcionales a un segundo
estimulo, mientras que la célula sigue siendo susceptible a la estimulacién a través de
otros receptores. (Figura 48). Este fenémeno ha sido ampliamente descrito para
receptores de quimioquinas y para otros receptores acoplados a proteinas G (Wang et
al. 1993).
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Figura 48. Desensibilizacion del CCR2 inducida por MCP-1. Movilizacién de calcio en células
Mono Mac 1 cargadas con Fluo-3-AM en respuesta a 10 nM de MCP-1 y determinada por citometria
de flujo a 525 nm ; un segundo estimulo con 10 nM de MCP-1 no induce movilizacién de calcio

o (panel superior). Como control, las células estimuladas con MCP-1 fueron a continuacion estimuladas
con 10 nM de SDF-1a (panel inferior). La figura muestra un experimento representativo. El % d&
respuesta se ha calculado como en ocasiones anteiores.

- Usando un esquema experimental similar al empleado hasta ahora, nos
propusimos estudiar que eventos estan implicados en la desensibilizacion del CCR2
inducida por su ligando, el MCP-1.

- Para muchos receptores acoplados a proteinas G en esta rdpida
desensibilizacion estd implicada la fosforilacion en residuos serina/treonina del receptor
tras la unién del ligando por un grupo de quinasas denominado GRK, por ser quinasas
de receptores acoplados a proteinas G (G Protein Receptor Kinase). De hecho las
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GRKX tras fosforilar al receptor en residuos de serina o treonina incrementan la afinidad
para proteinas del tipo de la arrestina cuya unién previene posteriores acoplamientos de
las proteinas G y por lo tanto la funcionalidad ligada al receptor. Luego los receptores
desacoplados son retirados de la superficie celular en un proceso conocido como
internalizacion. Hay seis GRK clasificadas por homologia de secuencia en tres familias.
El andlisis del extremo carboxilo terminal del CCR2 indica la presencia de residuos
serina/treonina susceptibles de ser fosforilados por esta familia de quinasas. El primer
paso fue demostrar que el tratamiento con 10 nM de MCP-1 de las células Mono Mac
induce la fosforilacion del CCR2 en residuos Ser/thr. Las células fueron tratadas
durante diferentes tiempos con MCP-1, se lisaron y los extractos correspondientes
fueron inmunoprecipitados con anticuerpos especificos anti-CCR2. El anilisis por
western blot de los inmunoprecipitados con una mezcla de anticuerpos monoclonales
anti-fosfoserina/treonina, demuestran la presencia de una proteina fosforilada de 38kDa
que se corresponde con el CCR2 (Figura 49). Existe una fosforilacién basal, en
ausencia de estfmulo, que aumenta rapidamente (5 min.) después del estimulo con
MCP-1, llegando a un maximo de fosforilacion a los 15-30 minutos y disminuyendo a
partir de entonces. La cantidad total de CCR2 inmunoprecipitada en los diferentes
tiempos es idéntica, como se demuestra al revelar ]a misma membrana con anticuerpos
anti-CCR2 (figura 49).
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Figura 49. Fosforilacién de residuos serina/treonina del CCR2 en respuesta a MCP-1. Lisados de
c€lulas Mono Mac 1 estimulados con 10 nM de MCP-1 fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo
anti-CCR2 (CCR2-03) vy analizado el western blot con una mezcla de anticuerpos anti-
fosfoserina/treonina. Como control de la cantidad de proteina en cada carril, 1a misma membrana fue
analizada con ¢l anticuerpo CCR2-05.

Dados los altos niveles de expresién de GRK2 en leucocitos de sangre

periférica asi como en lineas celulares mieloides y linfoides, pensamos que esta quinasa
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podfa ser la implicada en nuestro modelo celular en la fosforilacion del CCR2 tras la
activacién con MCP-1. Ensayos de western blot de lisados de células Mono Mac 1y
células HEK 293 transfectadas con diferentes GRKs empleando anticuerpos anti-
GRK?2 indican una elevada expresién de esta quinasa en las células Mono Mac 1
(Figura 50, panel izquierdo). El anticuerpo empleado presenta una ligera reaccion
cruzada con la GRK3, pero esta quinasa migra a un peso molecular ligeramente
diferente al de la GRK?2. Anilisis de lisados cefulares con un anticuerpo anti-GRK3,
que también presenta reaccion cruzada con GRK2, indican que la quinasa GRK3 no se
expresa, al menos en niveles significativos, en las células objeto de nuestro estudio,
Mono Mac 1 (Figura 50, panel derecho).
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Figura 50. Presencia de GRK en las células Mono Macl. Andlisis mediante ensayos de western
blot de extractos de células Mono Mac 1 (carril 1). Como control el mismo andlisis fue llevado a cabo
en células HEK-293 transfectadas con el vector pcDNA3Z vacio o conteniendo GRK2, GRK3, GRKS o
GRKG6 (carriles 2 al 6, respectivamente). Los western blot fueron analizados con anticuerpos  anti-
GRK2Z (ABY, panel izquierdo) y anti-GRK3 (panel dercho). La masa molecular de la GRK2 y GRK3
es de 80 kDa y 78 kDa, respectivamente.

Dado que se conoce que GRK2 es una proteina citosélica que se trasloca a la
membrana celular después de la activacién con ligando (Ruiz-Gémez y Mayor, 1997),
para asi fosforilar al receptor, analizamos la distribucién de esta quinasa en diferentes
fracciones celulares antes y después de Ia estimulacion con MCP-1. La adicidén de 10
nM de MCP-1 promueve una elevacion transitoria de los niveles de GRK2 en la
fraccion particulada, que alcanza un maximo a los 15 minutos de la estimulacion
(Figura 51). Estos datos son consistentes con la cinética de fosforilacion del CCR2 y
son similares a los encontrados para otros GPCRs. Los ligeros cambios observados en
1a distribucién subcelular de GRK2 pueden reflejar el hecho de que s6lo una pequefia
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fraccién de fa GRK2 citoplasmética se trasloca y asocia con el receptor activado asi
como la rdpida dindmica intracelular de esta quinasa. Hay que indicar también que una
cantidad significativa de la GRK2 estd asociada con la fraccién particulada en ausencia
de estimulacién. Este hecho se puede deber tanto a su asoclacidn a membranas
microsomales como a su unién a la membrana plasmatica como consecuencia de una
actividad basal de los receptores que puede contribuir a la rdpida regulacién de los

mismos observada tras la unién de sus respectivos agonistas.
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Figura 51. Traslocacién de la serinftreonin quinasa GRK2 en respuesta a MCP-1. Las células Mono
Mac 1 se estimularon con 10 nM de MCP-1 a los tiempos indicados y se obtuvieron las fracciones
particuladas (Ruiz-Gémez y Mayor, 1997). Las mismas cantidades de proteina fueron cargadas y
resucltas en geles de SDS-PAGE, transferidas a membranas y analizadas con anticuerpos anti-GRK2
(AB9, panel superior). Los datos fueron cuantificados por densitometria y representados como el
porcentaje de GRK2 en la fraccién particulada, tomando como basal la existente antes de la
estimulacién (100%) (panel inferior).

Para demostrar {a relacién funcional existente entre la GRK?2 y este receptor de
quimioquinas, intentamos averiguar si la GRK2 podia encontrase asociada con el CCR2
en las células Mono Mac 1. La inmunoprecipitacion de extractos provenientes de
células estimuladas con 10 nM de MCP-1 con anticuerpos anti-CCR2 y tratados los
western blots correspondientes con anticuerpos anti-GRK?2 indican la presencia de esta
quinasa asociada al CCR2 de manera dependiente del ligando, asociacidén que es

mdxima entre 15 y 30 minutos después del estimulo (Figura 52).
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Figura 52. Asociacién de GRK2 al CCR2 en respuesta a MCP-1. Lisados de células Mono Mac 1
previamente estimuladas con 10 nM de MCP-1 a los tiempos indicados, fueron inmunoprecipitados
con anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03) y analizadas en ensayos de western blot con el anticuerpo AB9
anti-GRK2. Como control la misma membrana fue analizada con el anticuerpo CCR2-05. Como
control negativo lisados de células estimulados con MCP-1 fueron inmunoprecipitados con anticuerpos
anti-CD4 y la membrana fue analizada con el mismo anticuerpo anti-GRK2.

La especificidad del ensayo se demuestra mediante la inmunoprecipitacién de
estos mismos extractos con anficuerpos no relacionados (anti-CD4). Los cambios en
las cantidades de GRK2 asociada al CCR2 no son consecuencia de variaciones en los
niveles de receptor inmunoprecipitado, ya que el analisis por western blot de ta misma
membrana, tratada con el anticuerpo monoclonal anti-CCR2, CCR2-05, indica que estos
niveles no varfan (Figura 52, panel inferior). Ensayos de inmunoprecipitacion
usando anticuerpos anti-GRK2 y western blot con anticuerpos anti-CCR2 dan
resultados comparables. Estos datos demuestran que tras la unién del MCP-1 al CCR2
y como consecuencia de ello, la GRK2 se trasloca de citosol a membrana y se asocia al
receptor fosforilandolo en los residuos serina/treonina, probablemente en la regién

carboxilo terminal.

5.2. El MCP-1 induce la asociaciéon de B-arrestinal al CCR2.

Ya hemos referido antes que en otros receptores acoplados a proteinas G la
fosforilacion por las GRK provoca la asociacién al receptor de proteinas del tipo
arrestina. EI siguiente paso en el estudio que llevamos a cabo, fue por lo tanto detectar
la presencia de proteinas de la familia de la arrestina en las células Mono Mac 1. Para

ello, células HEK 293 transfectadas con B-arrestinal y células Mono Mac 1 fueron
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lisadas y analizadas por western blot usando un anticverpo monoclonal anti-arrestina o
un suero policlonal especifico de f-arrestinal (Figura S3A).
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Figura 53. Asociacion de B-arrestina al CCR2 en respuesta a MCP-1. (A) Lisados de células HEK-
293 transfectadas con f-arrestina 1 (carril 2} o sin transfectar (carril 1) asi como las fraccionss
particulada (carril3) y citosélica {camil 4) de células Mono Mac i fueron analizados en ensayos de
western bfot con anticuerpos anti-f§-arrestina . (B) Lisados de células Mono Mac i estimulados con 10
nM de MCP-1 a los tiempos indicados, fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2
(CCR2-03) y analizado en ensayos de western blot con anticuerpos anti-f-arrestina, Como conirol de la
cantidad de proteina inmunoprecipitada, la misma membrana fue analizada con el anticuerpo CCR2-05.
Asi mismo y como control negativo lisados de células estimulados con MCP-1  fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CD4 y la membrana fue analizada con el mismo anticuerpo
anti-arrestina.

Los resultados indican la presencia de una proteina predominantemente
citosdlica, de unos 50 kDa de peso molecular, que se corresponde con B-arrestinal en
lisados de células Mono Mac 1 (Figura 53A). A continuacién extractos celuiares de
Mono Mac | fueron inmunoprecipiados con anticuerpos anti-CCR2 y analizados por
western blot con el anticuerpo policlonal anti-f-arrestina 1 (Figura 53B). Una proteina
reconocida por éste anticuerpo coinmunoprecipita con el CCR2 activado; esta
asociacion alcanza un maximo a los 30 minutos de estimulacién con 10 nM de MCP-1
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disminuyendo ligeramente a los 45 minutos. La cantidad de proteina cargada en los
diferentes carriles del gel se determiné analizando la misma membrana con anticuerpos
anti-CCR2 (Figura 53B), indicando que no existen diferencias en los niveles de
receptor inmunoprecipitado a los diferentes tiempos de estimulacion. Asi mismo, la
especificidad de la interaccién entre la (3-arrestina y el CCR2 se confirmé empleando
anticuerpos frente a otras proteinas de membrana (anti-CD4). La cinética de asociacion
de la arrestina con el receptor de guimioguinas estd un poco retrasada con respecto a la
de la GRK2, consistente con la necesidad de que el receptor esté fosforilado para que Ja
B-arrestinal se asocie con alta afinidad.

Ya que tanto la GRK2 como la arrestina pueden encontrase acopladas al CCR2,
se contempld la posibilidad de que P-arrestinal forme parte de un complejo
macromolecular con el receptor y la quinasa. Realizamos por lo tanto, experimentos de
inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-GRK2, seguido de western blot con
anticuerpos anti-arrestina (Figura 54), 3-arrestinai coinmunoprecipita con GRK2 con
cinética dependiente de la estimulacién con MCP-1, y coincide con los tiempos de
asociacion de ambas al receptor, sugiriendo que tanto la quinasa como la atrestina y el

receptor estdn presentes simultaneamente en el mismo complejo macromolecular.
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Figura 54. Asociacion de B-arrestina a la guinasa GRK2 en respuesta a MCP-1. Lisados de células
Mono Mac 1 estimulados con 10 nM de MCP-1 a los tiempos indicados, fueron inmunoprecipitados
con anticuerpos anti-GRK2 y analizado en ensayos de western blot con anticuerpos anti-P-arrestina,
Como control negativo lisados de células no estimuladas con MCP-1 fueron inmunoprecipitados con
anticuerpos anti-JAK2 y la membrana fue analizada con el mismo anticuerpo anti-arrestina.
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5.3.- Significacion bioldgica del papel de las GRKs en la sefalizacion a través
del CCR2.

Nos propusimos finalmente confirmar los datos obtenidos y demostrar la
significacién bioldgica de estas asociaciones, coexpresando en células HEK 293 el
CCR2 y la GRK2 asi como evidenciar la especificidad de accion de la GRK2 en la
desensibilizacién del CCR2 o si por el contrario se debia a la falta de otras GRKs como
la GRK3 en las células Mono Mac 1.
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Figura 55. La sefializacion a través del CCR2 inducida por el MCP-1 es modulada por las quinasas
GRK2 y GRK3. Células HEK-293 fueron transfectadas con pcDNA3; con pcDNACCR2 + pcDNA3,
pcDNAGRK?2 0 pcDNAGRK3; o con pcDNACCR2IX + pcDNA3 o pcDNAGRK2, como se indica.
La movilizacién de calcio en respuesta a 10 nM de MCP-1 se determind como se describe en la figura
39. Los datos se expresan como el % de la maxima respuesta inducida por el MCP-1. Las flechas
indican los tiempos de estimulacién con MCP-1.

Cuando las células fueron co-transfectadas con CCR2 mas GRK2 6 GRK3, la
respuesta a MCP-1 quedaba totalmente inhibida (Figura 55) demostrando de nuevo

que la desensibilizacién es un proceso mediado por la actividad de esta familia de
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quinasas, pero demostrando también que en el caso del CCR2 no existe especificidad
para la GRK? sino que otras quinasas de esta familia, como la GRK3, son capaces de
realizar la misma funcién siempre y cuando estén presentes en el sistema celular objeto
de estudio. La importancia de esa fosforilacién se se pone de nuevo en evidencia
cuando coexpresamos las GRK con un CCR2 mutante que carece de los residuos
Ser/Thr del extremo carboxilo terminal (CCR2B-IX). A pesar de que los niveles de
GRK2 son similares en las células transfectadas con CCR2B y con CCR2B-IX, en este
ultimo caso la unién del ligando provoca también la movilizacién de calcio, pero
curiosamente, las células no se desensibilizan a un segundo estimulo con el ligando.
(Figura 55), lo que relaciona la regién carboxilo-terminal del CCR2B como diana para
las GRKs. Obviamente controlamos la expresién y actividad de las quinasas
transfectadas de forma transitoria en células HEK 293 mediante ensayos de western
blot (Figura 56A) y de fosforilacién in vitro de rodopsina (Figura 356B),
respectivamente. Ambas quinasas presentan similar actividad, como se ve por los

niveles de fosforilacién de rodopsina que son capaces de inducir.
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Figura 56. Expresion de GRK2 y GRK3 en células HEK-293 transfectadas con los pldsmidos
correspondientes. (A) GRK2 recombinante (carril 1) y lisados de células HEK-293 transfectadas con el
CCR2 (carril 2), CCR2 + GRK2 (carril 3} y CCR2 + GRK3 (carril 4) fueron analizados en ensayos de
western blot con mezcla de anticuerpos anti-GRK2 {AB9) y GRK3. (B} Células HEK-293 transfectadas
con el CCR2 (carril 2}, con el CCR2 + GRK2 (carril 3) o con el CCR2 + GRK3 fueron lisadas y la
actividad quinasa de la fraccidn citosélica se determind vsando la rodopsina como substrato. GRK2
recombinante {10 nM) fue empleada como control {(carril 1). La figura corresponde a un experimento
representativo.

Un dato mas que apoya el critico papel que juega la GRK2 en la desactivacion
del CCR2B se obtuvo en experimentos en los cuales se co-transfecté el CCR2B con un
mutante dominante negativo de GRK2, BARK-K220R. La expresién de este mutante

en celulas HEK 293 a niveles similares a los obtenidos con la GRK2 nativa no llevan a
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un incremento en la actividad quinasa, como se demuestra en los ensayos de
fosforilacidn in vitro de rodopsinasin embargo BARK-K220R se asocia al CCR2 igual
que lo hace la GRK2 nativa al estimular dicho receptor con MCP-1 (Figura 57).
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Figura 57. Tanto GRK2 como el mutante BARK-K220R se asocian al CCR2 en respuesta a MCP-
1. {A) Lisados de células HEK-293 co-transfectadas con pcDNACCR2 + pcDNA3J, pcDNAGRK2 o
pcDNABARK-K220R estimulados con 10 nM de MCP-1 durante 15 min., fueron inmunoprecipitados
con anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03) y analizado en ensayos de western blot con anticuerpos anti-
GRK2. Como control negativo lisados de células estimulados con MCP-1 durante 15 min., fueron
inmunoprecipitados con anticuerpos anti-MHC-1 y la membrana fue analizada con el anticuerpo anti-
CCR2 CCR2-05 (B) Células HEK-293 transfectadas con el CCR2 {carril 2), con el CCR2 + GRK2
(carril 4) o con el CCR2 + BARK-K220R (carril 5) fueron lisadas y la actividad quinasa de la fraccién
citosdlica se determind usando la rodopsina como substrato, GRK2 recombinante (10 nM) fue
empleada como control (carril 1). La figura corresponde a un experimento representativo.

En presencia de este mutante el MCP-1 es capaz de inducir una movilizacién de
calcio similar a la obtenida cuando transfectamos el CCR2 en solitario (Figura 58),
claramente diferente al bloqueo de movilizacion observado cuando co-transfectamos el
CCR2 con la GRK2 nativa.
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Figura 58. El mutante BARK-K220R inhibe la desensibilizacion del CCR2 promovida por el MCP-
1. Células HEK-293 fueron co-transfectadas con el pcDNA-CCR2 + pcDNA3, pcDNA-GRK2 o
pcDNABARKK-220R y cargadas con la sonda FLUO-3-AM. La movilizacién de calcio en respuesta a
10 nM de MCP-1 se analizé como se indica en la figura 39. Los datos se expresan como el % de la
maxima respuesta inducida por el MCP-1. Las flechas indican los tiempos de estimulacién con MCP-
l.

Las células que expresan esta quinasa mutante son capaces de movilizar calcio
en respuesta a un segundo estimulo con MCP-1 (Figura 58), incluso a concentraciones
de ligando en las cuales la respuesta a este segundo estimulo se ve desensibilizada en

células transfectadas unicamente con el receptor (Figura 59).
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Figura 59. El mutante BARK-K220R inhibe la desensibilizaciéon del CCR2 promovida por el MCP-
1. Células HEK-293 fueron co-transfectadas con el pcDNACCR?2 + pcDNA3 o pcDNABARK-K220R
y cargadas con la sonda FLUO-3-AM. Las células se estimularon con las concentraciones de MCP-1
indicadas. A los dos minutos, se volvieron a estimular con 10 nM de MCP-1, como se indica con las
flechas. La movilizacién de calcio se analiz6 como se indica en la figura 39. Los datos se expresan
como el % de la maxima respuesta inducida por el MCP-1. Las flechas indican los tiempos d
estimulaciéon con MCP-1.

Estos datos concuerdan con los obtenidos por otros autores (Mueller et al.
1997) al expresar un CXCR2 mutante que carece del extremo carboxilo terminal o que

contiene mutadas los residuos serina y treonina.
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5.4. El MCP-1 provoca la rapida internalizacion del CCR2 en vesiculas de

clatrina.

Los fenémenos de desensibilizacién de la sefial, asociacion de GRK y arrestina
tienen su continuacién en la internalizacion del receptor. Este fenémeno se da también
en el caso de los receptores de quimioquinas y de hecho cuando las células Mono Mac
1 son incubadas con 10 nM de MCP-1 a 37°C, se detecta una rdpida desaparicion del
receptor de la membrana celular mediante experimentos de citometria de flujo (Figura
60) empleando anticuerpos anti-CCR2. Similares datos se obtienen cuando tras el
estimulo, las células son tefiidas y la tincién se observa en microscopia confocal
(Figura 61).
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Figura 60. Internalizacién del CCR2 en respuesta a MCP-1. Células Mono Mac 1 fueron incubadas
a los tiempos indicados con 10 nM de MCP-1 0 RANTES a 37 y 4°C. La expresion del CCR2 en la
membrana celular se analizé por citometria de flujo usando anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03), como
se ha descrito anteriormente. Los resultados se expresan como el porcentaje de la médxima unién
obtenida en ausencia de estimulacién con quimioquinas, con la desviacién estandar indicada.
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Como cabria esperar, la internalizacién no se produce al estimular con otro
ligando como RANTES, que se une al CCRS, o cuando el estimulo con MCP-1 se
efectua a 4°C, temperatura a la que no se producen fenémenos que requieren fluidez de

la membrana celular.

Figura 61. El MCP-1 induce la internalizacién del CCR2. Los experimentos de microscopia

confocal fueron realizados como se indica en materiales y métodos. Las células Mono Mac 1 sin tratar
(paneles A, B, E, F) o tratadas con 10 nM de MCP-1 (paneles C y G) o de RANTES (paneles D y H)
durante 30 min a 37°C fueron tefiidas con el anticuerpo CCR2-03 (paneles B-D y F-H) o con un
anticuerpo control (paneles A y E). La figura muestra modelos de reconstitucién tridimensional de la
tincion celular (Paneles A-D) y secciones Opticas representativas de las distintas obtenidas para cada
condicion empleada (paneles E-F). En los recuadros se muestra el nucleo celular junto al marcaje con
el anticuerpo CCR2-03 (f1) o con un anticuerpo control (el)

En un intento de estudiar este proceso y relacionarlo con eventos de
sefalizacion, extractos celulares de Mono Mac 1 estimuladas con 10 nM de MCP-1
fueron inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CCR2 para analizar la presencia de
clatrina en western blot. Se emplearon anticuerpos anti-clatrina, ya que la
internalizacion mediante vesiculas de clatrina es una de las vias mas extendida en el caso
de receptores acoplados a proteinas G. Efectivamente, la clatrina se associa al CCR2

con una cinética que alcanza un maximo a los 30 minutos (Figura 62).
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Figura 62, Asociacién de caltrina al CCR2 en respuesta a MCP-1. Las células Mono Mac 1 fueron
estimuladas con 10 nM de MCP-1 fueron inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2 (CCR2-03)
y analizado en ensayos de western blot con anticuerpos anti-clatrina (cadena pesada). Un lisado de las
mismas células es incluido como control, asi como el andlisis de la misma membrana con el
anticuerpo CCR2-05,

La especificidad del ensayo se demostré inmunoprecipitando los mismos
extractos celulares con anticuerpos anti-MHC-1. Ademds se controlé la cantidad de
CCR2 inmunoprecipitado en cada tiempo de la cinética rehibridando la misma
membrana con anticuerpos anti-CCR2. Estos datos demuestran que existe una
asociacion fisica entre la clatrina y el CCR2 durante los procesos de intemalizacion y
que el CCR2 es internalizado en vesiculas de clatrina.

5.5. El MCP-1 induce la asociacion de dinamina al CCR2.

La endocitosis de diversos receptores acoplados a proteinas G requiere Ia
actividad GTPi4sica de la dinamina. La estimulacién del receptor lleva al reclutamiento
de la dinamina citosdlica a los coated pits originando su constriccién y la subsiguiente
formacion de vesicuias (Seungkirl ef al. 1997). Para analizar si {a dinamina también
juega un papel en la endocitosis del CCR2, estimulamos células Mono Mac 1 con 10
nM de MCP-1 a diferentes tiempos y analizamos la presencia de dinamina en los

lisados celulares inmunoprecipitados con anticuerpos anti-CCR2. Los ensayos de
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western blot (Figura 63) muestran la asociacién de la dinamina al CCR2 con un
maximo a los cinco minutos de activacién con el MCP-1, indicando que la dinamina

puede estar contribuyendo a la endocitosis del receptor.

— 160
— — — 105
- 75
CCR_Z—}i C “ ]
L____--'J gy W o - 17:01'4_1.5_’_|
migl
0O 5 15 30'45
MCP-1
| i
anti-CCR2

Figura 63. Asociacion de dinamina al CCR2 en respuesta a MCP-1. Las células Mono Mac 1
fueron estimuladas con 10 nM de MCP-1 a los tiempos indicados y sus lisados fueron
inmuneprecipitados con anticverpos anti-CCR2 (CCR2-03) y analizado en ensayos de western blot con
anticuerpos anti-dinamina. Un lisado de las mismas células es incluido como control, asi como el
andlisis de la misma membrana con el anticuerpo CCR2-05.
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En el estudio de las quimioquinas y de sus receptores se ha producido en los
tltimos afios un gran avance debido al interés que estas proteinas tienen en diversos
procesos fisiolgicos y patolégicos. El papel de las quimioquinas en el trifico de
diversas poblaciones leucocitarias ha sido descrito en innumerables ocasiones, aunque
el hecho de que existe una gran redundancia entre quimioquinas y sus receptores y la
falta de reactivos adecuados ha hecho que exista una cierta confusién en los datos
obtenidos por los diferentes investigadores, asignandose a quimioguinas y receptores,
papeles en diferentes procesos en los que posteriormente se ha demostrado que no
intervienen. En pocos afios se ha pasado de unas pocas quimioquinas conocidas a
cerca del centenar y de dos o tres receptores a mds de quince. A medida que aumentan
las herramientas disponibles, anticuerpos monoclonales, agonistas y antagonistas,
mutantes, etc., se ha podido asignar nuevas funciones a las quimioquinas, demostrando
el papel que juegan en el sisterna nervioso central, en el sistema circulatorio, en
procesos tumorales, en angiogénesis, etc... funciones que van mds alld de la hasta ahora
mds conocida como organizadores del trdfico de poblaciones leucocitarias.

Hoy en dia las quimioquinas pueden agruparse en dos grandes grupos:

- Quimioquinas homeostdticas, que regulan la correcta disposicién de la
poblacién leucocitaria en el sistema inmunitario, manteniendose asi la estructura del
ismo y cuya expresion es constitutiva.

- Quimioquinas proinflamatorias, que se producen en momentos concretos y
por diferentes tipos celulares en respuesta a los estimulos adecuados, esto es, con
expresion inducible. Estas quimioquinas posibilitan la llegada organizada de las
poblaciones leucocitarias apropiadas ante determinados estimulos a los lugares

OpOrtunos.

Como se puede intuir de esta clasificacién, las quimioquinas han sido
implicadas en la mayoria de procesos fisioldgicos en los cuales se precisa de la
localizacién de tipos celulares concretos en un momento y lugar determinado,
incluyendo células que no pertenecen al sistema inmune, Asi, se ha descrito un papel
para la quimioquinas en embriogénesis, hematopoiesis, asf como en diversos procesos
patologicos. En los ultimos afios se ha producido un gran avance en el conocimiento
del “dénde” y el “cudndo” actian, pero poco se sabe del “como” actian, es decir
cOmo interaccionan quimioquina y receptor y las vias de sefializacion que se activan tras

ésta union.
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Hasta el momento se han definido las estructuras de nueve quimioquinas
humanas tanto de la familia CC como de la CXC, entre las que se incluyen la IL-8, Gro-
o, NAP-2, MIP-1B, RANTES, MCP-3, MCP-1, SDF-1 y eotaxina {Clore y
Gronenborn, 1995 ; Lodi ef al. 1994, Crump ef al. 1997 ; Crump ef al. 1998). A
pesar de la diversidad funcional que caracteriza a estas moléculas, existen una serie de
caracteristicas estructurales comunes. Asi, las zonas ordenadas de las estructuras
tridimensionales son muy similares y el plegamiento de las quimioquinas es predecible
y caracteristico. En estos estudios se ha visto que las quimioquinas pueden existir
como mondmeros, dimeros o tetrdmeros, sin embargo las quimioquinas se disocian en
monémeros a concentraciones fisiologicas. Parece pues, que a pesar de que la
dimerizacién tiene una base estructural no refleja la situacion fisioldgica o la forma en
que se produce la interaccion con el receptor y se media la sefializacién (Crump et al.
1997). También se ha descrito que las quimioquinas son capaces de asociarse con la
matriz tisular mediante su interaccién con glicosaminoglicanos, manteniendo por lo
tanto a las quimioquinas confinadas a un determinado lugar (Baggiolini ef al. 1997a).
La estructura que pueden adoptar las quimiquinas en estas condiciones puede variar en
gran medida, facilitandose ademads la formacién de complejos.

En cuanto a las regiones de la quimioquina necesarias para la unién y activacién
del receptor, en todas las quimioquinas examinadas se ha visto que la region amino
terminal contiene los residuos implicados en la unién al receptor y los necesarios para
la activacién del mismo (Gong ef al. 1995) Sin embargo, en algunas quimioquinas,
como es el caso de los diferentes MCPs, RANTES y SDF-1, los residuos funcionales
pueden disociarse de los residuos de unién. La importancia de esta regién se we
reforzada por el hecho de que péptidos correspondientes al extremo N-terminal de
algunas quimioquinas tienen actividad (Loetscher et al. 1998).

Los receptores de quimioquinas estin formados por una unica cadena
polipeptidica con siete regiones transmembrana. Estas proteinas tienen una porcién
extracelular amino terminal, que junto a los tres bucles extracelulares estd implicada en
la interaccién entre el ligando y el receptor. Asi mismo, poseen una regién citopldsmica
carboxilo terminal y tres bucles intracelulares que de forma conjunta participan en la
unién y activacién de proteinas G (Kim y Devreotes, 1994) y otras moléculas
implicadas en la sefializacién La mayorfa de los receptores acoplados a proteinas G

tienen cisteinas conservadas en los bucles extracelulares, que se cree forman puentes
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disulfuro que estabilizan la estructura funcional de la proteina (Probst et al. 1992). Los
receptores de quimioquinas poseen ademds en €l extremo amino terminal dominios
ricos en residuos tirosina que parecen estar implicados en la unién al ligando (Hebert
et al. 1993, Farzan et al. 1997 ). Debido al gran interés que han despertado las
quimioquinas y sus receptores, el estudio de las reglas que rigen la interaccion entre
ligandos y receptores de esta familia ha dado lugar a un gran nimero de trabajos en los
dltimos afios. En vivo, este proceso posiblemente implica una relacidn dindmica en la
que estarfan implicados no sélo la quimicoquina y su receptor, sino también las distintas
moléculas efectoras, entre ellas el complejo de la proteina G heterotrimérica.
Curiosamente y a pesar del interés reflejado, muchos de los eventos moleculares que
siguen a la activacién de los receptores de quimioquinas permanecen todavia sin

esclarecer.,

La presencia de un puente disuifuro entre la regién amino terminal y el tercer
bucle extracelular conservado en los diferentes receptores de quimioquinas conocidos,
sugiere un papel importante de estas regiones tanto para la unién del ligando como para
la activacion del receptor (Hébert et al. 1993 ; Zhang ef al. 1994 ; La Rosa ef al.
1992). De hecho se han obtenido anticuerpos monoclonales neutralizantes contra el
receptor del IL-8 (CXCR1 & 2). Estos anticuerpos antagonistas reconocen la regién
amino terminal del receptor, a pesar de haber sido obtenidos usando como inmundgeno
c€lulas que expresan altos niveles del receptor (Chuntharapai ef al. 1994 ; Mulligan
etal. 1993). Ensayos en los que se han empleado receptores quiméricos indican que
ambas regiones son importantes también en el caso del MCP-1 y su receptor, el CCR2
(Monteclaro y Charo, 1996); sin embargo otras regiones del receptor también pueden
jugar un papel critico en la unién del ligando, como es el caso del segundo loop
extracelular del CCRS5 (Atchison ef al. 1996 ; Farzan ef al. 1997). También se han
descrito anticuerpos neutralizantes frente al CCR3 y al CCR5 (Bleul ef al. 1997 ;
Heath et al. 1997), aunque las regiones del receptor reconocidas por los mismos no
han sido definidas. El hecho de que en la mayoria de los casos una quimioquina sea
capaz de unirse a diferentes receptores y que un receptor sea capaz de interaccionar con
varias quimioquinas diferentes hace que el estudio de los requerimientos estructurales

necesarios para que se den estas interacciones sea sumamente atractivo.
Por otro lado y dado que los receptores de quimioquinas han sido descritos

como coreceptores para el virus del SIDA, se afiade un nuevo punto de interés sobre las

regiones del receptor que interaccionan con el virus asi como sobre qué requerirnientos
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son necesarios para que de la interaccion entre el virus y el receptor de quimioquinas se
llegue a la infeccion (Alkatib ef al. 1996).

Con todos estos condicionantes y requerimientos iniciales nos propusimos el
estudio de las vias de sefializacién activadas por las quimioquinas, eligiendo como
modelo a la proteina quimioatrayente de monocitos, MCP-1, y su receptor CCR2, entre
otras cosas por la relevancia que ambos poseen en procesos patoldgicos como son la
artritis reumatoide y el asina, entre otros. Para evitar que la redundancia existente entre
quimioquinas y sus receptores nos pudiera llevar a resultados confusos y de dificil
interpretacion, se abordd la obtencién de anticuerpos monoclonales frente at CCR2.
Los anticuerpos monoclonales son herramientas de una gran utilidad debido a su
extraordinaria especificidad y mas adn si durante el proceso de su obtencidén se
introducen criterios de selectividad que permitan obtener aquellos anticuerpos capaces
de reconocer a la proteina diana en los diferentes ensayos que posteriormente van a ser
empleados, como son citometria de flujo, western blot, inmunoprecipiatcion o
inmunocitoquimica.

Caracterizacion del CCR2B. Obtencién de anticuerpos monoclonales frente al
CCR2B.

Hemos obtenido y caracterizado anticuerpos monoclonales frente al CCR2
humano, empleando péptidos sintéticos como inmunégenos. El uso de péptidos
sintéticos como inmundgeno ofrece numerosas ventajas ya que nos permite obtener
anticuerpos frente a regiones pre-determinadas de una determinada proteina. En un
principio fueron seleccionadas diferentes regiones basadas en varios criterios: primero,
la secuencia de aminodcidos, que permite seleccionar regiones especificas del CCR2,
respecto de otros receptores conocidos, incluyendo los de otras especies. El segundo
criterio empleado fu€ la seleccién de regiones que incluyeran amino dcidos implicados
en la interaccion con el ligando o en la activacién del receptor, lo que nos permitiria
generar anticuerpos monoclonales que pudieran afectar a la actividad del ligando. Por
ultimo, se tuvieron en cuenta los requerimientos estructurales de las secuencias elegidas
que pudieran originar péptidos con estructuras similares a las que adoptan dentro del
receptor nativo. El cumplimiento de estos criterios no asegura sin embargo una
respuesta inmune adecuada frente a los mismos y menos atin frente a esos péptidos en
el contexto del receptor. Este fué el caso de alguno de los péptidos seleccionados
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frente a los cuales no se observé respuesta inmune en los ratones inmunizados medida
por ELISA frente al inmundgeno. En algunos casos si se observo respuesta en ELISA
frente al péptido inmunizante no en el contexto del receptor nativo medido en citometria
de flujo o en western, indicando que el péptido seleccionado si que es inmunogénico
pero que esas secuencias presentan modificaciones estructurales cuando se encuentran
en el contexto del receptor nativo. Este es el caso de algunos péptidos que se
corresponden con la secuencia de aminodcidos CCR2(1-11) del extremo amino-
terminal, secuencia con posible relevancia en la activacion del receptor. Sin embargo la
produccién de anticuerpos que puedan afectar de alguna forma a la actividad del
ligando, bien bloquenadola bien mimetizandola, no debe restringirse a aquellas
secuencias descritas como implicadas en el lugar de unién al ligando. De hecho se han
descrito anticuerpos monoclonales generados frente a epitopos del receptor no
relacionados con el lugar de interaccidn con el ligando y que mimetizan la accién de
éste (Mellado ef al. 1997b). El concepto que aqui se maneja es que tanto el ligando
como los anticuerpos agonistas, independientemente de la zona con la que interacionan,
lo que hacen es promover cambios conformacionales en el receptor, dando origen a la
conformacién activa o bien estabilizandola, lo que en cualquier caso induce
seflalizacion.

La tabla X resume las principales caracteristicas de los seis anticuerpos
monoclonales obtenidos. Los seis anticuerpos reconocen al receptor en citometria de
flujo, hecho que nos permite emplearlos para detectar aquellas poblaciones celulares
que expresan el CCR2, asi como en experimentos de transfeccion, que permiten evaluar
tanto la presencia como las cantidades de receptor presentes en las membranas. Esto
no es un hecho trivial, ya que, como se discutird més adelante, la no funcionalidad del
receptor mutante CCR2bY139F se podria deber a una deficiente expresion de este
receptor en la superficie de las células transfectadas y no a que la mutacién introducida
altere la sefializacion inducida por el MCP-1.

Ya hemos indicado que sélo uno de los seis anticuerpos obtenidos reconoce al
CCR2 en ebsayos de western blot. Este hecho podria estar relacionado con la region
del CCR2 reconocida por dicho anticuerpo (CCR2-05), sin embargo, otros tres
anticuerpos reconocen la misma regién y sin embargo son incapaces de reconocer al
receptor en este tipo de ensayos. se destaca aquf la importancia de la caracterizacién
previa que se ha realizado, a la hora de obtener anticuerpos de interés. Lo mismo cabe
decir del anticuerpo CCR2-03, capaz de inmunoprecipitar el CCR2. Todo esto también
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nos indica que cada anticuerpo presenta unas caracteristicas propias y que su capacidad
de inmunoprecipitar o reconocer al CCR2 en western blot refleja diferencias en las

regiones del receptor reconocidas.

En definitiva, hemos tratado de obtener un grupo de anticuerpos con diferentes
caracterfsticas individuales que los hiciera idoneos para los fines perseguidos. Su alta
especificidad por el CCR2 y alguna de sus caracteristicas nos ha permitido el analisis
de las poblaciones leucocitarias que expresan el CCR2 y establecer como ésta se vé

modificada por la activacién de las mismas. Pero ademds, el hecho de que alguno de los

anticuerpos monoclonales obtenidos tenga actividad agonista o antagonista del ligando,
tiene gran importancia y nos ha permitido, por ejemplo, estudiar la interacci6n entre el
receptor y la quimioquina asi como entre el receptor y el HIV-1, definiendo de esta
forma regiones del CCR2 con relevancia para la unién del ligando y para su activacion,
de forma independiente de la importancia que pueden tener estas herramientas una vez

aplicadas a patologfas en las cuales las quimioquinas juegan un papel importante.

C

Figura 64. Regiones del CCR2 reconocidas por los anticuerpos monoclonales obtenidos.

La mayor parte de los datos bibliograficos sugieren que la interaccion entre la

quimioquina y su receptor se produce por la unién de aquella con el extremo amino
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terminal de éste. En esta unién también participan aminodcidos del segundo o del
tercer bucle extracelular. Los datos obtenidos mediante el estudio de la unién de los
anticuerpos monoclonales que hemos generado apoyan estas conclusiones. De hecho
anticuerpos dirigidos contra el extremo amino terminal (CCR2-02) y el tercer bucle
extracelular (CCR2-04 y CCR2-05) bloquean la actividad del ligando (MCP-1) tras su
unién al receptor, aunque bien es verdad que el bloqueo inducido por el CCR2-02 se
debe a que es agonista del ligando. Esto indicarfa la participacidn de ambas regiones en
la unién del MCP-1 al CCR2. Sin embargo, y en contraste con lo que sucede en otros
receptores de quimioquinas, como es el caso del receptor de la I1-8 (Mulligan et al.
1993), nuestros anticuerpos neutralizantes (CCR2-04 y 05) reconocen el tercer bucle
extracelular (aminodcidos 273-292). El hecho de que otros anticuerpos dirigidos contra
la misma regién del receptor (CCR2-03 y 06) sean incapaces de bloquear la actividad
del MCP-1, sugiere que sélo unos pocos residuos clave dentro de este bucle
extracelular son los que tienen un papel clave en la interaccién quimioquina-receptor.
I.a Figura 64 muestra esquematicamente las regiones del CCR2 reconocidas por los
anticuerpos obtenidos.

En la activacién del CCR2, al igual que ocurre en €l caso de los receptores
CXCR-1 y -2, el extremo amino también es de gran importancia. En nuestro caso los
anticuerpos que reconocen ¢l extremo amino terminal del CCR2 (aminodcidos 24-38),
no son neutralizantes, sino que mimetizan al ligando en todos los ensayos analizados.
Asi el CCR2-02 actua como agonista mimetizando todos y cada uno de los efectos del
MCP-1, llegando incluso a desensitizar el receptor para un segundo estimulo con el
ligando. La importancia de esta region de los receptores de quimioquinas no €s un
hecho aislado ya que nosotros hemos generado anticuerpos monoclonales frente a
diferentes zonas del extremo amino terminal de otros receptores, como son el CCR5 o
el CXCR4, que también interfieren con la unién de sus respectivos ligandos. Tras la
unién del ligando al receptor, seguramente através de residuos del tercer bucle
extracelular y del extremo amino terminal, se producirfa un cambio conformacional en
el receptor, tanto en regiones extra como intracelulares que posibilitarfan la asociacién
de moléculas sefializadoras como son la proteina G y la tirosin quinasa JAK2.

El comportamiento de los anticuerpos en citometria de flujo nos ha permitido
revelar otra conclusién de gran interés. Mientras que los anticuerpos CCR2-03 y 06 no
modifican su unién al receptor en presencia del ligando, la unién de los anticuerpos
CCR2-04 y CCR2-05 desaparece. Este hecho indica que el CCR2-03 y el CCR2-06
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pueden unirse simultaneamente con el propio MCP-1 al CCR2, es decir reconocen
diferentes regiones del receptor, mientras que el 04 y el 05 no lo hacen, hecho coherente
con su caracter antagonista. El anticuerpo CCR2-01 sin embargo, incrementa su union
al CCR2 cuando el MCP-1 estd unido al mismo, es decir, este anticuerpo estd
reconociendo mejor la conformacién activa del receptor, lo que sugiere que los
receptores acoplados a proteinas G estarfan en un equilibrio entre una conformacion
inactiva y otra activa. El ligando y los agonistas desplazarian este equilibrio hacia la

forma activa, mientras que un antagonista estabilizar{a la conformacion inactiva.

La capacidad de los anticuerpos frente al CCR2 de bloquear la actividad del
ligando o de estimular el receptor, no sélo nos ayuda a identificar las regiones del
receptor implicadas en la interaccién con el ligando y aquellas regiones necesarias para
la activacién del mismo, sino que también nos ofrecen la capacidad de bloquear o
activar de forma especifica al CCR2. No hay que olvidar que el MCP-1, como es ¢l
caso de muchas otras quimioquinas, es capaz de activar otros receptores de
guimioquinas, como es el CCR10, y que diferentes quimioquinas son capaces de
inducir sefializacién a través de su interaccién con el CCR2 (MCP-2, -3, -4, -5)
(Rollins, et al. 1997). Estos anticuerpos, dada su especificidad, permiten definir si la
activacién especifica del CCR2 esta implicada en una determinada patologia o bien si
otros receptores de quimioquinas pueden también estar implicados, en otras palabras,

definir a la activacién de qué receptor se debe el efecto observado.

En estudios de citometria de flujo, los anticuerpos anti-CCR2 (representados
por el CCR2-05) reconocen el CCR2 expresado en lineas celulares monociticas
humanas (THP-1, Mono Mac 1), asi como en células HEK-293 transfectadas con el
CCR2. A pesar del alto grado de homologia existente entre los diferentes receptores de
quimioquinas, que llega a ser del 100% en algunas regiones (por e¢jemplo el tercer bucle
extracelular del CCR2 y del CCRS5 son idénticos), los anticuerpos obtenidos sélo
reconocen al CCR2. De hecho, no tienen unién en células HEK-293 sin transfectar o
transfectadas con otros receptores de quimioquinas, como CCRS, CCR6, CCR3,
CXCR3, etec. Asi mismo, tampoco se unen a células Jurkat, linea celular T que expresa
de forma constitutiva diversos receptores de quimioquinas, pero no CCR2, unién que s

se observa cuando estas mismas células son transfectadas con éL.

Una vez definida la especificidad de los anticuerpos obtenidos, nos propusimos
analizar la expresién del CCR2 en linfocitos procedentes de sangre periférica y de
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amigdalas, as{ como la influencia que tiene la activacién de estas células sobre la
expresion del CCR2. En experimentos de citometria de flujo empleando nuestros
anticuerpos monoclonales, se detecta la expresion de CCR2 en una fraccién

significativa de células B (40-70%) procedentes tanto de sangre periférica como de
amigdalas, asi como una fraccién minoritaria de células T CD4" no activadas. Tras la

activacién con mitégenos la expresion de CCR2 en células B y en la poblacion de

monocitos/macréfagos no varfa, sin embargo la expresion en células T aumenta,

llegando a ser de hasta un 85% en las células CD4", y menor en las células CD8". Este

patrén de expresién del CCR2 es similar al previamente descrito (Qin ef al. 1996),
segin ¢l cual este receptor se expresa en células T activadas y en monocitos. Sin
embargo, en el referido estudio no se describe la expresién de CCR2 en células B.
Estas diferencias pueden deberse a las caracteristicas de afinidad y al epitopo
reconocido por los anticuerpos empleados en los diferentes estudios. En la literatura
existen numerosos ejemplos de diferencias en la expresion de recepiores de
quimioquinas, no siempre atribuibles a diferencias en las herramientas empleadas para
la deteccidn de los receptores sino que reflejan fundamentalmente la alta variabilidad en
la expresién que existe de un donante a otro asf como con el tipo de activacién y la
duracién de la misma.

El papel de las quimioquinas en las células B no estd tan claro como en las
células T. Se ha demostrado quimiotaxis e induccién de proliferacién de células B
inducida por diferentes quimioquinas como son SDF-1q, IP-9, MIP-1¢t and MIP-13
(Zipfel et al. 1989 ; Schall ef al. 1993), indicando que deben expresarse los
receptores de quimioquinas apropiados capaces de traducir las sefiales que llevan a la
migracion y activacion celular. Asi se ha descrito la expresion en esas células de
CXCRS (Forster et al. 1996) y de CXCR4 (Vicente-Manzanares ef al. 1998) como
receptores con una completa funcionalidad. Mediante ensayos de southern blot y el uso
de anticuerpos monoclonales demostramos que las células B también expresan CCR2.
Este receptor es funcional ya que tanto el MCP-1 como el anticuerpo CCR2-02 son
capaces de inducir la migracién de estas células, migracién que es bloqueada
especificamente por el tratamiento con PTX y por el anticuerpo CCR2-05. La
migracion inducida en las células B difiere sin embargo de la inducida por el MCP-1 en
monocitos o linfocitos T activados ya que requiere tiempos mds largos. Este hecho se
puede deber al bajo nimero de receptores presentes en la superficie de los linfocitos B,

a pesar del pool intracelular de CCR2 presente o a que los mecanismos de sefializacién
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inducidos por MCP-1 en estas células difieren de los conocidos para otros tipos
celulares. De hecho se sabe que las vias de sefializacién activadas através de los
receptores de quimioquinas se pueden integrar de forma diferente dependiendo del tipo
celular. En la literatura aparecen diversos datos que indican que sobre las células B
actuarian mds las quimioquinas constitutivas, que intervienen en fenémenos de
“homing”, mientras que jugarian un papel mds secundario las quimioquinas
proinflamatorias. Nuestros datos sostienen ésta hipétesis ya que la migracién de
células B inducida por el MCP-1 se obtiene en condiciones mas exigentes, que la
inducida por SDF-1at en las mismas células. El papel que juega el CCR2 en los

linfocitos B queda todavia por elucidar.
Polarizacion celular y expresion de receptores de quimioquinas.

Cuando un tejido es dafiado o se produce una infeccién local, se origina una
respuesta inflamatoria, caracterizada por un aumento del flujo sanguineo, de la
permeabilidad capilar y de la migracién de leucocitos al area afectada. La migracion de
leucocitos juega un papel fundamental en las respuestas inmune e inflamatoria lo que
explica el considerable esfuerzo realizado en dilucidar la naturaleza de los motores
celulares, las adhesiones con el substrato y las sefiales migratorias que regulan el
comportamiento leucocitario. El movimienio de leucocitos implica diferentes
fendmenos que incluyen cambios en la forma celular, en la afinidad de integrinas y en
la recirculacién de integrinas al frente de avance celular. Estos sucesos, que implican
una polarizacion celular, parecen estar mediados por seflales de fosforilacién inducidas
a través de receptores de quimioquinas aunque las vias de sefializacién implicadas no

estan claramente definidas.

Ademds de en la migracién, la polarizacion de leucocitos ha sido implicada en
muchos procesos celulares, entre los que se incluyen la diferenciacién celular, el
transporte vectorial de moléculas a través de membranas celulares, la induccién de las
respuestas inmunes, las interacciones entre linfocitos T y células presentadoras de
antigeno, el reconocimiento y muerte de células diana por células citotdxicas y la
interaccién entre células T y B durante los procesos de presentacion de antigenos
(Drubin y Nelson, 1996 ; Wilkinson, 1986 ; Negulescu et al. 1996 ; Donnadieu
et al. 1994 ; Helander et al. 1996 ; Kupfery Singer, 1989). Las quimioquinas y

algunas citoquinas son capaces de inducir cambios morfolégicos dramaticos en los
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linfocitos T que llevan a su polarizacidn, resultando en la formacién de un apéndice en
la parte posterior denominado urépodo y extensiones citoplasmaticas en el frente de
avance celular (lamelipodias). Al incubar linfoblastos T con MCP-1 se observa una
répida polarizacién celular que origina ademds la redistribucién del CCR2 al frente de
avance de la célula. En presencia de un gradiente quimiotictico, el cluster de CCR2 esta
orientado hacia la fuente de origen quimioatrayente. Parece por lo tanto plausible que
esta distribucién espacial de receptores de quimioquinas juege un papel decisivo en
dirigir el movimiento celular hacia el gradiente quimiotactico.

El uso de microscopia de fluorescencia de doble color nos ha permitido concluir
que el CCR2 se localiza en el frente de avance de los linfocitos que estdn migrando.
Estos datos se confirmaron mediante microscopifa confocal, que muestra la presencia
del CCR2 en la zona de la célula que estd en contacto con el substrato. En el lado
opuesto de la célula, el urépodo, y en diferente plano se encuentran las moléculas de
adhesién que intervendrian en el reclutamiento de otras células. Este proceso es
especifico de determinadas proteinas de membrana implicadas en migracién ya que
otros receptores como son el de IL-2, TNF tipo 1 o el TGF- 11, ni se redistribuyen ni

forman clusters durante la polarizacién.

Otras quimioquinas (RANTES e IL-8), factores quimioticticos como las
citoquinas IL-2 e IL-15 y otros agentes capaces de inducir la polarizacion de células T
(mAb anti-ICAM3 y CD43) también inducen la redistribucién del CCR2. En claro
contraste la citoquina proinflamatoria TNF-at, que no es capaz de inducir polarizacién,
no afecta a la redistribucién de receptores de quimioquinas. De mayor interés si cabe
es el hecho d que frente a un estimulo polarizante, ya sean quimioquinas, citoquinas o
anticuerpo monoclonales, se produce redistribucion no sélo del CCR2 sino también de
otros receptores de quimioquinas, como es el CCRS, al frente de avance. Esto indicaria
que la polarizacién de leucocitos se correlaciona con la adquisicién de un fenotipo
migratorio, con los receptores de quimioquinas en el frente de avance, fenotipo que es
independiente del estimulo quimioatrayente. El conjunto de estos resultados indica la
espectalizacién en diferentes dominios que tiene lugar en linfocitos T activados durante
la migracion. Los receptores implicados en la deteccion del gradiente quimiotdctico se
localizan en un polo celular, mientras que en el otro, los receptores implicados en
adhesion celular reclutarian leucocitos cercanos.
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Las quimioquinas también han sido descritas como moduladores de la motilidad
celular y de la actividad citotéxica de las células NK (Allavena et af. 1994 ; Loetscher
et al. 1996 ; Nieto ef al. 1998). De hecho son capaces de inducir la polarizacion de
estas células cuando estdn unidas a matriz extracelular o endotelial, polarizacion que va
acompaiiada de la redistribucién de receptores de adhesion (ICAM-1 e ICAM-3) a
urépodo {Nieto ef al. 1998). Como ocurre en los linfocitos T, los receptores de
quimioquinas CCR2 y CCRS también se localizan en el frente de avance de las c¢€lulas
NK, redistibucién que se correlaciona con la adquisicién de un fenotipo migratorio.
Este “cluster” de receptores funcionaria tanto en células T como en NK siendo el
mecanismo que dirigirfa a las c€lulas durante la migracién (Nieto ef al. 1997, Nieto et
al. 1998). El papel de los receptores de quimioquinas iria mds alld de este papel; en el
caso de las células NK hemos observado que contactan con las células diana a través
del frente de avance, regién donde se concentran Jos receptores de quimioquinas. La
redistribucién de moléculas de adhesion y receptores de quimioquinas a polos opuestos
de las células T y NK, sugiere la formacién de regiones funcionalmente especializadas.
Asf la redistribucién de receptores en células NK se mantiene no s6lo durante la
migracién sino también cuando estdn unidas a su diana. M4ds atin, la inhibicién de la
polarizacién celular y de la redistribucidn de receptores bloquea la formacion de
conjugados entre célula efectora y célula diana asi como la citotoxicidad mediada por

celulas NK, demostrando por lo tanto la importancia funcionat de este fendmeno.

Dentro de estos dominios funcionales generados por la polarizacién, el frente de
avance, rico en receptores de quimioquinas, estd implicado en la adhesién a la célula
diana, en la liberacién de granulos durante los fendmenos de citotoxicidad ademds de
dirigir a la célula durante la migracién (Lang ef al. 1992). El urépodo, que acumuia
ICAM, estaria implicado en el reclutamiento de leucocitos. De hecho los contactos
célula-célula através del urépodo parecen reclutar células NK adicionales a las cercanias
de la célula diana, del mismo modo que ocurre en el caso de células T en las cuales la
redistribucién de ICAM al urépodo sirve de mecanismo de amplificacién en el
reclutamiento de linfocitos durante la extravasacion y migracién hacia el foco
inflamatorio (del Pozo et al. 1996 ; del Pozo et al. 1997).

El papel que juegan segundos mensajeros como el calcio, el AMPc, las protein
quinasas A y C, la PI3K y pequefias GTPasas de la familia Rho en los mecanismos que
gobieman la polarizacion celular y redistribucién de receptores de superficie ha sido
descrita por diferentes autores (Sanchez-Madrid y del Pozo, 1999). Pues bien,
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muchas de estas vias son activadas a través de receptores de quimioquinas (Bokoch,
1995). Todos estos datos demuestran la importancia de las quimioquinas en la
migracién celular y su implicacion en fendmenos de reorganizacion del citoesqueleto,

polarizacién celular y quimiotaxis.

Papel biolégico del receptor CCR2 durante la infeccion por HIV-1

La caracterizacién de receptores de quimioquinas y de las vias de sefializacién
que emplean para su activacién tiene una aplicacién inmediata en las diferentes
patologias en las que las quimioquinas juegan algiin papel. Dentro de estas patologias
adquiere una relevancia particular el caso de la infeccién por HIV-1. La identificacion
de la actividad supresora del virus que poseen las quimioquinas MIP-1o,, MIP-1j y
RANTES (Cocchi et al. 1995) asi como la demostraciéon de que los receptores de
quimioquinas CXCR4 (Feng et al. 1996 ) y CCRS5 (Samson ef al. 1996) eran capaces
de actuar como coreceptores para diferentes cepas del HIV-1 supuso un creciente
interés en el estudio de las quimioquinas y de las caracteristicas estructurales y
funcionales de sus receptores.

La entrada del HIV-1 en la célula es un proceso que consta de diversos pasos.
Las glicoproteinas de la envuelta del virus interaccionan con el CD4 presente en la
célula diana concentrando al virus en la superficie celular y posibilitando los cambios
conformacionales necesarios en las proteinas de la envuelta del virus para que pueda
interaccionar con el receptor de quimioquinas. Sin embargo, es la interaccién
subsiguiente con el receptor de quimioquinas adecuado la que dispara los cambios
conformacionales necesarios que llevan a la fusidén entre la envuelta del virus y la

membrana celular (Berger et al. 1999).

Una de las incégnitas que se plantean actualmente y que es de particular interés
a la hora de disefiar vacunas o formacos que impidan la infeccién por HIV-1 se refiere a
las zonas del receptor de la quimioquina que sirven de anclaje al virus. Su estudio se ha
llevado a cabo con quimeras y mutantes de receptores. Hoy parece claro que las
interacciones entre el virus y los receptores de quimioquinas son complejas e implican
tanto al extremo amino terminal como a los tres bucles extracelulares (Doms y Peipert,
1997). El extremo amino terminal del CCRS parece ser de particular interés ya que

parece capaz de conferir funcionalidad como coreceptor a otros receptores de
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quimioquinas (Doranz ef al. 1997a). Para algunas cepas, sin embargo, no parece que
esta regién juegue un papel tan importante, siendo la zona principal de interaccién la
correspondiente a los bucles extracelulares, fundamentalmente €l segunde (Doms y
Peipert, 1997). Este parece ser también el caso del CXCR4, donde los loops
extracelulares y no el exiremo amino parecen ser los determinanies cruciales para la
interaccién de las cepas X4 estudiadas hasta el momento (Brelot et al. 1997 ; Lu ef al.
1997, Doranz et al. 1999).

Pero el estudio no se ha quedado sélo en la identificacién de epitopos sino que
basandose en estos resultados se han disefiado agentes capaces de bloquear el
coreceptor, entre los que cabe incluir las propias quimioquinas y sus derivados (AOP-
RANTES, Met-RANTES)(Arenzana-Seisdedos ef al. 1996 ; Simmons et al. 1997),
anticuerpos frente a los receptores (McKnight ef al. 1997 ; Wu ef al. 1997a ; Wu e
al. 1997b), e incluso compuestos de bajo peso molecular (T22, ALX40-4C) (Doranz
et al. 1997b ; Howard et al. 1998). Otras vias de investigacion se refieren a modular
la expresién de estos receptores, mediante terapia génica (intraquinas) (Chen ef al.
1997 ; Yang et al. 1997), o incluso mediante ligandos que induzcan la internalizacion
del receptor.

En primer lugar parece razonable pensar que al unirse tanto la quimioquina
como el virus al mismo receptor el bloqueo que la proteina realiza a la infeccidn suceda
por un impedimento estérico que haga imposible la inferaccién entre virus y receptor
en presencia de quimioquina. Diferentes autores apoyan esta hipétesis, sin embargo,
han sido descritos anticuerpos frente al CCRS capaces de bloquear la interaccion
quimioquina-receptor sin afectar la interacciéon HIV-1-receptor y viceversa, hecho que
sugiere que virus y quirnioquinas interaccionan con diferentes regiones del receptor,
pudiendo por lo tanto coexistir sobre el receptor. En nuestro caso y empleando como
modelo el CCR2 y contando con los anticuerpos monoclonales generados como
herramientas, Hegamos a conclusiones parecidas. Los anticuerpos obtenidos frente al
tercer bucle extracelular del CCR2 son incapaces per se de neutralizar la infeccidén por
HIV-1, sin embargo dos de ellos son capaces de inhibir la unién del MCP-1 al CCR2 y
de hecho son capaces de revertir el efecto neutralizante de] MCP-1. Estos datos
sugieren que el MCP-1 interacciona fundamentalmente con el tercer bucle extracelular
del receptor, bucle que no estaria implicado en la interaccién con el virus. El uso de los
anticuerpos obtenidos frente al extremo amino del CCR2 nos permite completar la

vision sobre la interaccién entre el virus y la quimioquina con €l receptor. De los dos
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anticuerpos dirigidos contra esta regién (CCR2-01 y 02), uno de ellos (CCR2-02) es
capaz de mimetizar los efectos del MCP-1, comportandose por lo tanto como un
agonista. Este anticuerpo ademds de inducir movilizacién de calcio y migracién de
células que expresan el CCR2, también es capaz de neutralizar la infeccién por HIV-1.
A pesar de que este hecho sugiere que el virus reconoce regiones diferentes a las
reconocidas por el MCP-1, no se puede descartar que la actividad neutralizante de este
anticuerpo se deba a la activacién del CCR2 y que por tanto la sefializacion a través del
receptor de quimioquinas fuese imprescindible para la infeccién por HIV-1. Sin
embargo el anticuerpo CCR2-01, que también reconoce €l extremo amino del receptor,
no induce ninguna sefializacién através del CCR2 ni tampoco afecta a la union del
MCP-1 ni a las sefiales que esta quimioquina induce. Este anticuerpo no induce
tampoco la internalizacion del CCR2, mecanismo que ha sido sugerido en la
bibliografia como responsable de la neutralizacién de HIV-1 inducida por las
quimioquinas (Amara et al. 1997 ; Mack et al. 1998), sin embargo el anticuerpo es
capaz de bloquear al HIV-1, lo que indica una clara separacion entre las regiones del

receptor implicadas en unién con la quimioquina y en la unién del HIV-1.

Con todos los datos mostrados se demuestra que el MCP-1 y el virus del SIDA
interaccionan con diferentes regiones del CCR2. Aunque la unién del virus al receptor
de quimioquinas sea capaz de activar alguna via de sefializacién (Littman, 1998), la
sefializacidn a través del CCR2 no es necesaria para bloquear la infeccidn. A pesar de
que la internalizacién de receptores de quimioquinas puede y debe ser uno de los
mecanismos por el cual las quimioquinas inhiben la infeccién (Amara et al. 1997 ;
Baggiolini y Moser, 1997h), la infeccién se puede bloquear mediante anticuerpos
monoclonales que no inducen internalizacién del receptor.

Parece razonable pensar que tanto el MCP-1 como los anticuerpos CCR2-01 y
02 al interaccionar con el CCR2 inducen un cambio conformacional en el mismo que
hace imposible la interaccién con el HIV-1. En funcién de los datos de activacién de
JAK/STAT inducido por MCP-1 y de acuerdo con los datos conocidos para esta via en
receptores de factores de crecimiento y citoquinas, nosotros sugerimos que ese cambio

conformacional consiste en la dimerizacién de receptores de quimioquinas.
A pesar de la escasa relevancia que parece tener el CCR2 como coreceptor del

HIV-1 (Hoffman et al. 1998a) se ha descrito la existencia de un polimorfismo en el
CCR2, el CCR2-V641 (Smith ef al. 1997a ; Smith et al. 1997b ; Kostrikis et al.
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1998), que posee una mutacién puntual que afecta al residuo valina 64 que es mutado
por un residuo isoleucina y que a pesar de no tener ningtin efecto sobre la transmision
inicial del HIV-1, los sujetos seropositivos con el alelo CCR2-V64I progresan mds
lentamente que los que llevan el CCR2 nativo. Este efecto parece ser aditivo con ¢l
alelo CCR5A32 (Dean et al. 1996 ; Benkirane ef al. 1997). Esta mutacién en el
CCR2, no afecta a la expresion de coreceptores ni a la capacidad de unién de las
quimioquinas ni a la actividad como co-receptor del HIV-1 (Lee ef al. 1998). Se ha
sugerido que el alelo CCR2-V64I esté asociado a otros polimorfismos que afecten a la
expresién o a la funcién del CCRS5 (Kostrikis ef al. 1998), aunque no existen
evidencias de este hecho. Sin embargo y de forma sorprendente, existe una relacién
entre la presencia del CCR2-V64I y niveles menores de CXCR4 en donantes sanos
(Lee ef al. 1998) . El mecanismo por el cual se afecta al CXCR4 no se deben a efectos
genéticos ya que los genes que codifican a estos dos receptores, al contrario que CCR2
y CCRS, estan localizados en cromosomas diferentes. Todos estos hechos sugieren
que debe existir una relacién entre los diferentes receptores de quimioquinas y que la
expresion de los mismos no se explica de forma individual sino de forma global,
existiendo patrones de expresion coordinados, en los cuales la presencia de un
determinado receptor de quimioquinas y/o su activacién puede influir drdsticamente

sobre la expresién y/o activacion.
Seiiales tempranas mediadas por el CCR2: activacion de la via JAK/STAT

I.a migracién de leucocitos a lugares de inflamacién es un proceso complejo en
que diferentes moléculas de la superficie celular, entre las que se incluyen las moléculas
de adhesién y las integrinas y sus ligandos que actnando de forma coordinada
regulanla migracién celular. Mediadores celulares, principalmente guimioquinas,
también juegan un papel central en la activacién de linfocitos y en guiarlos hacia los
tejidos diana. Es conocido que las quimioquinas se unen a receptores acoplados a
proteinas G e inducen cambios en los niveles intracelulares de AMPc, activan
fosfolipasa C y aumentan la fosforilacién en tirosinas. A pesar de esto la sefializacion
inducida por quimioquinas sigue siendo bastante desconocida, sobre todo los pasos
iniciales que descubren toda la via de sefializacion.

El MCP-1 fué descrito inicialmente como un potente quimiotrayente para
monocitos que se une fundamentalmente al receptor CCR2 (Power et al. 1995). En
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células monociticas humanas, Mono Mac 1, que expresan este receptor, el MCP-1
induce movilizacién de calcio y migracién, procesos que son blogueados por la toxina
de pertussis, pero no por la toxina del célera (Bokoch, 1995), implicando a una
proteina G del tipo Gi en la sefializacién inducida por esta quimioguina, como era de
esperar por los datos previamente descritos en la bibliografia (Bokoch, 1995 ; Charo
et al. 1994). Efectivamente, tras la activacién con MCP-1 la proteina Gi se asocia
rapidamente al receptor (dentro de los primeros 30 segundos). Esto confirma datos
previamente publicados que indican que otros receptores de quimioquinas, como el
CXCR1/2 unen Gai en respuesta a IL8 (Damayj ef al. 1996) y los extiende a miembros
de la familia CC. A pesar de la unién de la proteina Gi al CCR2 y las implicaciones
que este hecho tiene en la sefializacion subsiguiente a la unién del MCP-1, no se puede
excluir la participacién de otras proteinas G. Asf se ha demostrado recientemente el
hecho de que la asociacién de un determinado receptor de quimioquinas a diferentes
proteinas G depende no sdlo del receptor sino también de la linea celular empleada
(Arai y Charo, 1996).

Las quimioquinas también inducen un aumento en la actividad tirosin-quinasa;
recientemente se ha descrito que RANTES induce la activacién y el ensamblaje de
complejos macromoleculares de adhesion focal y provoca la adhesién homotipica de

linfocitos T mediante la fosforilacién de p125™* y de ZAP-70 (Bacon et al. 1996).

De hecho, tras la activacién con MCP-1, observamos que el propio CCR2 es

fosforilado en residuos de tirosina muy rapidamente.

Los diferentes ensayos llevados a cabo para identificar a la quinasa responsable
de la fosforilacién del CCR2 nos llevaron a la identificacién de JAK2 como la quinasa
responsable de la activacién temprana de este receptor en las c€lulas Mono Mac 1. Esta
quinasa, perteneciente a la familia de las denominadas quinasas JANUS, se asocia al
receptor rapidamente y lo fosforila incluso en presencia de PTX, lo que indica que la
proteina Gi no interviene en este proceso; sin embargo la asociacién es temporal y
JAK?2 termina disociandose del receptor. Este proceso si es mediado por la via de la
proteina Gi ya que no se produce cuando las células son tratadas previamente con
PTX.. El hecho de que en receptores de citoquinas, JAK esté asociada constitutivamente
al receptor y que se active en respuesta al ligando, sugiere que aunque los receptores de
quimioquinas y de citoquinas compartan vias de sefializacién la regulacién de las
mismas varia entre estas dos familias de receptores.
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De acuerdo con el papel asignado a quinasas de la familia JANUS en la
sefializacion mediada por receptores de factores de crecimiento hematopoieticos
{Liitticken et al. 1994), modelo éste donde mds se ha estudiado, era de esperar que
tras la unién de MCP-1 al receptor se produjera la activacion de factores de
trancripcién mediada por JAK2. De hecho ocurre asf, STAT3 se asocia al CCR2 y se
fosforila en residuos de tirosina en respuesta a la activacion por MCP-1. Puede por lo
tanto decirse que la activacién y asociacion de JAK?2 al receptor crea sitios de anclaje

para proteinas que contienen dominios SH,, como es el caso de los factores de

transcripcién de la familia STAT, que llevan a su fosforilacién y la activacion de la

transcripcion.

Cuando las células Mono Mac 1 son tratadas con un inhibidor especifico de las
JANUS quinasas y mds concretamente de JAKR, la tirfostina B42, se bloquean todos
los efectos biolégicos promovidos por MCP-1. Este hecho apoya y confirma la
participacién de la via JAK/STAT en la sefializacién temprana através del CCR2,
incluyendo su participaciéon en la asociacion de Gi al CCR2. Este hecho es
absolutamente novedoso ya que hasta ahora se pensaba que la asociacién y activacion
de la proteina G era el primer paso para la sefializacion por receptores de 7 TM. Este
resultado, junto a la asociacidn de JAK2 al CCR2 en c€lulas tratadas con PTX, indica
que el primer suceso tras la unién del MCP-1 a su receptor es la asociacion de la
quinasa JAK2. Los cambios conformacionales que promueve tanto la unidén del
ligando como la asociacién de esta quinasa, descubren el sitio de asociacién de la
proteina Gi en un lugar situado, probablemente, en el segundo bucle intracelular, como
ocurre en el caso de otros receptores de quimioquinas como, por ejemplo, en el del
receptor de IL-8 (Damayj ef al. 1996). Estos hechos situan a tirosin quinasas de la
familia de las JAKs en el punto clave de la activacion a través de receptores de
quimioquinas ya que serfan responsables no sélo de los efectos mediados clasicamente
por ellas, como es el caso de la activacién de factores de transcripcion de la familia
STAT, sino también de la activacidn de Ia proteina G y por lo tanto de la sefializacion

que este hecho conlleva. Un esugema de estos eventos se muestra en la Figura 65.
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Activacion de STATs

Figura 65. Modelo de los primeros eventos que se originan en la sefializacion por quimioquinas.

. Qué residuos de tirosina en el receptor son susceptibles de ser fosforilados por
JAK2?

El examen de la secuencia del CCR2 nos permite identificar diversas tirosinas
en el segundo bucle intracelular y en el extremo carboxilo terminal del mismo como
posibles dianas para la asociacién de JAK2. Entre ellas, la Tyr 139 que se encuentra
localizada en un motivo altamente conservado dentro de la familia de receptores de
quimioquinas, presente en el segundo loop intracelular (DRYLAIV). Este dominio
incluye residuos criticos para la activacion de receptores acoplados a proteinas G y esta
presente en otros receptores de siete dominios transmembrana, como el de angiotensina
II, donde también se ha descrito la activacion de la via JAK2/STAT inducida por
ligando (McWhinney et al. 1997). Ademds, esta tirosina es la Gnica presente en el
receptor CCR2A, este receptor es una variante que se genera de forma natural por
splicing alternativo, y tiene una secuencia idéntica a la del CCR2B a lo largo de todos

los segmentos transmembrana y los bucles intra y extracelulares, diferenciandose
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solamente en la presencia de un extremo carboxilo terminal mds corto y con una
secuencia totalmente diferente (Charo ef al. 1994). A pesar de estas diferencias el
CCR2A es capaz de unir MCP-1 con alta afinidad y de mediar las respuestas inducidas
por este ligando(Charo ef al. 1994). Estos datos sugieren que las tirosinas presentes
en el extremo carboxilo terminal del CCR2B no estarfan implicadas en la activacion
temprana del receptor y por ello nos centramos en la Y139, presente en ambos
receptores y altamente conservada en todos los receptores de quimioquinas. Generamos
un receptor CCR2B en el que se sustituye la tirosina 139 por fenilalanina
(CCR2BY139F). Tras la expresién de este receptor en células HEK-293 se vié que
aunque este receptor es capaz de unir MCP-1 con la misma efectividad que lo hace el
receptor nativo, es incapaz de inducir respuestas funcionales tales como movilizacién de
calcio o migracién. Ademds demostramos que €sta falta de respuesta se debe a la
ausencia de asociacién de JAK2 al receptor que origina la falta de fosforilacién del
receptor y de asociacion de la proteina Gi. Como ya hemos dicho, esta tirosina 139 es
parte del motivo DRY presente en la mayoria de GPCRs. Estudios previos asignaron
un papel decisivo a los residuos Arginina y aspartico de éste motivo en la sefializacion
mediada por otros GPCRs (Scheer ef al. 1996).

Todos estos datos configuran un modelo en el cual la asociacién de Gi a los
receptores de quimioquinas es una consecuencia de los cambios conformacionales
inducidos por la unién del ligando y por la activacién de miembros de la familia de las
JANUS quinasas. Por otro lado, la relacién JAK/STAT con receptores de 7 TM se
conoce y de hecho la fosforilacién en tirosinas del motivo DRY del receptor
adrenérgico 32 se ha sugerido como la responsable de unir este receptor con la via de
sefializacion del receptor de IGF-1 (Karoor y Malbon, 1996). As{ mismo se ha
descrito la activacién de factores de transcripcién de la familia STAT a través de otros

GPCRs como son el receptor 5-HT,, de serotonina (Guillet-Deniau ef al. 1997), el

AT, de angiotensina (Ali et a. 1997) o el receptor quimiotictico cAR1 de Dictyoselum,
activacién que es independiente de la activacién de la proteina G (Araki ef a.l 1998),
Este ultimo caso estd de acuerdo con nuestras observaciones, donde la activacién de la
via JAK/STAT por MCP-1 no es bloqueada por el tratamiento con toxina de pertussis,
indicando que es una via independiente de la activacion de la proteina Goi. Sin
embargo, tanto en el receptor cAR1 de Dictyoselum como en los receptores de
quimioquinas, la proteina G puede tener un papel regulador de la activacién de la via

JAK/STAT. En el caso del CCR2, observamos que mientras que la asociacién de
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JAK2 al CCR2 es independiente de la protena G, no ocurre lo mismo con la
disociacién. El pretratamiento de las células con PTX afecta a la disociacion de JAK

del receptor, permaneciendo esta quinasa asociada durante mds tiempo.

Este hecho nos llevé a identificar proteinas que pudieran estar implicadas en esta
regulacién. Asi encontramos que la fosfatasa Shp! se asocia al CCR2 tras la activacidn
con MCP-1, con una cinética que coincide con la disociacién de JAK del receptor.
Estos datos estdn de acuerdo con el papel asignado a fosfotirosin fosfatasas en la
regulacién de la via JAK/STAT en otros modelos como por ejemplo en ¢l caso de la
hormona del crecimiento (Gebert ef al. 1999). Ademds cuando las células son (ratadas
con PTX, Shpl no se asocia al CCR2, indicando que esta asociacién requiere la
activacién de la proteina G. Esta fosfatasa puede ser por lo tanto un candidato a regular
la activacién de JAK/STAT mediada por quimioquinas. En este sentido miembros de la
familia de las tirosin-fosfatasas han sido implicados en el control de la via JAK/STAT
activada tras la estimulacién de receptores de siete dominios transmembrana acoplados
a proteina G (Venema ef a.l 1998). Asi mismo se ha descrito la activacién de fosfatasas
Shp en el control de activacion de STAT (Schaper ef al. 1998). La identificacion de la
via JAK/STAT y su posible regulacién por Shp-1 como un evento muy temprano en la
sefializacion inducida por quimioquinas tiene importantes consecuencias ya que las
quimioquinas podrian emplear vias alternativas de sefializacién que permitiesen
respuestas precisas a un determinado estimulo dependiendo del tipo celular y de su

estadio de diferenciacion,

De acuerdo con datos aparecidos recientemente en la literatura que sugieren la
modulacién de la via de JAK por otros GPCR (Marrero e¢f al. 1995) incluyendo
receptores de quimioquinas, (Wong y Fish, 1998) asi como la dimerizacién del
receptor 3-adrenérgico inducida por ligando (Hebert et al. 1996) y del receptor &
opiode (Cvejic and Devi 1997,), nosotros postulamos que la dimerizacién de
receptores de quimioquinas puede ser el primer evento que sigue a la unién del ligando
a receptores acoplados a proteinas G. Debido a la rapidez con la que se manifiestan las
respuestas fisioldgicas tras la activacion de estos receptores, sugerimos que el receptor
existiria como un equilibrio entre la forma inactiva (mondmero) y la activa (Dimero); el
ligando promoveria cambios conformacionales que estabilizan Ia forma dimérica del
receptor. Esto explicaria que se detecte fosforilacién basal del receptor asi como
asociacién basal de Gi atn en ausencia de activaciéon. En este mismo sentido, la co-

transfeccién de células con el receptor CCR2 nativo y el mutante no funcional
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CCR2BY139F, demuestra que este dltimo actua como dominante negativo. Finalmente,
la hipotesis planteada abre nuevas posibilidades en cuanto a nuevas soluciones
terapeiiticas a enfermedades en las cuales las quimioquinas juegan un papel
fundamental, como es el caso de la artritis reumatoide, etc, tomando como base ¢l
bloqueo de la dimerizacion para el tratamiento de las mismas. Asi mismo en el caso del
HIV-1 se abren nuevas e interesantes perspectivas ya que la dimerizacién de receptores
de quimioquinas podria afectar la interaccion con el HIV-1.

Ofras tirosin quinasas activadas por MCP-1

En los primeros estudios realizados para observar la relevancia de la
fosforilacién en tirosinas en la sefializacién mediada por quimioquinas, se podian
observar diferentes proteinas que se fosforilaban en respuesta al MCP-1. Como ya
hemos comentado una de estas proteinas fosforiladas en tirosinas se corresponde con el
propio receptor y otra con JAK2. TUna diferencia claramente apreciable es que el
tratamiento con PTX no era capaz de bloquear lo fosforilacién de JAK2, mientras que
blogueaba de forma parcial la fosforilacién del CCR2 y totalmente las de las otras dos
protefnas predominantes de peso molecular 70 y 125 kDa. Estos datos, junto al hecho
de que el receptor permanezca fosforilado en residuos de tirosinas a tiempos en los que
JAK?2 ya no estd asociada al mismo, indica la presencia de otras quinasas que fosforilan
al receptor de una forma dependiente de la proteina Go.

En el caso de RANTES, se ha demostrado que en linfocitos T induce la
fosforilacion en residuos de tirosina y la activacién de diferentes substratos entre los
que se incluyen las quinasas ZAP-70, p125mK y Pyk-2 ( Bacon et al. 1996 ; Davis et
al. 1997). La activacién de estas quinasas otorga a RANTES el potencial de activar una
serie de eventos moleculares y asi influir sobre la activacion de los linfocitos T,
transcripcion de genes, progresion en el ciclo celular e incluso supervivencia celular.
De hecho RANTES induce la formacién de un complejo funcional que consiste de
plZSFAK, ZAP-70 y la proteina de adhesion focal, Paxilina, indicando que estas
moléculas pueden ser necesarias para la formacién de adhesiones focales en células T

que se originan en respuesta a la estimulacion con RANTES ( Bacon et al. 1996 ;
Davis ef al. 1997).
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FAK y la

En el caso de la activacion del CCR2, observamos que las quinasas p125
quinasa homologa de ZAP-70 en células monociticas , Syk, se fosforilan en residuos
tirosina tras la estimulacién con MCP-1 de las células Mono Mac 1. Esta fosforilacion
es maxima a tiempos (10 min para p125FAK y 15 min para Syk) en los cuales JAK2 ya
no esta fosforilado. Ademas de la fosforilacién de estas proteinas, también observamos
su asociacién al CCR2 de manera dependiente de la activacién de la proteina Gai, ya

que es bloqueable por el tratamiento con PTX de las células.

La activacién de la protefna Gi y por tanto la liberacién del complejo By ha sido
implicada en fenémenos de quimiotaxis y recirculaciéon de receptores (Arai et al

1997a). También se ha demostrado la relacién entre p125FAK

y proteinas del
citoesqueleto y fenémenos de migracion (Sieg ef al. 1998). La quimiotaxis implica a
distintos fendmenos entre los que se incluye cambios en la forma celular,en la afinidad
de las integrinas y en la recirculacién de integrinas al frente de avance celular (Lawson
y Maxfield, 1996; Condeelis, 1993). Estos evenios parecen estar mediados por la
activacién de proteinas G asi como por senales de fosforilacion mediadas por los
receptores de quimioquinas (Bokoch, 1995). En fibroblastos y en células de musculo
liso, la regulacién de la quinasa de adhesion focal y de su interaccién con proteinas del
citoesqueleto como a-actinina, talina y vinculina, ha sido objeto de mucha atencion con
respecto a su papel en la polarizacién celular y en la migracién (Miyamoto ef al. 1995;
Clark y Brugge, 1995). Como hemos visto previamente, en respuesta a la activacién

con MCP-1, los linfoblastos se polarizan, proceso durante el cual el CCR2 se

FAK

redistribuye al frente de avance de la célulay el p125 se asocia al receptor. Ambos

suces0s son necesarios para que se produzca la quimiotaxis y ambos son inducidos por
MCP-1. Lo mismo se puede decir de la redistribuciéon de receptores de quimioquinas,
proceso promovido por MCP-1 y que parece ser critico para la migracion dirigida hacia
el gradiente quimiotictico. Todos estos hechos otorgan a las quimioquinas un papel
fundamental en los mecanismos que controlan la migracién celular. Parece por lo tanto
que la activacion de estas quinasas por quimioquinas podria estar relacionado con el
control de la migracién celular por parte de estas proteinas.
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Desensibilizacion ¢ internalizacion del CCR2

La desensibilizacién y recirculacién de receptores de quimioquinas parece ser
un mecanismo critico mediante el cual los leucocitos mantienen su capacidad de detectar
gradientes quimioatrayentes durante el curso de la respuesta inflamatoria. Estudios
previos han demostrado que receptores de la familia CXC son fosforilados en residuos
serina por quinasa de la familia GRK (Tardif et al. 1993 ;Ali ef al. 1993 ; Prossnitz
et al. 1995). En este trabajo se demuestra que el CCR2, receptor que pertenence a la
familia CC, también es regulado en células intactas por la GRK2. El fenémeno de la
desensibilizacién es un proceso complejo en el que intervienen varias moléculas. Se
conoce que la zona de los receptores acoplados a protefnas G mds implicada es el
extremo carboxilo terminal, debido al alto mimero de residuos de serinas y treoninas
que se localizan en esta regién y la importancia que tiene la fosforilacion de estos
residuos en la desensibilizacion. De hecho estudios realizados en oocitos de Xenopus
(Franci et al. 1996) relacionan a la GRK3 con esa fosforilaciéon en el CCR2B.
Cuando hemos utilizado células HEK-293 transfectadas con el CCR2 demostramos
que no sélo la GRK3 sino que también la GRK2 son capaces de fosforilar en serinas
y treoninas al CCR2B. Estudios recientes indican que en realidad sélo se producen
fosforialaciones en residuos de serina (Franci ef al. 1996, Haribabu et al. 1997). La
implicacién de una u otra quinasa en fenémenos de desensibilizacién parece estar
definida por la linea celular empleada. De hecho la expresion de GRK3 es minoritaria
en la células Mono Mac 1, linea usada como modelo en este trabajo, y la quinasa
responsable de la fosforilacién del CCR2 en esta linea celular es la GRK2, quinasa muy
abundante en estas células.

Durante el proceso de desensibilizacién mediado por GRK2, tanto la actividad
catalitica de esta enzima como los residuos Ser/Thr del extremo carboxilo terminal del
receptor son criticos. La expresion de GRK2 junto al CCR2 es capaz de bloquear las
respuestas inducidas por MCP-1. Cuando se emplea en vez del receptor nativo un
CCR2 mutante en el que se han eliminado todos los residuos Ser/Thr del extremo
carboxilo, la sefial inducida por el MCP-1 no se inhibe por la co-expresion de GRK?2
(Franci ef al. 1996). El importante papel de la GRK2 se demuestra asi mismo al co-
expresar el CCR2 con un mutante dominante negativo de la quinasa (Kong et al.
1994); la respuesta celular a un segundo estimulo con MCP-1 es equivalente a la
respuesta inicial (Aragay ef al. 1998) indicando que a pesar de que este mutante de
GRK?2 es capaz de asociarse al receptor, la falta de actividad catalitica le impide
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fosforilarle, por lo que no se produce un aumento de la afinidad del mismo por
proteinas reguladoras como la B-arrestina que finalmente son las que llevan a la
desensibilizacién de la respuesta. El mismo tipo de respuesta a un segundo estimulo
con ligando se puede observar mediante la expresién de receptores de quimioquinas
con el extremo carboxilo-terminal truncado o con sus residuos ser/thr mutados
(Mueller et al. 1997).

Es de interés el hecho de que en el receptor CCR2B, la Ser/Thr quinasa
(GRK?2) responsable de la desensibilizacién y la proteina reguladora [f-arrestina se
encuentren asociadas tras la estimulacién con MCP-1. Datos en la literatura indican
que tanto la GRK2 (Ruiz-G6émez y Mayor, 1997) como la arrestina (Goodman et al.
1996) colocalizan con receptores [-adrenérgicos en vesiculas de internalizacion.
Aunque el método experimental empleado no nos permite definir si este complejo
macromolecular estd localizado en la membrana plasmdtica o en vesiculas de
endocitosis, nuestros datos indican que tanto la GRK2 como la B-arrestina se asocian
con el receptor a los pocos minutos de la estimulacién con el ligando iniciando el
proceso de internalizacion en vesiculas de clatrina. Un mecansimo similar podria ser el
empleado por otros GPCRs, GRKs y arrestinas.

La capacidad de ia GRK2 de modular un receptor de quimioquinas de la familia
CC es consistente con los altos niveles de expresién de esta quinasa en monocitos,
granulocitos y lineas celulares linfoides (Chuang et al. 1992) y con el decisivo papel
que juegan los procesos de desensibilizacién en la migracién linfocitaria. Nuestros
datos sugieren que protefnas de la familia de GRK juegan un papel esencial en la
modulacién de la sefializacién celular a través de los receptores de quimioquinas y por
Io tanto la regulacién de su actividad y de su expresién representa una forma adicional
de regular la respuesta celular a las quimioquinas.

Por lo tanto, el mecanismo implicado en la regulacién negativa del CCR2
implica que tras la estimulacién con MCP-1 se forma un complejo macromolecular
formado por el propio receptor, la GRK2, la proteina reguladora [(-arrestina y la
clatrina. Aunque la endocitosis de receptores de quimioquinas no ha sido estudiada en
detalle, hay evidencia de que estos receptores pueden o bien reciclarse o bien entrar en
una via de degradacién a través del compartimento lisosomal; de hecho ha sido
demostrado que el receptor CXCR2 se degrada tras su internalizacién (Mueller et al.
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1995). Se cree que la recirculacién de receptores desde los organulos de endocitosis

requiere la disociacion del ligando y la defosforilacion del receptor.

Lo
Wab

TRANSLOCACION
NUCLEAR

INTERNALIZACION
RECICLAMIENTO
DEGRADACION

Figura 66. Modelo que representa la activacion de un receptor de quimioquinas y los pasos que
conducen a su desensibilizacién. Se localizan también los lugares susceptibles de la accion de los
distintos inhibidores.
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Se conoce que la endocitosis de numerosos receptores, incluyendo los
acoplados a proteinas G, requiere de la actividad GTP4sica de una proteina citosélica
denominada dinamina. La coexpresion del CXCR2 y un mutante dominante negativo
de la dinamina inhibe la internalizacién de este receptor (Zhang et al. 1995). Tras la
activacién mediada por el ligando y como consecuencia de fosforilacion en tirosinas
mediada por Src (Ahn et al. 1997.), la dinamina es reclutada a invaginaciones donde se
une a la a-adaptina, un componente de las vesiculas de clatrina (Wang et al. 1995).
Funcionalmente la dinamina contribuye a la endocitosis catalizando la separacién de las
vesiculas de endocitosis de la membrana plasmadtica de una forma dependiente de GTP.
Este proceso también ocurre en la internalizacién del CCRS, donde RANTES induce la
asociacion transitoria entre la dinamina y el receptor (Vila-Coro ef al. 1999).

Por lo tanto, tras la activacion del receptor de quimioquinas CCR2, se producen

cambios conformacionales que finalmente conducen a la internalizacién del receptor

mediada por GRKs, B-arrestina, clatrina y dinamina.
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Modelo del funcionamiento del receptor CCR2.

La comparacién de las secuencias de los diferentes receptores acoplados a
proteinas G indica la existencia de distintas familias de receptores que no comparten
homologia de secuencia (Bockaert y Pin, 1999). Sin embargo, todos estos receptores
tienen en comin un dominio estructural central consistente en siete hélices
transmembrana que se unen entre si por tres bucles intracelulares y tres extracelulares
{Baldwin, 1993). Ademds de las variaciones en la secuencia estos receptores también
difieren en la longitud y en la funcién de su extremo N-terminal, C-terminal y bucles
intracelulares. Estos dominios proveen de propiedades especificas a los diferentes

receptores.

Los cambios de conformacién promovidos en el dominio central de hélices
transmembrana son probablemente responsables de la activacion del receptor. Estudios
bioquimicos y de mutagénesis dirigida en algunos receptores modelo, como el de la
rodopsina, indican que el cambio entre la conformacidn activa y la inactiva esta asociado
con un cambio en la orientacién relativa de las regiones transmembrana III y VI, que
expone los lugares de unién a la proteina G (Bourne, 1997). En otras familias el Asp
de la TM II y el tripéptido DRY son importantes para la activacién del receptor
(Oliviera et al. 1994 ; Scheer et al. 1996). Se han descrito una gran variedad de
mecanismos moleculares que permiten a diversos ligandos activar el dominio central de
estos receptores. Asien los GPCR que son activados por pequefios ligandos como la
catecolamina, el ligando se une en la cavidad formada por los segmentos
transmembrana TM III a TM VI. Otros se activan por péptidos de pequefio tamafio que
interaccionarfan con los bucles extracelulares y el extremo amino-terminal (Trumpp-
Kallmeyer ef al. 1995). Glicoproteinas de gran tamafio también pueden activar
receptores de esta familia; en este caso el lugar de unidn al ligando se localiza en el
extremo amino terminal del receptor y ello permite a su vez la interaccién con los bulces

extracelulares 2 y 3 la que lleva a la activacién del dominio central (Ji y Ji, 1995).

De los datos anteriores podemos concluir que todos los receptores de siete
dominios transmembrana acoplados a proteinas G, independientemente del tipo de
ligando que los activa, sufren un cambio conformacional inducido por el ligando que
posibilita su interaccién con moléculas sefializadoras.
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Del conjunto de datos obtenidos, relacionados con la sefializaciéon a través del
receptor de quimioquinas CCR2, postulamos un meodelo de activacién de estos
receptores. El MCP-1, bien en forma monomérica o como dimeros preformados,
interacciona con las regiones extracelulares del CCR2. Entre ellas cabe destacar el
tercer bucle extracelular, implicado fundamentalmente en la interaccion ligando-
receptor, y el extremo amino-terminal con funciones mds directamente relacionadas con
la activacién del receptor. Este modelo serfa similar al descrito por Ji and Ji (Ji and Ji
1995), donde la unién del ligando al receptor también seguiria un mecanismo
secuencial: reconocimiento del ligando, interaccion con diferentes regiones del receptor,

induccién de cambios conformacionales, activacién del receptor.

Esta interaccion provoca un cambio conformacional que origina como primera
consecuencia la fosforilacién del receptor, fosforilacion que es simultanea con la
activacién y asociacién de quinasas de la familia JAK al receptor. Estos eventos son
necesarios para la activacién de la proteina G, lo que indica que al menos en los
receptores de quimioquinas y probablemente en otros receptores acoplados a proteinas
G, existe un paso intermedio entre los cambios conformacionales inducidos por el
ligando y la activacion de la proteina G. Dado que la activacién de JAK estd mediada
por transfosforilacion de dos moléculas de JAK, es necesaria la presencia de al menos
dos de estas quinasas cercanas, bien porque mas de un JAK interacciona con un tnico
receptor de quimioquinas bien porque estos receptores son capaces de formar
oligémeros. En el caso del CCR2 describimos que la tirosina 139 presente en el
motivo DRY es la tnica diana de ésta fosforilacién temprana, lo que hace poco probable
la interaccién de mds de una molécula de JAK por receptor. Lo més plausible es pués
que se produzca la dimerizacién de los receptores para que sea posible la activacion de

JAK necesaria para la posterior activacién de las demds vias de sefializacién (Figuras
66y 67).

Estos eventos traen dos consecuencias fundamentales, en primer lugar la
activacion de los JAKSs induce la activacién de miembros de la familia de factores de
transcripciéon STAT. Las consecuencias de la activacidn de estos factores estd todavia
por determinar, pero puede jugar un papel importante sobre todo en aquellas
quimioquinas a las que se les ha asignado un papel fundamental durante el desarrollo o
en la regulacién de la expresién de otras moléculas implicadas en fenémenos de
migracion, incluidos los propios receptores de quimioquinas. En segundo lugar, los

cambios conformacionales inducidos por JAK en el receptor junto a los provocados
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por la unién del ligando, posibilitarfan la interaccién entre la proteina G y ¢l receptor,
dispardndose por lo tanto aquellas vias de sefializacion ligadas a la activacion de esa
proteina (Figura 66) que justifican algunas de las funciones cldsicamente ligadas a las

quimioquinas como movilizacién de calcio, polarizacidn celular, migracion y otras.

Junto a estos fendémenos de activacion del receptor, también tienen lugar
fendmenos de desensibilizacion, internalizacién y reciclamiento de los receptores de
quimioquinas, fenémenos que son criticos para la correcta funcionalidad de los
mismos. Estas vias son iniciadas por la traslocacién de las GRK, posiblemente
mediada por e! complejo Gy, su asociacion al receptor, al cual fosforila probablente en
residuos de serina, residuos especialmente abundantes en el extremo carboxilo de estos
receptores, aumentando su afinidad por proteinas de la familia de las arrestinas que se
asocian al receptor e inducen ¢l secuestro de los receptores fostorilados en vesiculas de

clatrina, para su internalizacion.

Este modelo de actuacién de las quimioquinas no es exclusivo de un unico
receptor. Tanto el CCRS como el CXCR4 necesitan de eventos de fosforilacién
mediados por quinasas de la familia JAK para su activacién y acoplamiento a la
proteina G. En definitiva, en este sistema se unen las dos vias principales de activacion
conocidas, es decir, la de las proteinas G y la de aquellas que incluyen a tirosin
quinasas, y abre nuevas posibilidades para el conocimiento de los fendémenos mediados
por las quimioquinas.

Una vision global de las vias de sefializacidén activadas por las quimioquinas se
muestra en la figura 67, donde se pone de manifiesto la extraordinaria complejidad de
las sefiales inducidas por las quimioquinas y la estricta regulacién a la que se ven
sometidas dichas sefiales.
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Figura 67. Resumen de las vias de sefnalizacion descritas para la activacion de los receptores de

quimioquinas.
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Los resultados obtenidos en este estudio junto a los datos descritos por

diversos autores nos permiten sugerir Jas siguientes conclusiones.

1. Se han obtenido anticuerpos monoclonales especificos frente al receptor de
quimioquinas CCR2, que permiten reconocer a dicho receptor en diferentes
condiciones experimentales, entre las que se incluyen citometria de flujo,
inmunoprecipitacién, western blot e inmunofluorescencia. De ellos, el anticuerpo
CCR2-02 es agonista del receptor y los anticuerpos CCR2-04 y CCR2-05 son

antagonistas especificos de la accién del MCP-1.

2. El receptor CCR2 se expresa en diversas poblaciones leucocitarias entre las que se
incluyen los linfocitos T y B y los monocitos. La expresion de este receptor en ios
linfocitos T y B varfa en funcién de la activacion in vitro de dichas células. En los
distintos tipos celulares estudiados el receptor totalmente funcional, aunque el papel que

Juega en alguna de ellas, concretamente en los linfocitos B, esta por definir.

3. El receptor CCR2 presente en la célula se redistribuye y se localiza en el frente de
avance de los linfocitos en respuesta a diferentes estimulos entre los que se incluye el

propio MCP-1, otras quimioquinas, citoquinas y moléculas de adhesién.

4. El receptor CCR2 es capaz de actuar como co-receptor de algunas cepas del HIV-1,
Tanto el MCP-1 como el anticuerpo agonista CCR2-02 son capaces de neutralizar esa
infeccién. El hecho de que anticuerpos dirigidos contra el tercer bucle extracelular del
CCR2, CCR2-04 y CCR2-05, no afecten a la infeccion por HIV-1 y si lo hagan
anticuerpos que reconocen e} extremo amino terminal del receptor, CCR2-01 y CCR2-

02, indica el mayor peso especifico de ésta iltima regién en la unién del HIV-].
5. EIMCP-1 induce la fosforilacién en tirosinas del CCR2 y la activacion de la via de

las quinasas JANUS, que incluye la asociacion y fosforilacion de JAK2, asi como la

activacidon de factores de transcripcién de la familia STAT.
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6. El residuo tirosina 139 del CCR2 es clave para la asociacion de las quinasas JANUS
y la activacién de la cascada de sefializacién. El modelo sugiere la dimerizacion del

receptor de quimioquina como paso previo a la activacion.

7. Los cambios conformacionales provocados por la unién del ligando y la asociacién
de JAK permite la asociacién de la proteina Gi y la consiguiente activacion de las vias

de sefializacion relacionadas con ella.

. . : Ay o . 125FAK
8. LA viade la proteina G incluye la activacion de otras tirosin quinasas como p

T28yk

yp , asi como de la tirosin fosfatasa Shp-1, que podifan relacionarse con

fenémenos migratorios y con la desactivacién de la via de las quinasas JAK.

9. El MCP-1 provoca la desensibilizacién e internalizacion del CCR2. La activacién
con MCP-1 conduce a la formacion de un complejo macromolecular formado por el
receptor, la GRK y la f-arrestina, que desacoplan la proteina Gi. El CCR2 se

internaliza en vesiculas de clatrina, proceso en el que juega un papel importante la
dinamina.
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José Miguel Rodriguez Frade

Characterization of the CCR2 Chemokine Receptor:
Functional CCR2 Receptor Expression in B Cells'

Peter Lind," and Carlos Martinez-A.>*

Jose M. R. Frade,* Mario Mellado,* Gustavo del Real,* Jose C. Gutierrez-Ramaos,*

We have derived anti-human CCR2-specific mAbs by immunization with synthetic peplides corresponding to CCR2 sequences
presumably involved in the interaction with its ligand(s). The characterization of these mAbs includes the ability ta recognize
the CCR2 receptor specifically, as well as the function based on their ability to promote Ca®* infux or to block MCP-1-induced
Ca’" influx and chemotaxis. One mAb (MCP-TR02) that is directed to the NH, terminal demaia of the CCR2 receptor has
MCP-1 agonist activity, and two that recognize the third extracellular domain (MCP-1R04 and MCP-1R05) have MCP-1 an-
tagonist activity. We analyzed the presence of CCR2 in several PBL: and tonsit-derived leukocyte papulations and found ex-
pression of this receptor in monocytes, activated T cells, and, surprisingly, in B cells. CCR2 receptor expression in B cells was
further corroborated in Southern blof using CCR2-specific probes. Moreaver, both MCP-1 and the agonist mAb trigger specific
B cell migration via a PTX-sensitive mechanism, indicating the presence of a functional CCR2 receptor in these cells.  The

fournal of Immunslogy, 1997, 159: 5576-5584.

hemiokines are a family of proinflammatory cytokines

that atract and activate specific types of leukocytes. The

known human chemokines are divided into twe subfam-
ihes based on overall sequence homelegy, the position of the first
two of four canonscal cysicine residues and the chromosomal jo-
cation of the comesponding genes. These subfamiiies are the 3 or
CC chemokines. in which the cysieines are adjacent, and the & ot
CXC chemokines. in which the cysieine residues aze separated by
one amino acid residue {1-3). This structurally defined subdivision
correlales with their activity on blood leukocyte populations, the
CXC chemokines primanly affect neurophils (and, 10 some exient,
lymphocytes) and CC chemokines act on monocyics, lymphocytes.
NK cells, basophils, and easinophils (4, 5).

Chemokines mediate their effects via interactions with seven
uansmembrane-spanning, G proteincoupled receptors {GPCR).?
which can be grouped according to their ligand specificity, T s
unclear how the chemokines achieve their functional diversity (at
untes specific, at iimes redundamt) by binding 1o this assembly of
recepiors, and these inleracitons appear @ be complex (6, 7). (Che-
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mokine receptors are expressed i a wide variery of cell popula-
tons and 2 single cell ponulation can express @ vast array of re-
ceptors. Monoeytes express high aflinily binding sies far M{P-{
MiP-18, MCP-1, MCP-2. MCUP-3. and RANTES (%, 9) Am'fnugk
funcrional analysis by recepror cross-desensitization suggests ihe
existence of at least three discrete chemokine receptors on wono
cytes. the desensitization may alsa correspond to differemsa) ra¢
ognitien {affinity variance or different receptor residues involved in
chemakine binding) by several chemakines of a single teceplo
type. Much less is known of the presence of ihe chemnakine cecer-

tor in other leukocyle popuiations

MCP-1 is a member of the CC chemokine family, produced by
endothelial cells, smooth muscle cells, and macrophages in re-
spense 10 a variety of mediatars, including platelet-derived gronth
factor. TNF-a, LPS. and oxidized low density lipoproteins (10,
11). MCP-1 is acive on monacyles, T cells. NK cells, basophls,
mast cells. and dendniue cells (120 13). I is considered nmponant
in mediating monocyiic tissae indiliration in g varene of infism
mutory diseases, including rhewnaiord arteriies and alveolins, .
well 2510 macrophage infilization of wmors (31 In this Jast case,
manocrte/macrophage activation by MCOP-T may contibute to
suppression of wmor growth in aninal models. Monocyte invasion
of the artery wall is also a cotical event in the initiation of ath-
erasclerosts. and MCP-T j espressed abundantly in the active,
macrophage -rich areas of human atherosclerouc plagues (14).

MCP-1 induces. through its binding (0 specific GPCR, hista-
mine release. calcium influx. and in vire monocyle migration
actnates muitne mast cells in vivo, regulales monocyte inteenn
expresaon, and s chemotactc for T Iymphocyies ¢ 180T
COR2 recepior is expressed o monocytes, myehoid procursor celi
and acuvated T Iymphocytes (19, 20). Twa CCR2 receprot {orms.
differing only in their allematvely spliced carboxyl wils, were
cloned and charactenized. Thase receptars, CCRZA and CCRZB
signal 1 a highly specific maneer in response to MOP-1 (21)

Alihough Thte 18 known of (he molecules direcung B el 1y
ot Bas been shown that B ocells produce and respoad e
tchemokines. SUH-1 and -9 figve hus been desaribwd oo
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Rapid Publication

The Amino-terminal Domain of the CCR2 Chemokine Receptor Acts as Coreceptor

for HIV-1 Infection

José M.R. Frade, Mercedes Llorente, Mario Mellado, José Alcami,’ José C. Gutiérrez-Ramos, Angel Zaballos,

Gustavo del Real, and Carlos Martinez-A.

Department of Immanolegy and Oncolagy, Cosire Nacional de Biotcenalogia, Consejo Superior de Investigaciones Cienifficas,
Universidad Auiénoma de Madrid, Campus de Cantablanco, E-28049 Madrid, Spain; and *Centro de Investigacion, Hospital {2 de

Octubre, Madrid, Spain

Abstract

The chemokines are a homologous serum protein family
characterized by their ability to induce activation of integrin
adhesion molecules and leukocyte migration. Chemokines
interact with their receptors, which are composed of a sin-
gle-chain, seven-helix, membrane-spanning protein coupled
to G proteins. Two CC chemokine receptors, CCR3 and
CCRS, as well as the CXCR4 chemokine receptor, have
been shown necessary for infection by several HIV-1 virus
isolates.

We studied the effect of the chemokine monocyte chemo-
attractant protein 1 {(MCP-1) and of a panel of MCP-1 re-
ceptor (CCR2)-specific monoclonal antibodies (mAb) on the
suppression of HIV-I replication in peripheral biood mono-
nuclear cells. We have compelling evidence that MCP-1 has
potent HIV-1 suppressive activity when HIV-1-infected pe-
ripheral blood Iymphocytes are used as target cells. Further-
more, mAb specific for the MCP-1R CCR2 which recognize
the third extracellular CCR2 domain inhibit all MCP-1 ac-
tivity and also block MCP-1 suppressive activity. Finally, a
set of mAb specific for the CCR2 amino-terminal domain,
one of which mimics MCP-T activity, has a potent suppres-
sive effect on H1V-1 replication in M- and T-tropic HIV-1
viral isolates.

We conjecture a role for CCR2 as a coreceptor for H1V-1
infection and map the HIV-1 binding site to the amino-ter-
minal part of this receptor. This concurs with results show-
ing that the CCRS amino terminus is relevant in HIV-1 in-
fection, although chimeric fusion of various extracellular
domains shows that other domains are also implicated. We
discuss the lmportance of CCR2 structure relative o its
coreceptor role and the role of anti-CCR2 receptor antibad-

1.M.R. Frade and M. Liorente contributed equally to this study.
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Introduction

Chemokines are a family of proinflammatory cytokines which
attract and activate specific types of lcukocyles. Based on the
pasition of the first two of four canonical cysteine residues and
the chromosomal location of the corresponding genes. two
main chemokine families. CC or o and CXC or 8, have been
identified. They act on monacytes, iymphocytes (imcluding nat-
ural killer cells). basophils, eosinophils, and neutrophils (1-3).
Chemokines mediate their effects via interactions with a seven-
transmembrane glycoproteir receptor coupled to a G-protein
signaling pathway (4, 5}. This type of receptor consists of a sin-
gle polypeptide chain with an extraccllular amino-terminal do-
main and a cyloplasmic carboxy-lerminal domain. The amino-
terminal and third extraceliular domain have been implicaled
in receptor-ligand interaction, while the carboxy-terminal and
the third intracellular domain cooperate 10 bind and activate
the G proteins {3).

The recent descriptions of the CCR3. CCRS (6-12). and
CXCR4 or fusin (10. 13-15) chemokine receptors as HIV-1
coreceptors, and of the chemokine ligands RANTES. macro-
phage inflammatory protein-le (MiP-1«)! and MIP-15 as
neutralizing agents for HIV-1 infection, assign these molecules
a key role in HIV-1 pathogenesis {6--15). Monocyte chemoat-
tractant protein 1 (MCP-1), a CC chemokine family member.
is produced by endothelial cells. smooth muscle. and macro-
phages tn response to a variety of stimuli (16). [t has been mm-
plicated as a mediator of monecyte and macrophage infiltra-
tion of tumor cells, where it may contribute o tumor growth
suppressien (17}, MCP-1 interacts with the CCR2 receptor and
induces histamine release, calcium influx. regulates integrin
expression, and acts as & chemotactic factor for menocytes/
macrophages. T cells, natural killer cells, basophils. mast cells.
and dendritic cells (J8-20). We have assayed the abilitv of the
CCR2 receptar to act as an HIV-1 coreceptor on human
PBMC hy testing the HIV-1 suppressive activity of MCP-1, as
well as the ability of menocional anti-CCR2 antibedics to in-
terfere with HIV-1 replication. Our siudies show the impor-
tance of the CCR2 amino terminus as the domain interacting

Lo Abbrevianans wsed i thix paper: CCRZ monocvle chemaoattsactant
prawin | oreceptorn, MCP-10 menacvte chemoaltraciant protein b
MIP. macrophage inflammatary protom.
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Bricf Definitive Report

Polarization of Chemokine Receptors to the
Leading Edge during Lymphocyte Chemotaxis

By Marta Nieto,* José M.R. Frade,} David Sancho,” Mario Mellado,*
Carlos Martinez-A,¥ and Francisco Sanchez-Madnid*

From the * Servicic de Inmunologia, Hospital de la Princesa, Universidad Antdionta de Madnd,
E-28006, Madrid, Spain; and $Department of Immnnology and Queology, Ceitio Naviaual de
Bioteenologla, Consejo Supcrior de Investigaciones Cievtificas, Universidad Aiscuoma de Madvid,
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Summary

Leukocyte migration in response to cell attractant gradients or chemotaxis is a key phenome-
non both in cell movement and in the inflammatory response. Chemokines ave guite likely ro
be the key molecules directing migration of leukocytes thar involve cell polanization with gen-
eration of specialized cell comparuments. The precise mechanisi of leukocyte chemoattraction
15 not known, however. In this study, we demonstrate chat the CC chemokine receprors CCRZ
and CCRS5, but not cytokine receprors such as incerleukin {IL)-2Ra, IL-2RB, tumor necrosis
factor receptor 1, or transforming growth facter BR,, are redistributed to a pole in T cells thar
are migrating in response to chemokines. Imnumotluorescence and contocal micrescopy stud-
ics show that the chemokine receptors concentrate at the leading edge of the el on the flac-
tened cell-substratum contact area, induced specifically by the signals thar mgger cell polanza-
ton. The redisuibution of chemokine receptors 15 blocked by pertussis toxan and i dependent
on cell adhesion through integnn receptors, which mediate celi migranon. Chemokine recep-
tor expression on the leading edge of migrating polarized lymphocytes appears to act as a sensor

mechanism for the directed migration of leukocytes through a chemoattracuut gradient.

hemokines exert their effects by interacting with seven

wansmembrane glvcoprotein receptors coupled to a G
protein signaling pathway (1, 2). Several chemokine recep-
tors have now been cloned and classified nto two groups, CC
chemokine receptar (CCR)Y and CXC chemokine receptor
(CXCR) (1), Some of these receptors, including CCRA,
CCR3, and CTXCIA or fusin, have recendy been described
o function as coreceptars for HIV infection (see review o
reference 1), Chemoekine receptor expression on T celis
seems to be oghtly regulated ac the tmanscriptional level. The
upregulated mRINA expression of several chemokine receprors
on activated and memory T cells has been described, a
phenomenon that appears to be dependent on exogenous
cytokines such as IL-2 (2, 3). Consequendy, memory T cells
represent the lymphocyte subset showing 2 higher transen-
dothelial chemotactic potential {4).

Cell locomotian is extremely important, especially in the
case of leukocyte migration. Certain aspects of the chemo-
taxis mechanisin have been studied in various cell types and
experimental systemns. It is now becoming clear thar cell
maociliey involves cell polarzatigty, with the formaton of
lamellipodia at the leading edge (5), where several unre-
lated reports suggest that an exocytosis process occurs (6}
This promotes the redismbution of specific molecules duy-
ing cell mouon. such as wvB3 (7} B acon (8), or the uroki-
nase tvpe plasminogen receptor {9).

The chemotacnc response is fundamenal in leukocvee
physiology and implies recognition of an external stimulus
gradient. Several mechaisnis responsible for the chemotactc
response have been suppested. ncluding these dependent on
recepror occupancy. Chemotiene receptor enrichment ar the
antenor cell pole has been difficult to deimonstate, due 1o the
lack of specific antibodies. Preliminany evidence was shown
in early studies describing the asymumetric binding of labeled
N-formylmethionyl-leucylphenylalanine on neutrophis (10).
These studies suggested that phenomena taking place at the
leading edge might direct cell moulicy. but 2 more defini-
tive demonstration was necessary. In this paper, we dem-
anstrate that CCR2 and CCRS receptors polanize to the
leading edge of migraung lymphocytes. a finding that helps
to understand the chemotactic response mechanism.

Materials and Methods

Cyiwokines and Reagenis. The  ann-CCR2 mAb  (monocyre
chemotactic protein {MCPTRO3) was obuined aod character-
1zed as described elsewhere, Mouse ann-CCR3 antiserum was ob-
tained by immunization with a KLH-coupled synthene pepeide
comespanding 1o annno acids 620 of the human CCRS chemokine
receptor. Recombinant humuan (rh) regulated an activation. nor-
ma) T cell expressed and seereted {RANTES) (R&NY Sve in
Mimneapelis. MN) and thil-R and rhdd P 1 (FeproTech ECL
brd.. London. LK) were purchased. Recombunane 1L-:5 de-

153 1. Exp. Med, @ The Rockefeller University Press = 0022- 1007297 074133 700 $2.00
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The Chemokine Monocyte Chemotactic Protein 1 Triggers
Janus Kinase 2 Activation and Tyrosine Phosphorylation of the
CCR2B Receptor’

M. Mellado,2* J. M. Rodriguez-Frade,”* A. Aragay,” G. del Real,” A. M. Martin,*
A. J. Vila-Coro,* A. Serrano,* F. Mayor, Jr." and C. Martinez-A.**

The chemokines are a growing family of low m.w., 70- to 80-residue proinflammatory cytokines that operate by interacting with
G protein-voupled receptors. Chemokines are involved in cell migration and in the activation of specific leukocyte subsets. Using
the Mono Muc [ monocytic cedl line, we show that menocyte chemotactic proteig 1 OCP-1] triggecs activation of the Janus kinase
2 (JAK2)/STATS3 pathway and CCR2 receplor tyrosine phosphorylation. Bath Ca®* mobilization and cell migration are blocked
in Mono Mac 1 cells by tyrphostin B42, a specific JAK2 kinase inhibitor. Within seconds of MCP-1 activation, JAK2 phosphar-
ylates CCR2 at the Tyr*?? position and promotes JAKZ/STAT3 complex association to the receptor. This MCP-I-initiated phos-
phorylation and asseciation to JAKZ is also observed in CCR2B-transfected HEK293 cells, In contrast, when a CCR2B Tyr' ¥ Phe
mutant is expressed in HEK293 cells, it is not phosphorylated in tyrosine and triggers neither JAKZSTAT3 activation nor Ca®*
mobilization in response to MCP-1. These results implicate the tyrosine kinase pathway in carly chemokine signaking, suggesting

a key role for this kinase in later events. The Journal of Immunclogy, 1998, 161: 805-813.

eukocyte nigration to inflammation sites is a multistep

process mediated by a series of sequential, but overfap-

ping, interactions in which the generation of chemotactic
gradients plays a key role, Chemaotactic cytokines, or chemakines,
are responstble for ctiemoatrraction of specific subsets of leukocyte
populations 1o inlammation sites {1, 2).

The chemokines are a growing family of low mow.. 10- 10
80-residue pruinfammatory cviokines, characterized by their
ability to induce migration and activation of specific leukocyte
population subsets (2-6). The two main branches of the family
are distinguished by overall sequence homelogy, chromosomai
location, and leukocyte population specificity {7). The CXC (a)
chewmokines act on neutrophils and ronhemepoietic cells in-
volved in wound healing, whereas the CC (8) chemokines act
on monocytes, eosinophils, basophils, NK cells, and different
lymphocyte subpopulations (3, 6). New chemokine families
tave been identified recently, which maiatain overall seguence
homology but lack the tvpical cysteine distribution (C, or . and
CX,C, or & chemokines) (8, 93,
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The CC chemokine monoeyie chemoaltractant protein 1 {MCP-
13 was originally described as a potent chemoauractant for mono.
eytes (104 producad by difierent cell types in response o o vanety
of mediatars including PDGE (platelet-derived growth factor.
TNF-q. LPS. and oxidized low density hpoproteius (1, 12} Simivce
then, many ather actvities have been assigned (0 MCP-1, inclug-
ing induction of T cell migraton (13), suppression of wmor
growlr in animid models (1450 and neatealizadon of HIV-S o150
MCP-1 has also been associated with several disease staes n
which monocyte infiliration plays a role. such as granulomatous
disease, host responses o bacteria, rheumaroid arthruis, infiam-
matory hean disease, bone trauma, asthma, and sepsis (16, 171

Chemokines activate their functions through inieraction with
single-clisin, seven. hefix membrunc-spanning recepiors coupled o
G proteins (GPCR) (3) To date, nine receptors have been delined
for the CC chemokines (18) and four for the CXC family. topether
with several putative CC or CXC receptors for which the {igainds
remain tu be deiermined, They have an N terminus and three ex-
tracellular loops that act in concert fo bindd the chemwokine ligand
(19 20y, while the three intracetlular loops and die ¢ tormiiaus sre
involved in tramsduction of the chemokine signal, The activation
signals following chemokine stmelation are non well defined. and
various  signal ransduction pathways have  been implicated
through the association of the chemokine receptors wih guaning
nucleotide-binding protein (G oproteins) {21). n all cases. a pet-
tussis woain (FTX-sensitive G protein was found. although there
are also examples of PTX-insensjtive § proteins, as is the case lor
the C3a receptor. which also couples 1o Gal6 (22). The hiochem-
ical signaling pathw ays include changes in inracellulur cAMP lev.
els (23). phospholipase activalion {24). increases in yrosing phos-
phorylation including the Ste substraies [ocal adhesion kinase
(PI237 ) and ZAP-70 (25}, increased association of Sre fanaly

T ARRreviaieng used (s paper, MEP-L monocy e chgmumiracial proses
CTA wiwers wosim, F0E, eprdermai gaos i factor: GPCR, G proten-coupler oy en
s JARL Janus Kinmse PUX penuessis wonim: PTye. phosphotyrosing
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Monocyte chemoattractant protein-1-induced CCR2B receptor
desensitization mediated by the G protein-coupled receptor

kinase 2

{chemokines /arrestin}
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ABSTRACT Monocyte chemoaltractant protein 1
{MCP-1} is a member of the chemokine cytokine family, whose
physiological function is mediated by binding to the CCR2 and
CCR4 receptors, which are members of the G protein-coupled
receptor family. MCP-1 plays a critical role in both activation
and migratien of leukocyles. Rapid chemokine receptor de-
sensilization is very likely essential for accurate chemataxis.
In this repert, we show ithat MCP-1 binding te the CCR2
receptor in Mono Mac 1 cells promates the rapid desensiti-
zution of MCP-1-induced calcium flux responses. This desen-
sitization correlates with the Ser/Thr phosphorylation of the
receptor and with the transient transkocation of the G protein-
coupled receptor kinase 2 (GRK2, also called B-adrenergic
kinase 1 or BARKI) to the membrane. We also demonstrate
that GRK2 and the uacoupling protein fl-arrestin associate
with the receptor, forming a macromolecular complex shortly
after MCP-1 binding. Calcium flux responses to MCP-1 in
HEK293 cells expressing the CCR2B recepior were also
markedly reduced upon cotransfection with GRK2Z or the
homaologous kinase GRK3. Nevertheless, expression of the
GRE2 dewdnant-negative mutant JARK-K220R did not affect
the initial calcium response, but favored receptor response (o
a subsequent challenge by agonists. The nwodulation of the
CCR2B receptor by GRK2 suggests an important vole for this
kinase in the regulation of monocyte and lymphocyte response
to chemekines.

The chemokines arc a large family of chemotactic eylokines
that have a central tole in leukocyte migration. The C-X-C
chemokines aet on neutrophils and nonhematopoictic cells
involved in wound heaiing, whereas the C-C chemokines act on
monocytes, eosinophils, basophils, natural killer (NK) cells,
and diverse lymphocyte subpopulations. Chemokings interact
with an array of G protein-coupled receptors (GPCR3) that
cun be grouped on the basis of their ability to bind 10 one or
mare C-X-C or C-C chemokines {1-4). The C-C chemoking
manaeyvte chemoattractant protein 1 (MCP-1) was onginally
described as a potent chemoatiractant for monocytes and is
produced by several cell types in response to a variety of
mediators (5, 6). Since then, many other activitics have been
assigned 10 MCP-1, including induction of T ccll migration,
wmor growth suppression in animal models, and H1V-|
neutralization (7-93.

Twu MCP-1 receptor forms,The type A {CCR2IAG and type
B (CCR2B) CCR2 receptars, have recently been cloned and
found to differ only in their carboxyl tadds (10). In signaling
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studies, both mediate agonist-dependent calcium mobilization.
as well as inhibition of adenylyl cyclase and cell migration
through the coupling to pertussis loxin-sensitive G proteins
{11}, We have recently shown that Gei coimmunoprecipitates
with the CCR2 receptor in Mone Mac i cells{M.M.. JM.R.F..
A.M.A., G. del Real, AAM.M., A. Serrano. F.M., and CM.-A.
unpublished work); however, it has been suggested that MCP-1
receptors, as well as those for other chemotactic chemokines
such as RANTES (regulated on activation, normal T cell-
expressed and secreted), may couple 1o multiple G proteins
(12-14).

Little is known about the regultation mechanisms of the
celiular response 1o chemokines. or of the role of desensitiza-
tion in lymphoeyte migration. The trafficking of different
Wwmphocyte populatians is 2 complex process controlled by a
vasl array of molecules. In this process, cells must be able 1o
continuously sense small changes in chemoatiractant gradi-
ents, Migration through a chemotactic gradient probably
empiovs an on—aff mechanism in which chemokine receptor
desensitization may be an important step. For i large number
ol refated GPCRs. rapid desensitization appedrs ta fmaolve
agonist-promoted receptor phesphorylation by G protein-
coupled receptor kinases (GRKs) (15-17). GRK-mediated
phosphorylatton of serine/threcnine residues in the carboxyl
tail and/or intracellular loaps of GPCR increases the affinity
for arrestin-type proteins, the binding of which prevents any
further coupling between the receptor and G proteins (18, 191
The uncoupled receplors are subseguently removed from the
plasma membrane in a process termed fernalization. Recent
evidence suggests that both GRK and arresting also plav a ke
role in the sequestration process {20, 211

There are six known members of the GRK family. GRKT 1o
GRE6 {16-18). On the basis of sequence homology, they are
classificd intw three groups: GRKI {also known as rhadopsim
kinase). GRK2 and -3 [also called B-adrenergic receplor
kinase 1 and 2 (BARKI and -2). respectively}. and GREK-4. -5,
and -6, Several unigue features distinguish agonist-induced
desensitization mediated by the second group. Cytosolic
GRK2 and GRK3 are transiocated to the membranc upon
recepior activation in a process facilitated by interactions with
released Gy dimers (22-24). Although GRKZ, -3. -5, and -6
subtvpes are ubiquitous, GREKZ is particularly abundant in
peripheral blood leukocytes, as well as in myeloid and fym-

Thix puper was sutimitted directly (Track 10) 1o the Pracecdings office
Abbreviations: GRK, G protein-coupled receptor kinase: GPCR, G
protcincoupled receplor; Gpy. 8y subunits of heteratrimeric G
protems; BARK. B-adrenergic receptor kinase: MOP-1. monocvie
chemoattractant protein 1; SDF-loo stromal ceil-detved facion 1u
HER 293, human embryoreic kidacy cells.

TAM AL MM and LMR.F. contnbuied equaly o this work.
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Infiuence of the CCR2-V641 Polymorphism on Human
Immunodeficiency Virus Type 1 Coreceptor Activity and on
Chemokine Receptor Function of CCR2b, CCR3, CCRS,
and CXCR4
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The chemokine receptors CCRS and CXCR4 are used by human immunedeficiency virus type | (HIV-1) in
conjunction with CD4 to infect cells. In addition, some virts strains can nse alternative chemokine receptors,
including CCR2b and CCR3, for infection. A polymorphism in CCR2Z (CCR2-V641) is associated with a 2- to
4-year delay in the progression to AIDS. To investigate the mechanism of this protective effect, we studied the
expression of CCR2b and CCR2b-V64l, their chemokine and HIV-1 coreceptor activities, and their effects on
the expression and receptor activities of the major HIV-1 coreceptors, CCR2b and CCR2b-V64I were expressed
at similar levels, and neither molecule affected the expression or coreceptor activity of CCR3, CCRS, or CXCR4
in cotransfected cell lines. Peripheral biocod mononuclear cells (PBMCs) from CCR2-V64i heterozygotes had
normal levels of CCR2b and CCRS but siightly redueced tevels of CXCR4. CCRIb and CCR2H-V64I functioned
equally well as HIV-1 coreceptors, and CCR2-V64I PBMCs were permissive for HIV-1 infection regardless of
virgl tropism. The MCP-1-induced calcium mabilization mediated by CCR2b signaling was unaffected by the
polymorphism, but MCP-1 sigraling mediated by either CCR2b- or CCR2-V64i-encoded recepiors resulted in
heterologous desensitization (Le., limiting the signal response of other receptors) of hoth CCR5 and CXCR4.
Th= heterclogons desensitization of CCRS and CXCRd signaling by both CCR2 allele receptor types provides
a mechanistic fink that might help explain the ir vive effects of CCR2 gene variants on progression o AIDS us
well as the reported antiviral activity of natural CCR2 ligands,

Infection of cells by human immunodeficiency virus type 1
(HiV-1) requires the presence of the viral receptor CD4 and
an appropriate coreceptor on the cell surface, Direct interac-
tions betwzen the viral Env protein and the coreceptor are
thought to trigger conformational changes in Env that lead to
fusion between the viral and cellular membranes, allowing the
viral genome to enter the host cell cytoplasm (reviewed in
references 7, 10, 12, 23, and 43). The recent identification of
certain chemaokine receptors as coreceptots for HIV-1, HIV.2,
and simian immunodeficiency virus {51V) has provided tre-
mendous insight into the mechanisms underlying viral entry
and tropism. The virus strains responsible for transmission and
which are the predominant virus type isciated from asymptom-
atic, 141V-positive individuals use CCRS as 2 coreceptor, while
viruses that emerge later during the course of infection use
CXCRA4 either in place of or in addition 1o CCRS for cellular
entry (2,9, 16, 21, 26, 27, 31). By virtue of their differential use
of the major HIV-1 coreceptors, it has been proposed that
these viruses be referred to as RS, X4, and R5X4 strains,
respectively (8, 22). in addition, a host of ether chemokine and
orphan seven-transmembrane domain receptors have been
shown to support infection by one or more virus strains in vitro,

* Corresponding author. Mailing address: Department of Pathofogy
and Laharatary Medicine, University of Peansybrania, B06 Abramsan,
34th and Civic Center Blvd,, Philadelphia, PA 19104, Phane: (215)
898-0890. Fax: (215) 573-2883. E-mail: doms@mail.med.upenn.edu.
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including CCR2H and CCR3 (16, 22, 26, 50). Evolution of
coreceptor use in vivo from CCRS to additional coreceptors
has been linked 1o disease progression and may heip explain
certain aspects of viral pathogenesrs (18, 52).

The importance of CCRS for viral transmission is shown by
the fact that approximately 1% of Caucasisns are CCRE neg-
atfve due 10 a naturally occurring polymorphism and that these
individuals are very highly resistant to virus infection (20, 35,
39, 51}, The critical rale of CCRS for vical tranemission and the
associanon berween the emergence of viruses that use CXCR4
and accelerated disease progression has triggered a search for
additional polvmorphisms m chemokine receplor genes that
may influence viral transmission and disease course. Recently,
a polymorphism in CCR2 in which Val 84 is replaced by Ll
{(CCR2-184r) has been reported (55). This polymorphism,
which occurs at an allele frequency of 10 to 253%, depending on
the cthnic population, is associated with a 2- 1o 4.ycar delav in
the progression to AIDS. However, relatively few virus strains
that can use CCR2Zb in conjuncnon with CD4 1o infect cells
have been reported (22). Therefore, the mechanism vnderlving
this protective effect is not apparent.

To investigate the protective effect of the CCR2 polvmaor-
phism, we studied the expression as well as the chemoking
receptor and HIV-1 coreceptor activities of the major CCR2
isoform, CCR2b, with and without the ¥647 mutation m pe-
ripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and transfecred
cell lines. CCR2b-V64l was expressed at levels similar 1o

vii



Jos¢ Miguel Rodriguez Frade

Roles of Chemokines and Receptor Polarization in NK-Target

Cell Interactions!

Marta Nieto,* Francisco Navarro,* Juan José Perez-Villar,* Miguel Angel del Pozo,*
Roberto Gonzdlez-Amaro,* Mario Mellado,” José M. R. Frade,” Carlos Martinez-A,"
Miguel Lépez-Botet,* and Francisco Sdnchez-Madrid®*

We report that the ability af NK cells to produce chemakines is inceeased (n NK-target cell conjugates. The chemokines produced
play a critical role in the polarization and recruitment of NK cells as well as in the NK effector-target cell conjugate formation.
Chemakines induce the fermation of twa specialized regions in the NK cell: the advancing front or leading edge, where chemakine
receptors CCR2 and CCRS cluster, which might guide the cells toward the chemotactic source, and the uropod, where adhesion
malecules ICAM-1 and -3 are redistributed. NK cell patarity was intrinsically invalved ia conjugate formation, The redistribution
of both adhesion receptors and CCR was preserved during the formation of NK-target cell conjugates. Time-lapse videomicros-
copy studies of the formation of effectar-target canjugates showed that merphategic poles are also functionally distinet; while the
binding to target cells was preferentially mediated through the leading edge, the uropod was found at the rear of migrating NK
cells and vecruited additional NK cells to the vicinity of K562 target cells, Inhibition of cell pelarization and adhesion receplor
redistribution blocked the formation of NEK-K562 cell conjuegates and the cytotoxic activity of NK cells. We discuss the implication

of NK-cell polarization in the development of cylotoxic responses.

K cells belong 1o a distinct ineage of lymphocyies ca-

pable of killing a vanety of target cells, including tamor

cells. cells infected by viruses or bacteria, and some nor-

wal cells (1) NK cells resemble CTL in certain respects. including
the cytoking production prolile and the use of a perforin-dependent
Ivtic mechanism. but they do not rearrange TCR or ig genes. The
migration and recruitment of NK cells from blood vessels 1o target
tissues are the first steps in the cascade of events in the NK cvio-
toxic response. The diverse faciors involved in this complex pro-
cess have recenlly been explored. NK cells exhibit rapid migration
tvitrs 12) and express a repertoire of adhesion molecuies from B,
ana 3 integrin families, enebling them 1o interact with endothelial
cell counter-receptors (3. 4) and extraceflular matrix proteins (3).
It has been widely proposed that chemokines are the magor sol-
uble mediators of leukocyte recruitment in inflamsmation and im-
munity {6- 81 These molecules are differentially secreted by plate-
lets and a broad spectrum of nucleated celis, including endothelial
cells. T lymphocyles, and menocyres €7, 9. 101, Although Yintle is
known abour the effects of chemokines on human NK cells. it has
been shown that these cylokines induce chemotaxis and chemaoki-
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nesis of NK cells in viro, In addition. 1t has been reported thart
chemakines stimifate Ca® ™ mobilization and cvialviic granule re-
lease. pramote cviotovie activity, and regulate the adhesi
NK cells 1 11--143. NK cells. in turn. synthesize chemotactic fuc-
tors, including M-8, MIP-1a,” and lvmphotactin (13-17). wiich
may induce the migration of additionat effector cetls into the wraeet
tssue. Chemokines specifically interact with receplors that possess
seven fransmembrane domains and are coupled o 1 G protem sig-
naling pathway. Several of these receptors have been cloned and
classified into two groups, CCR and CXCR (6. 18). but their pat-
teims of expression on NK ceils have not been fully elucidated
feukoevte migration requires ceil polarization. a phenomenon
that is involved in many other processes, such as cell differemia-
tion. vectorial transport of molecules across cell lavers, induction
of immune response. cognate interactions between APC and T
celis, and targer cedt recognition and kilting (19-24) Cell polar
Lzatren s required for the release of NK eytolytic granules s well
as for the formanoen of conjugaies between Kidler vells and twir
target cells (231 We recently reported that chemokines and other

cness o

chemmtactic cyvtokines induce in T cells the pelarization of che
mokine recepiors (CCRy (o the cell feading edge. probably dieevi-
g the cedls alome the chemokine eradient (261, §n addition. che-
mokines mduce the formation of a cell projection at the rear o the
cell, ermed the uropod. accompanied by redistribution of spevitic
adhesion molecules such as ICAM- 1, ICAM-3. CD43, and C4
o this structire (27-293,

We have studied the polarizaton of NK ceils induced by che-
mokines or during NK-targer call interaction as well as the possi-
ble role of the celluiar uroped in the migration and recriitiment of
NK celis. We have Tound thar the leading edge of NK cells con.
centrates chemokine receptors and is implicated in largel terae
tiuns, while the wropod mediates homotypic NEK cell interaciean,
which mght be important for the recruitment of these cells into
" Abhics e aned e peper MIP-1L macrophage inflamminary protein- 1oh

neevmin hanan, MY nuewvie chemsniracsm preten. FND ienecin
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The chemokine SDF-1a triggers a chemotactic
response and induces cell polarization in human B
lymphocytes

Miguel Vicente-Manzanares', Maria C. Montoya’, Maric Mellado?, José M. R. Frade?,
Miguel A. del Pozo', Marta Nieto', Manuel O. de Landazuri', Carios Martinez-A.” and
Francisco Sanchez-Madrid'

' Servicio de Inmunologia, Hospital de la Princesa, Universidad Autonoma de Madrid, Madrid,
Spain

? Department of Immunology and Qngcology, Centro Nacicnal de Biotecnolegla, Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas, Universidad Auténoma de Madrid, Campus de
Cantoblanco, Madrid, Spain

we studied the expression and possible functicnal rgle of chemokine receptors CXCR3,
CXCR4 and CCRS in normal human B lymphocytes. B cells from both peripheral blood and
tonsils expressed high levels of CXCR4 but not the other chemokine receptors tested.
CXCR4 ligand, stromal cell-derived factor (SDF)-1a, elicited a potent chemotactic response
and induced a polarized motile phenotype in B cells, resulting in redistribution of the adhe-
sion molecute ICAM-3 to a posterior appendage of the cell, termed uropod, and of CXCR4
receptor to the leading edge of migrating B cells. Time-lapse videomicroscopy studies
revealed that SDF-1a-treated cells recruited additional bystander B celis through the uro-
pod. SDF-1¢ induced levels of cellular recruitment comparable to those elicited by
polarization-inducing anti-ICAM-3 monoclonal antibody, 'nan LFEA-1/ICAM-1, -3-dependent
fashion. Moreover, this chemokine increased intracellular Ca® levels in B iymphocytes, and
induced a rapid CXCR4 receptor down-regulation on the cell surface membrane. These
resuits provide new insight into the important biclogical role of SOF-1a in physiclegical pro-
cesses in which B cells participate. and suggest a key rote far chemokings in normal B cell

trafficking and recirculation.

Key words: Stromal cell-derived factar-a / CXCR4 / B lymphocyte / Pofarization / Uropod

1 Introduction

B lymphocyles are generated in the bone marrow and,
through a process that involves rearrangement and
expression of Ig genes, produce an antigen-specific
receplor. After a process of selection to eliminate reactiv-
ity to self antigens, mature B cells emerge into the
peripheral lymphocyte pool, which recirculates through
seccndary lymphoid organs where antigen is encoun-
tered [1]. Although their maturation and development
processes are well characterized, less is known of the

[ 18119

Abbreviations: S5DF-1q: Simm?;! celi-derived factor-1a¢
MIP: Macrophage inflammatory protein - MCP-1: Monocyte
chemotactic protein-1 RANTES: Regulated on adhesion,
normal T cell éxpressed and secreted  LFA-1: Lymphocylte
function-associated antigen-1 1CAM: Intercellular adhe-
sion molecuie  CKR: Chemokine receptor
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chemotactic signals that drive B cells to the sites of anii-
gen exposure. it has recently been shown that g cross-
linking by antibodies against B cell surface Ig can be
chemotactic, although accessory signals, such as those
induced by IL-4 and generated through CD40 are
required [2). On the other hand, while B cell chemataxis
directed by the CXC chemokine IL-8 has been reported,
expression of the corresponding receptors remains con-
troversial [3, 4].

The chemokines. a large family of low moeiecular mass
(8-10kDa) cytowkines, have chemotactic and pro-
activatory effects on different leukocyte lineages both in
vitro and in vivo [5. 6]. Chemokines have been classified
in two main categories, the CXC and CC chemokines,
according to the position of their first two conserved cys-
teine residues The CXC chemckines, including IL-8,
MGSA/gro, 1P-10. Mig and stromal cell-derived factor
{SDF}-1a, have been classically described as neutrophil

0014-2980/98/0707-2197$17 50+ 50/0
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Cell-Derived Factor-l1a-Induced Lymphocyte Polarization and
Chemotaxis’

Miguel Vicente-Manzanares,* Mercedes Rey,* David R. Jones,” David Sancho,*
Mario Mellado,’ Jose Miguet Rodriguez-Frade,’ Miguel Angel del Pozo,* Maria Yifez-Ma,*
Ana Martin de Ana,’ Carlos Martinez-A.," Isabel Mérida,’ and Francisco Sanchez-Madrid®*

The role of phosphatidylinositol 3-kinase (Pi3-kinase), an important enzyme involved in signal transduction events, has been
studied in the polarization and chemotaxis of lymphaocytes induced by the chemokine stromat cell-derived factor-la (SDF-1a).
This chemokine was able to directly activate pB5/p110 PI3-kinase in whole human PBL and to induce the association of PE3-kinase
te the SDF-la« receptor, CXCR4, in 2 pertussis toxin-sensitive manner. Two unrelated chemical inhibitors of PI13-kinase, wort-
mannin and Ly294002, prevented ICAM-3 and ERM protein moesin polarization as well as the chemotaxis of PBL in response
to SDF-1a. However, they did not interfere with the reorganization of cither tubulin or the actin cytoskeleton. Moreover, the
transient expression of a dominant negative form of the PL3-kinase 85-kDa regulatory subunit in the constitutively polarized Peer
T cell line inhibited ICAM.3 polarization and markedly reduced SDF-losinduced chemotaxis, Conversely, overexpression of a
constitutively activated mutant of the PI3-kinase [10-kDa catalytic subuynit in the round-shaped PM-1 T cell line induced ICAM-3
polarization. These results underline the role of P]3-kinase in the regulation of lymphocyte polarization and motility and indicate
that PI3-kinase plays a selective role in the regulation of adhesion and ERM proteins redistribution in the plasma membrane of

tymphocytes. The Journal of fmmunology, 1999, 163: 4001-4012.

hemolkines are 4 growing superfamity of 8- to 1{-kDa

molecules that selectively atract different subsets of leu-

kocyies (1-3). Stromal cell-derived factor-1 o (SDF-10)*
13 a member of the CXC chemokine subfamily that miracis T as
well as B fymphocytes (4-6). Its role in T cell-HIV-1 infection has
been well characterized (7). Stucies performed in CXCR4- and
SDF-la-deficient mice confer special significance to the role of
SDF-1a in lymphopoiesis as well as in cardiac and neural tissue
development (8111
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Leukocyle chemaotaxis is a cructal phenomenoa both in the tm-
mune and inflammatory response (12). During chemotaxis, che-
moatrractant molecules, such as chemokines, induce tymphocye
polarizanon with generation of specialized cell companmenis (13
Chemoattractant receplors concentrate at the cell leading edge.
whereas the adhesion molecules ICAM-1, HCAM-3, and CO44 re-
disiribute to the uropod, which is involved in the recruitment of
hystander leukocytes (6, 14-16). Several cytoskeletal edements in-
cluding the ERM protein moesin and the microtubule organizing
center (MTOC) also concenirate at the wropod of polarized mi-
prating tymphecytes (17, 18). Moreover, the actin-binding protein
moesin interacts with ICANM-3 and its association increases during
the polarization gracess af lymphocytes (LT,

Signals regulating lymphocyte pofarization and chemotaxis are
largely unknown. However, different signaling molecules have
been proposed as potential candidates in the regulation of such
processes. One of these molecuies is the rype [ phosphatidytino-
snol 3-kimase (Pi3-kinase), which consisis of an 83-kDa regulaton
subunit responsible for proein-protein ingeractions via Sre-home!-
ogy (5H), SH2, and SH3 domains. and a catalytic 1 10-kDa subuni
(19). PI3-kinase has been implicated in insulin-stimulated glucose
uptake (20}, membranc ruflling induced by platelet-denived growth
factor {PDGF) or IL-2 (21, 22), and activation of addiional sig-
niling molecules, such as p?0 56 kinase (23} and Aku/protein ki
nase B (24). A G-protein-coupled P13-kinase, the Pl13-kinase 7.
which is not segulated by p83, has been recently idenufied (25. 26).
In addition, there is evidence implicating seven transmembrane
domain G-protein-coupled receptors in the activation of p85/p110
Pl3-kinase (27). Furthermore, signaling by chemokines through
their seven transmembrane domain receptors has been reported to
activate Pl3-kinase (28-30). However. controversial data exists
regarding the negative effect of P13-kinase in chemokine-induced
chemotaxis by using chemical inhibitors (31).
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