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RESUMEN

Se resumen a continuacion los datos mas recientes acer-
ca de las interacciones de CD4 con distintas moléculas
externasalacélula T (MHC, IL-16,gp120 de HIV),enla
misma membrana (CD81, CD82), o en laregion citoplas-
mica (Lck, LAT) y las consecuencias que estas asociacio-
nes tienen en cuanto a los mecanismos de activacion de lin-
focitos, con particular énfasis en los datos acerca de la
aportacién de CD4 a laactividad cinasay las vias de acti-
vacion de los linfocitos T CD4* normalesy de lineas CD4*
de fenotipo Th2. En conjunto, los datos indican que, al
menos en ciertas células, la interaccién entreel TCRYy las
cadenas de CD3 es estabilizada por CD4 independiente-
mente de la asociacion entre CD4 y la cinasa Ick. Esto per-
mite una activacion més eficiente de las cinasas asociadas
a CD3y unamodificacién de la cinética de la sefializaciéon
intracelular, manteniendo durante méas tiempo la fosfori-
lacion en tirosinas y la activacion de rutas como la de la
MAP cinasa Erk. La asociacion de Ick a la region intracelu-
lar de CD4 acelera esta cinéticay permite que se comple-
ten los pasos de activacion antes de que cese lainteraccion
del TCR con su ligando. En el caso de que la interaccion
TCR-ligando sea débil, la aportacion de la Ick asociada a
CD4 puede ser limitante, mientras que si la interaccion es
fuerte la secuencia de activacion se puede completar sin la
intervencion de la Ick aportada por CDA4.

PALABRAS CLAVE: CD4/Ick/ TCR/ CD3/ MAPK.

INTRODUCCION

D4 es una glicoproteina de la superficie
celular expresada en una subpoblacion de
linfocitos T maduros (los linfocitos T coo-
peradores) y en la mayoria de los timocitos
(1). Es una molécula de 55 kD con cuatro
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ABSTRACT

Recent data on the interactions between CD4 and other
molecules, including molecules external to T cells (like MHC,
IL-16, or HIV gp120), on the same cell surface (i.e., CD81,
CD82), or in the cytoplasmic region (Lck, LAT), aswell as the
funtional consequences of these interactionson T cell activa-
tion mechanisms will be summarized in the present review.
Particularly, the data on the role of CD4 in TCR-associated
kinase activity and several activation pathways in normal
CD4+ T cells and Th2 CD4+ cell lines. In all, the data consi-
dered indicate that, at least in certain T cells, CD4 helps in
stabilizing TCR-CD3 interactions independently on CD4-Lck
association. As a consequence, CD3 associated kinases can be
more efficiently activated upon TCR ligation, and intracellu-
lar signaling kinetics is modified, in the sense that events like
early tyrosine phosphorylation or activation of the MAP kina-
se Erk are maintained for longer. CD4-Lck association fur-
ther favours this effect, and allows a faster completion of acti-
vation steps before TCR-ligand interaction ceases. If this
interaction is weak, the role of CD4-associated Lck can be
limiting, wereas if it is strong enough, the sequence of activa-
tion can be completed in the absence of the Lck kinase brought
by CDA4.

KEY WORDS: CD4/ Ick/ TCR/ CD3/ MAPK.

dominios extracelulares (D1-D4), homélogos a
los de las inmunoglobulinas, una zona transmem-
branay unaregion intracitoplasmica de unos 40
aminoacidos (2). Los 100 residuos del dominio
aminoterminal tienen una secuencia similar al
dominio variable de las inmunoglobulinas, mien-
tras que en los tres restantes la similitud es menor.
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A lo largo de su secuencia, CD4 presenta dife-
rentes motivos mediante los cuales se puede aso-
ciar a distintas proteinas, incluyendo el propio
CD4 (3-13) (Fig. 1). Esta capacidad de interaccion
le permite cumplir una labor de primer orden
como regulador de diferentes funciones del linfo-
cito T. En este trabajo resumiremos los datos cono-
cidos acerca de estas asociacionesy las relaciones
funcionales entre ellas y con la activacion por anti-
geno, con especial referenciaanuestros datos acer-
ca del papel de CD4 en la activacién de linfocitos
T CD#4 de fenotipo Th2.

INTERACCION CON MOLECULAS
DE HISTOCOMPATIBILIDAD

El principal ligando de CD4 es la molécula del
Complejo Principal de Histocompatibilidad de
Clase Il (MHC I1), segin se pudo comprobar en
sistemas carentesde TCR, en los cuales células que
expresaban altos niveles de CD4 se adherian espe-
cificamente a células que expresaban moléculas
de MHC (14). Basdndose en este sistema, Reinherz

y cols. identificaron por mutagénesis dirigida
varios aminoacidos situados en la cara lateral de
los dos dominios aminoterminales de CD4 (D1y
D2) que eran clave para la adhesidn, lo que suge-
riala interaccion de CD4 con una gran superficie
de contacto de la cara lateral de MHC (6,15).
Ademas, se pudo identificar mediante ensayos
funcionales una segunda superficie de CD4 que
era importante para launién a MHC 11, formada
por los giros FG (CDR3) y C'C”" del dominio D1
(7,16). Puesto que estas dos regiones se encuen-
tran en caras opuestas de CD4 (17,18), y puesto
que la coexpresion del mutante F*I junto con CD4
salvaje produce unainhibicién de launiéna MHC
I1, se ha sugerido que existe un proceso de oligo-
merizacion en el curso de la asociacion de CD4 a
MHC (19,20).

Por otra parte, distintos datos indican que tam-
bién en MHC Il hay dos sitios implicados en la
unién a CD4, uno en el dominio a2 y otro en el
dominio b2 (21). La disposicion de estas regiones
en el heterodimero de MHC hace que sea imposi-
ble que la misma molécula de CD4 se una al mis-
mo tiempo a una sola molécula de MHC |1 por las
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Figura 1. Representacion esquematica de CD4, con indicacion de las regiones y secuencias implicadas en asociacio-

nes con relevancia funcional.
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dos regiones. Sin embargo, de acuerdo con la
estructura cristalograficade MHC 11, las molécu-
las pueden formar un dimero de dimeros, que se
ha llamado "superdimero”, en el cual los dominios
b2 de un heterodimero y a2 del otro estan proxi-
mos (22), y podrian interaccionar con la misma
cara de CD4. Teniendo en cuenta el conjunto de
estos datos, se ha propuesto un modelo de interac-
cion secuencial de CD4 con MHC 11, en el que se
produciria un primer contacto del TCR con el
complejo MHC-antigeno seguido de una interac-
cidn posterior de CD4 con la molécula de MHC
reconocida por el TCR, lo que induciria una dime-
rizacién de CD4 a través de sus dominios D4y,
posteriormente, una oligomerizacién con otros
complejos mediada por el dominio D1 de CD4
(23).

OTRAS ASOCIACIONES MOLECULARES
DE CD4

Ademas de su importancia en laasociacion de
CD4 aMHC I, la protrusién formada por los giros
CC'y C'C"” eselsitio de unionala proteina gp120
del virus VIH (6). En CD4 el residuo fundamental
en este reconocimiento es F*, rodeada por amino-
acidos cargados positivamente (5), mientras que
en gp120 la unién depende de aminoacidos carga-
dos negativamente (24). Por ultimo, la regién
extracelular de CD4 es el ligando de la interleuci-
na 16 (IL-16), una citocina proinflamatoria que
induce la migracion de linfocitos T CD4* (revisa-
doen (25)).LalL-16 tiene unaestructura tetra-
meérica que es necesaria para el mantenimiento de
su actividad. El sitio de union de IL-16 a CD4 ha
sido recientemente localizado en la proximidad de
laregion implicada en la dimerizacion del domi-
nio D4 (12).

La region citoplasmica de CD4 esta implicada
en diferentes asociaciones moleculares directas,
de una gran importancia funcional. Entre las
moléculas que se asocian a laregion intracelular
de CD4 se encuentran las moléculas coestimu-
ladoras CD81 y CD82 y la proteina reguladora
nef del virus VIH (8,9). Sin embargo, funcional-
mente, la asociacion mas importante de CD4,y
una de las primeras en conocerse, es la que se
establece a través de un par de cisteinas citoplas-
micas (C*?y C*2en CD4 humanoy C#¢y C*?en
CD4 de ratén) con las cisteinas 20 y 22 de la
region aminoterminal de latirosinacinasa Ick (3,
26). Recientemente, Bosselut y cols. (13) han
mostrado que estos mismos residuos de cisteina
también estan implicados en la asociacion de
CD4 con la proteina adaptadora LAT, uno de los
principales sustratos de la tirosina cinasa ZAP-
70 y un importante intermediario en la activa-
cion mediada por el TCR.
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CONTRIBUCION DE CD4 A LA ASOCIACION
DE TIROSINA-CINASAS AL COMPLEJO
TCR/CD3

El primer efecto detectable en la activacion de
los linfocitos T a través del receptor para antigeno
(TCR) es la fosforilacién de las tirosinas de los
ITAMs de las cadenas de CD3y z (27). Aunque no
hay evidencias directas que identifiquen las cina-
sas responsables de esta fosforilacion, diferentes
datos indican que éstas son Ick y fyn, dos tirosina-
cinasas de la familia Src expresadas por los linfo-
citos T (28,29). La naturaleza de laasociacion de
estas cinasas al TCRy la contribucién de CD4/Ick
a esta asociacion varian en distintos sistemas celu-
lares. En hibridomas T y en lineas transformadas,
fyn parece la fuente principal de actividad tirosi-
na-cinasa asociada al complejo TCR/CD3 (30),
mientras que en linfocitos T CD4 normales hemos
encontrado que lamayor parte de laactividad cina-
saasociada a CD3 procede de Ick (31), de forma
similar alo que ocurre en la linea de fenotipo Th2
SR.D10. Enesta linea de linfocitos, la asociacion
de Ick al TCR es muy dependiente de laexpresion
de CD4, como lo demuestra la pérdida de la acti-
vidad cinasa en los mutantes CD4™ de SR.D10y su
recuperacion en transfectantes de CD4 (32). En
cambio, en los linfocitos T CD4 normales, aunque
hay CD4 asociado al complejo TCR/CD3, Ick se
puede asociar a CD3 de forma independiente de
CD4, Yy, de hecho, la eliminacidon del correceptor
produce un aumento paradéjico de la actividad
cinasa de Ick, tanto de la total como de la asociada
aCD3 (31).

Un punto importante en cuanto a la funciona-
lidad de la asociacion CD4-Ick, es el de la propor-
cién de co-receptor y de cinasa que se encuentran
asociados en un momento determinado. Los estu-
dios realizados en ciertas lineas celulares han eva-
luado en cerca del 100% la proprocion de Ick aso-
ciadaa CD4, llegando a proponerse un "secuestro”
de lalck celular por parte de CD4 (33). Otras valo-
raciones, en linfocitos de nddulos linfaticos de
rata, dan valores por encima del 75% (34).
Nosotros hemos abordado recientemente este pro-
blemaen lisados de linfocitos T CD4 aislados de
bazo de ratén. En estas células, la eliminacion
selectiva de CD4 de los lisados celulares con anti-
cuerpos especificos anti-CD4 permiti6 determi-
nar que la cantidad de Ick libre, no asociadaa CD4,
supone aproximadamente el 50% de la Ick total de
lacélula (35). Estas diferencias podrian explicar
que la actividad cinasa asociada al TCR dependa
de CD4 en las lineas en cultivo, mientras que en
linfocitos T CD4" aislados de 6rganos linfoides hay
mas Ick "disponible" para asociarse a otras molé-
culas independientemente de CD4. Asi, Ick esta-
riadisponible para asociarse aCD3e, zy a CD2,
asi como también a moléculas responsables de
otras vias de activacion, como el receptor de IL-2
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(36) y proteinas ancladas a la membrana por unio-
nes GPI (37,38).

La presencia de cantidades significativas de Ick
y fynen los lisados celulares tras lainmunodeple-
cion de CD4 no explica, sin embargo, el aumen-
to que hemos observado en laactividad de las tiro-
sina-cinasas, tanto de Ick como de fyn, asociada
a los inmunoprecipitados de CD3 en ausencia de
CD4 (31). Unaexplicacion posible para este efec-
to seria que CD4:Ick regulara negativamente la
actividad de las tirosina-cinasas asociadas al com-
plejo TCR/CD3 o, lo que parece més probable,
que en su ausencia se pusieran de manifiesto
mecanismos de regulacién positiva. La actividad
de las tirosina-cinasas relacionadas con Src esta
regulada a través de la fosforilacion del residuo
de tirosina del extremo carboxilo terminal (Y5
en Ick) por parte de p50=« (39). Esta fosforilacién
reduce la actividad de las tirosina-cinasas al favo-
recer unaconformacion "cerrada" de las mismas
y, en el caso de Ick, requiere la asociacion del
dominio SH2 de csk con la Y**fosforilada de Ick
(40). Por otro lado, la fosfotirosina-fosfatasa
CD45 defosforila la Y de Ick, lo que regula posi-
tivamente su actividad al favorecer una confor-
macion "abierta" de la cinasa (41). Se ha descrito
que CD45 se asocia a Ick de forma independiente
de CD4 enlineas celulares y en linfocitos T CD4*
(42), y, recientemente, también se ha observado,
en linfocitos T CD4* aislados de érganos linfoi-
des, la coprecipitacion de las isoformas CD45R0
y CD45RB con el TCR en condiciones basales,
para lo cual tampoco es necesaria la presencia de
CD4 (43). En conjunto, estos datos sugieren que
el aumento de actividad de la cinasa asociada al
TCR en ausencia de CD4 puede ser mediado por
la asociacion de CD45 a Ick, que facilitaria la
accion de la fosfatasa sobre su sustrato y contri-
buiria al mantenimiento de la cinasa en una con-
formacion "abierta". Aeste respecto, hay que con-
siderar que la poblacién de linfocitos T CD4*
utilizada para nuestro anélisis comprende prin-
cipalmente células "virgenes" CD45RB. Las célu-
las de fenotipo Th2 también expresan gran canti-
dad de isoformas de CD45 de alto peso molecular
CDA45RB, por lo que podrian resultar sorprenden-
tes las diferencias en ladependencia/independen-
cia de CD4 de la cinasa asociada al TCR entre lin-
focitos Ty las células de la linea Th2 SR.D10. Sin
embargo, existe unaimportante diferencia entre
ambos tipos celulares en cuanto a la asociacion
de CD45: en los clones Th2 hay unaisoformade
bajo peso molecular (CD45R0) que colocaliza
junto con CD4 de forma independiente del TCR,
mientras que en las células "virgenes" no se detec-
ta la colocalizacion de estos dos marcadores
(44,45). Estas diferencias en las asociaciones
moleculares pueden ser el reflejo de las diferen-
cias funcionales entre las lineas celulares mante-
nidas en cultivo, estimuladas repetida y periédi-

camente, y los linfocitos CD4* "virgenes" aisla-
dos de bazo, que no han sufrido una estimulacion
antigénica previa.

LA ASOCIACION CD4/LCKEN
LARESPUESTAAANTIGENO

Para analizar la contribucidn de la region cito-
plasmica de CD4 a la sefializacion a través del TCR
hemos estudiado la estimulacion con antigeno de
células SR.D10 carentes de CD4 o transfectadas
con distintas formas de CD4, incluyendo formas
deficientes para la asociacion de Ick. En estas célu-
las hemos evaluado las cinéticas de la fosforilacion
en tirosinas y de la activacidn de la MAP-cinasa
Erk como fendmenos indicadores de la activacion
del linfocito T.

El analisis de la cinética de fosforilacion en
tirosinas en respuesta a antigeno en SR.D10 ha
mostrado que, en las células que expresan CD4
se acelera la fosforilacion de sustratos de 75y 95
kDa correspondientes a SLP-76 y Vav (Fig. 2).
Para observar este fendmeno basta la region
extracelular de CD4, aunque es més acentuado
cuando Ick se encuentra asociada a CDA4.
Ademas, esta asociacion es imprescindible para
lafosforilacion de otros sustratos de 40-50 kDa.
Estas diferencias sugieren que CD4 tiene un
doble papel en lafosforilacion de tirosinas media-
da por ligandos del TCR: por un lado, la region
extracelular de CD4 contribuye a la interaccion
TCR/péptido-MHC 11y, de esta forma, potencia
la activacion de cinasas ligadas al complejo
TCR/CD3Yy, por otra parte, la region citoplasmi-
caaumenta la respuesta aportando tirosina-cina-
sas adicionales, con sustratos especificos, y otros
mediadores intracelulares.

El efecto de potenciacion de la fosforilacion en
tirosina por parte de laregién extracelular de CD4
en ausencia de laasociacién de Ick podria resul-
tar sorprendente, aungue hay diferentes factores
que podrian contribuir al mismo. En primer
lugar, la unién de CD4 al mismo ligando que el
TCR podria aumentar la afinidad de éste por el
complejo péptido-MHC Il. Los datos publicados
por diferentes autores indican que la poten-
ciacion de la respuesta a través del TCR mediada
por CD8 se debe a un gran aumento en la afini-
dad del TCR por el complejo péptido-MHC I (46,
47). Sin embargo, este no parece ser el caso de
CD4, pues distintos trabajos han mostrado que
CD4 tiene unabaja afinidad por MHC 11 (48) y su
expresion no aumenta la afinidad del TCR porel
complejo péptido-MHC 11 (49-51). Otro meca-
nismo para explicar esta aceleracion de la fosfo-
rilacién en tirosinas mediada por CD4 en ausen-
cia de cinasas asociadas es que launion de CD4
al complejo TCR/péptido-MHC Il mediara un
cambio en ladisposicion del complejo que per-
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Figura 2. Cinética de fosforilacion en tirosinas de proteinas celulares durante la respuesta a antigeno en transfectantes de
CD4 de la linea Th2 murina SR.D10. Los transfectantes de vector solo (CD4-) o de construcciones de CD4 completo (FL),
carentes de dominio citoplasmico (Cyt-), o con mutaciones en las cisteinas implicadas en la asociacion con Ick (mc1/2) fue-
ron estimulados con células presentadoras (CPA) con o sin antigeno a los tiempos indicados. Los lisados celulares fueron sepa-
rados en un gel de poliacrilamida al 10%, transferidos a membrana de PVDF y determinada la presencia de fosfotirosina con
el anticuerpo 4G10. En el margen derecho se sefiala con flechas la posicion de las principales proteinas fosforiladas.

mitiera una activacion mas eficiente de las tirosi-
na-cinasas asociadas al TCR. Los resultados obte-
nidos en los ensayos de cinasa in vitro realizados
en inmunoprecipitados de TCRy CD3 de SR.D10
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apoyan un mecanismo de este tipo, ya que la
ausencia de CD4 en estas células produce que las
cadenas de CD3y de la cinasa asociada a las mis-
mas dejen de co-precipitar con el TCR (32). Este
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cambio bien podria ser la multimerizacion del
TCR dependiente de la oligomerizacién de CD4,
tal como ha sido propuesto por Li y cols. (23).
Para que se produzca esta oligomerizacion es
necesario el reconocimiento del complejo pépti-
do-MHC Il por parte del TCRy launién de CD4
aesamisma moléculade MHC I1. A su vez, esta
unidn parece necesaria para una respuestacom-
pleta: asi, en lineas linfocitarias Thl, donde la
unién de CD4 al complejo TCR-péptido-MHC Il
genera un patrén de fosforilacién en tirosina de
tipo agonista, éste se transforma en agonista par-
cial cuando se impide esta union utilizando molé-
culas de MHC Il incapaces de unirse a CD4 (52).
De formasimilar, tras el tratamiento de SR.D10
con anticuerpo, solo detectamos fosforilacién en
tirosina en cadenas de CD3 en células que expre-
san CD4 (53). Ademas, sélo la coagregacion de
CD3y CD4 nos permite detectar la fosforilacion
de zen los precipitados de ZAP-70, tanto en célu-
las Th1l como en células Th2 (35).

Por dltimo, CD4 se asocia con otras moléculas
gue pueden aportar tirosina-cinasas o que tienen
capacidad de regular positivamente la actividad
de las mismas. Una de las moléculas que se aso-
ciana CD4 y pueden aportar actividad tirosina-
cinasaes CD2 (54). Enel proceso de fosforilacion
entirosinas también podriajugar un papel impor-
tante CD45, puesto que en SR.D10 hay un alto
nivel de expresion de laisoforma CD45R0O (55)
que, como se ha citado mas arriba, colocaliza jun-
to con CD4 (44). De esta forma, el reclutamiento
de CD4 al complejo TCR-péptido-MHC Il arras-
traria CD45 que contribuiria a activar las tirosi-
na-cinasas asociadas al TCR, tanto directamente
como a través de la coagregacion de CD4. La
implicacién de la region citoplasmica de CD4 en
la asociacion con CD45 ha sido intensamente
estudiada por Bottomly y cols. con resultados
variables, dependientes del sistema analizado:
por ejemplo, en el timomaBW5147 AKR la colo-
calizacion de CD4 con CD45R0 es independien-
te del dominio citoplasmico y de la asociacion de
Ick a CD4, ya que sigue detectandose en transfec-
tantes que expresan CD4Ti y CD4MCA (56),
equivalentes a las construcciones CD4T1 y
CD4mc1/2 utilizados en este trabajo. Este resul-
tado apoyaria la idea de que, tras la estimulacion
antigénica, el reclutamiento de CD45 al TCR a
través de CD4 depende exclusivamente de la
region extracelular de ambas moléculas. Sin
embargo, en linfocitos T CD4* de ratdn hay una
asociacion basal de CD45R0 y CD45RB con el
TCR, que aumentatras la estimulacion por anti-
geno. Este aumento es dependiente tanto de la
expresion de CD4 como de su region citoplasmi-
ca, ya que no se produce en los linfocitos T CD4*
de ratones CD4" o transgénicos para CD4d, que
no asocia lck (43).

LAREGION CITOPLASMICA DE CD4 EN LA
FOSFORILACION DE TIROSINAS

Parece evidente que la asociacion de CD4 con
Ick contribuye decisivamente a los cambiosen la
fosforilacién de tirosinas mediada por CD4. Esta
asociacion aporta una actividad tirosina-cinasa
con muy buenos sustratos entre los componentes
del complejo TCR/CD3, como son los ITAMs del
dominio citoplasmico de las cadenas z, ey, poste-
riormente, ZAP-70 (29,57-60). Las consideracio-
nes del apartado anterior acerca de la regulacion
de la cinasa asociada al TCR por la regién extrace-
lular de CD4 serian igualmente aplicables alacina-
sa aportada por el propio CD4, en particular las
referidas al papel de CD45y a la oligomerizacién
de CD4. Se sabe desde hace tiempo que el entre-
cruzamiento de CD4 por anticuerpos aumenta la
actividad cinasa de la Ick asociada (33) y, de igual
forma, podria ocurrir tras laoligomerizacion indu-
cida por antigeno. La coagregacion CD4 con el
TCR en respuesta al antigeno provocaria un
aumento de la cinasa asociada al receptor, lo que
podria explicar el adelantamiento que hemos
observado en la fosforilacion en tirosinas de las
proteinas de 70, 75y 95 kDa, posiblemente corres-
pondientes a la cinasa ZAP-70, su sustrato el adap-
tador SLP-76y el adaptador de nucle6tidos de gua-
nina Vav. En cambio, la fosforilacion de los
sustratos de 40-50 kDa es exclusivamente depen-
diente de la asociacion de Ick a CD4. Estas molé-
culas fosforiladas podrian corresponder a las dife-
rentes isoformas de la molécula adaptadora Shc,
gue se asociaa z tras laactivacion del TCR y cuya
fosforilacién se hamostrado dependiente de Ick y
ZAP-70y de la coagregacién del TCR con CD4 en
el hibridoma By155.16 (61, 62).

Laactividad cinasa de Ick también es regulada
por la union de sudominio SH2 a otras proteinas
fosforiladas. Asi, en mutantes R***K del dominio
SH2 de Ick, que pierden la capacidad de unirse a
fosfoproteinas, se observan deficiencias en la fos-
forilacién de proteinas totalesy, en particular, de
zy ZAP-70, ambas buenos sustratos de Ick (63).
Ademas, deja de observarse la coprecipitacion de
ZAP-70 con Ick que se produce tras la activacion
del TCR (64-66). Acutoy cols. han identificado la
Y3¢ de ZAP-70 como la tirosina fosforilada que es
reconocida por el dominio SH2 de Ick, y han
demostrado que el cambio de la secuencia que
rodea a esta tirosina, (Y3*°*SDP), por la secuencia
Y*EEI, éptima para la unién de los dominios SH2
de las cinasas Src (67), aumenta la afinidad de la
interaccién y potencia la sefializacién del TCR
(68). Basandose en estos hallazgos, Acuto propo-
ne un modelo de reclutamiento de CD4 al TCR de
"dentro hacia afuera”, dirigido por la interaccion
Ick-ZAP-70, en el que la fosforilaciéon de ZAP-70
serviria como anclaje para Ick y situaria el CD4
asociado a la misma en la proximidad del TCR
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(65). Nosotros hemos utilizado el mutante Y**EEI
de ZAP-70 para comprobar esta hipotesis en la
linea SR.D10 (35). Hemos encontrado que, efecti-
vamente, ZAP-70 coprecipitacon CD4 en las célu-
las que expresan Y** EEI. Sin embargo, la estimu-
lacién con antigeno no supone un gran aumento
en la cantidad de cinasa coprecipitada. En ningin
caso hemos podido detectar la coprecipitacion en
células infectadas con ZAP-70WT. Esto indica que
elaumento de afinidad del dominio SH2 de Ick por
lasecuencia YEEI introducida en ZAP-70 es sufi-
ciente parael "preacoplamiento” indirecto de CD4
al TCR, pero éste no aumenta tras la estimulacion.
La causa de que no se produzca este aumento pue-
de ser que tras la estimulacion entran en juego
otras moléculas que interfieren en la interaccion
ZAP-70/Ick/CD4, como pueden ser PLCg, cuyo
dominio SH2 también se ha descrito asociado a la
Yo de ZAP-70 (69) o Erk, que se unealck (70) e
incluso, lalck no asociada a CD4, o la saturacién
del sistema, dadas las caracteristicas de la secuen-
cia utilizada (la de afinidad mas alta por el domi-
nio SH2 de Ick). Por otro lado, este "preacopla-
miento" tiene importantes consecuencias en los
mecanismos efectores de los linfocitos T, como lo
demuestra la potenciacién que se produce en la
produccion de IL-4 en respuesta a antigeno en las
células infectadas con ZAP-70YEEI (35).
Recientemente ha sido descrita una nueva inte-
raccion con laque CD4 contribuye a la sefializa-
cidnatravés del TCR. Se trata de la asociacion de
la proteina adaptadora p36 LAT (Linker of
Activated T cells) a la region citoplasmica de CD4
y CD8, en la que interviene el mismo par de ciste-
inas que estan implicadas en la asociacion de Ick
(13), por lo que laasociacion CD4-LAT es exclu-
yente con la interaccion CD4-Ick. Esta asociacion
facilita un mecanismo por el que el reconocimien-
to antigénico permite la localizacion en el mismo
entorno de la cinasa ZAP-70y su sustrato LAT.

CD4 EN LA ACTIVACION DE MAP CINASAS

La otrasefal intracelular que hemos analizado
entransfectantes de CD4 hasido la cinética de acti-
vacion de las isoformas de la MAP cinasa Erk. Las
MAP cinasas intervienen en la regulacion de mul-
tiples procesos de diferenciaciény activacion de
los seres vivos. Laimportancia de Erk en la activa-
cion de los linfocitos T se ha demostrado clara-
mente en modelos de diferenciacion timica, en los
cuales lamanipulacion genética de las proteinas
que precedenaErken lacascadade activacién alte-
ralos procesos de seleccidn positivaenel timo (71-
74). Estos resultados han sido confirmados
recientemente en los ratones knock-out para Erk1
(75). Por otra parte, el estudio de los mecanismos
de induccion de anergia harevelado que en célu-
las anérgicas se produce un bloqueo de la via de
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activacion de Ras-MAP cinasas (76,77). Por Glti-
mo, el analisis de las respuestas a ligandos agonis-
tas y agonistas parciales ha mostrado que, aunque
en ambos casos se produce la activacion de Erk,
ésta se mantiene durante mas tiempo en el caso de
los ligandos agonistas (78). Sin embargo, reciente-
mente Germain y cols. han propuesto un modelo
en el que la cinética de activacion de Erk para los
ligandos agonistas es mas rapida que para los ago-
nistas parciales o antagonistas (79). En este mode-
lo estaimplicada Ick y se basa en la competicion
entre el reclutamiento de la fosfotirosina-fosfatasa
SHP-1al dominio SH2 de Ick tras laactivaciony
la fosforilacion por Erk de la $** de Ick (80), que
modificariael sitio de union de SHP-1 alck e impe-
diria su interaccion.

En el sistema de SR.D10, la estimulacién con
antigeno de células CD4" produce una rapida acti-
vacion de Erk que decae a partir de los 5 min de esti-
mulacién, mientras que en las que expresan CD4 la
activacion es mas lenta, pero se produce unaacu-
mulacién de las formas activas durante mas tiem-
po, independientemente de la forma de CD4 expre-
sada (Fig. 3). Estaacumulacion se debe sobre todo
alaisoforma Erk1. Estas diferencias en la cinética
de activacion de Erk se asemejan a lo observado por
Madrenas y cols. en la respuesta a ligandos agonis-

Estimula CPA + Ag -Ag T
Tiempa (min) 17 % 16 15 15
Eri? —

E'l"E . —
CD(MNea)
Erk1
F"l"::' -
D04 FL
Erkl ——
Er2
CD4.Cyt
Entt
E"":E —
CDamecti2

Figura 3. Cinética de activacion de Erk en transfec-
tantes de CD4 en respuesta a antigeno. Los distintos
transfectantes de CD4 descritos en la Figura 2 fueron
estimulados con células presentadoras (CPA) con o sin
antigeno a los tiempos indicados. Los lisados de las célu-
las asi estimuladas se separaron en un gel de poliacrila-
mida al 10%, se transfirieron a PVDF y se determind la
presencia de Erk activado con anticuerpos especificos
frente a formas activas, fosoforiladas, de Erk (anti-acti-
ve MAPK, Promega).
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tasy agonistas parciales de un clon Thl. En este sis-
tema, la respuesta de tipo agonista es dependiente
de la proximidad de CD4y el TCR (52), y genera
unacinética de activacion de Erk en laque la rela-
cion entre las formas activas de Erk1 y Erk2 decre-
ce mas lentamente que en la respuesta a ligandos
agonistas parciales (78). Recientemente, hemos
analizado la cinética de activacion de Jun cinasa
(JNK), implicada en otra importante via de trans-
duccion de sefiales en linfocitos T, con resultados
muy semejantes a los obtenidos en la activacion de
Erk; es decir, una activacion tempranay limitadaen
células CD4" y una activacién mas prolongadaen
células que expresan CD4 (Rojo y cols., datos no
publicados).

Por altimo, hemos estudiado la participacién
de CD4 en las funciones efectoras de SR.D10 ana-
lizando la la produccién de IL-4 de los distintos
mutantes de CD4 en respuesta a antigeno. La pro-
duccion de IL-4 depende en gran medida de la aso-
ciacion CD4/Ick, aunque los defectos son parcial-
mente compensados por un alto nivel de expresién
de CD4 (Fig. 4). El requerimiento de la asociacion
CD4/Ick para una respuesta 6ptima a antigeno ha
sido confirmado en las células infectadas con ZAP-
70 modificado, en las que se produce una pre-aso-
ciacion de CD4 a ZAP-70. Esta asociacion esta
mediada por Ick y potencia fuertemente la produc-
cion de IL-4 (35).

Los andlisis previos de otros laboratorios acerca
de la asociacion CD4/Ick realizados en distintos

O CDaMea)

1 e coaR

an A CDaCyr
E 23 GO me1/2
By 20
=
+ 13
= ‘|:|

e

o 10! 10° 107

Ag [Conalbdmina, pg/mL)

Figura 4. Produccion de IL-4 por transfectantes de CD4
en respuesta a antigeno. Las células de los clones evalua-
dos se incubaron con células presentadoras de antigeno de
la linea TAK y antigeno (Ag, conalblimina) a las concen-
traciones indicadas. A las 24 h de cultivo se recogi6 el
sobrenadante y se cuantifico6 el contenido en
IL-4 de los sobrenadantes de los cultivos mediante ELISA.

hibridomas Ty lineas transformadas, cuya prolife-
racion es independiente de antigeno, han basado la
valoracion de la activacion a través del TCR en res-
puesta a antigeno en la produccion de IL-2. Estos
estudios han proporcionado resultados diferentes,
de acuerdo con el hibridoma utilizado: asi, los pri-
meros datos obtenidos en el hibridoma 171 mostra-
ron una dependencia de la asociacién de CD4 a la
cinasa (81) mientras que en estudios posteriores en
los hibridomas KR3y BI83 la produccion de IL-2 era
independiente de tal asociacion (82). Estas diferen-
cias han sido explicadas en funcidn de la distinta
naturaleza del TCR y de la afinidad del TCR por su
ligando, de modo que la asociacion de Ick a CD4
seria necesariaen caso de que la afinidad del TCR
por su ligando fuese baja, mientras que en los casos
con unaafinidad mayor bastaria la region extrace-
lular para inducir una conformacién mas activa del
TCR (82). En nuestro caso, lacomparacion entre los
resultados obtenidos con un ligando de alta afini-
dad por el TCR, como el anticuerpo 3D3 (la produc-
cion de IL-4 es independiente de la asociacidn
CD4/Ick) (35), con los obtenidos con el ligando
natural de mucha menor afinidad (la produccion de
IL-4 es dependiente de la asociacidn), parece con-
firmar esta hipétesis. En cuanto a la naturaleza de
los cambios conformacionales aludidos, son aplica-
bles los argumentos expuestos anteriormente rela-
tivos al efecto de la presencia de CD4 sobre la ciné-
tica de activacion de la cinasa asociada al TCR. De
esta forma, el adelantamiento de la cinética se refle-
jariaen una potenciacion de la produccion de IL-4.
A este respecto, son interesantes los datos aporta-
dos por Sleckman y cols. (83) sobre el defecto en la
produccion de IL-2 que se produce en células que
expresan un CD4 que carece de region citoplasmi-
ca. En el hibridoma murino utilizado en dicho estu-
dio, la respuesta al antigeno expresado en células
presentadoras no depende de la asociacion CD4/Ick
sino de la cantidad de CD4 expresada (83), al igual
gue ocurre en nuestro sistema con la estimulacion
con anticuerpo. Sin embargo, la respuesta al antige-
no presentado sobre liposomas, un sistema menos
eficaz de estimulacion, depende de la asociacién de
Ick aCD4 aunque se compensa en parte en las célu-
las con alto nivel de expresiéon de CD4, de forma
similar a lo observado en nuestros mutantes de CD4
en la respuesta a antigeno.

CONTRIBUCIO[\I DECD4 A
LA INTERACCION TCR-LIGANDO

Para explicar la sefializacion inducida por el
reconocimiento de un ligando por el TCR se han
propuesto dos tipos de modelos. Por un lado, los
modelos basados en cambios conformacionales
del receptor, seguin los cuales la sefializacion seria
debida al cambio conformacional provocado en el
receptor por el reconocimiento antigénico (84,
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85). Dentro de este grupo se incluirian también
aquellos que proponen la agregacion de los recep-
tores como mecanismo iniciador de la sefializa-
cion (23,86,87). Por otro lado, los modelos ciné-
ticos propugnan que la activacion del receptor se
produciria una vez que se completen una serie de
pasos, principalmente ligados a laacumulacion de
intermediarios fosforilados (88, 89). Los resulta-
dos mostrados aqui y los de diferentes trabajos
muestran gque estos dos grupos de modelos no son
excluyentes sino complementarios.

¢Cual seria la contribucion de las distintas for-
mas de CD4 a la sefializacién del TCR segun estos
modelos? (Fig. 5). Laregion extracelular de CD4

es suficiente para mantener el cambio conforma-
cional del TCR mediado por el reconocimiento
antigénico. Este cambio conformacional estaria
referido, més que a la transmisién de un cambio en
la regién de reconocimiento antigénico del TCR, a
la disposicién de los componentes del complejo
TCR/CD3, como hemos propuesto recientemente
paraexplicar las diferencias de reconocimiento por
anticuerpos anti-CD3 en distintas lineas CD4*
murinas (90), y sugieren los datos que indican que
lainteraccion entre el TCRYy las cadenas de CD3 es
mas fuerte en las células que expresan CD4. Esta
disposicion del complejo permite que los ligandos
del TCR puedan activar de forma mas eficiente las

TCR/CD3

Intaracsiin TR DS dabil
Poca capacidad de los ligandos del TCH
pama actvar la cinasa asociada a CD3

Intaraccitn TORCDE huerle
Alta capacidad de los igandes deld TCR
para actvar la cinasa asodada a G033

Infraccion TCRCGD fuarie
AHa capacidad de los ligandes del TCR para
aclivar la cinasa asociada a CO3 ya Ch4
04 potencia la actwacidn por madio da &
asosiackon de ok w LAT

Figura 5. Representacion esquematica de la contribucidn diferencial de las distintas regiones de CD4 a la activacion

a través del TCR.
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cinasas asociadas a CD3 y modifiquen la cinética
de la sefializacion intracelular, manteniendo
durante mas tiempo la fosforilacién en tirosinas y
laactivacion de rutascomo lade laMAP cinasa Erk.
De esta forma, aumenta el intervalo de tiempo en
el que se acoplan los distintos pasos de la activa-
cion propuestos por los modelos cinéticos. La aso-
ciacion de Ick a la region intracelular de CD4 actlia
de forma sinérgica con la region extracelular, ace-
lerando dicha cinética y permitiendo que se com-
pleten los pasos de activacion antes de que cese la
interaccion del TCR con su ligando, responsable
del cambio conformacional. En el caso de que esta
interaccién sea débil la aportacion de la Ick asocia-
da a CD4 puede ser limitante, mientras que si la
interaccion es lo suficientemente fuerte podria
mantenerse el tiempo suficiente paracompletar la
secuencia de activacion sin la intervencion de la
Ick aportada por CDA4.

En resumen, los datos presentados aqui y los de
trabajos anteriores demuestran que CD4 potencia
laactivacidn através del TCR. Laaportacion de las
distintas regiones de CD4 a esta potenciacién
depende de las diferencias en la eficiencia de los
sistemas de activacion. Estas diferencias son debi-
das a distintos parametros, como la afinidad del
TCR por el ligando (anticuerpo frente a antigeno),
el reconocimiento de ligandos peptidicos altera-
dos o no (agonistas frente a agonistas parciales),
la presencia de otras moléculas coestimuladoras
adicionales (células completas frente a liposomas)
o0 la densidad del antigeno (alta frente a baja).
Cuando laeficiencia del sistema activador es alta,
como en el caso del anticuerpo 3D3, basta la apor-
tacion de laregién extracelular de CD4 para poten-
ciar la respuesta. En sistemas con menor eficacia
activadora, como en el caso del antigeno, es nece-
saria la asociacion de Ick a CDA4.
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