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RESUMEN

Las células dendriticas (CDs) son células presentadoras de antigenos que
desempenan un papel crucial en el comienzo de la respuesta inmunoldgica
adaptativa. En los tejidos y antes de su encuentro con el antigeno, las CDs se
encuentran en un estado inmaduro, sin embargo, cuando las CDs inmaduras se
exponen a patdgenos u otras “sefales de peligro”, sufren un proceso
denominado maduracién o activacién durante el cual, entre otros cambios, se
produce el incremento en la expresiéon del receptor de quimioquinas CCR7. Este
receptor controla la migracién de las CDs maduras desde el foco de inflamacién
hacia los ganglios linfaticos, siguiendo un gradiente de concentracién de los
ligandos de CCR7, CCL19 y CCL21. En los ganglios, las CDs presentaran los
antigenos endocitados a los linfocitos T especificos para generar una respuesta
adaptativa. Ademas de la quimiotaxis, CCR7 regula otras funciones en las CDs,
como la maduracién, la supervivencia, la endocitosis, la citoarquitectura y la

velocidad migratoria.

El complejo SCF es un complejo enzimatico con actividad E3 ubiquitin ligasa
encargado de la ubiquitinacién de numerosas proteinas en la célula para
posteriormente ser degradadas por el proteasoma. Este complejo estd compuesto
por Skpl, Rbx1 y Cul-1. Para que el complejo se active, es necesario que la
proteina de ensamblaje Cul-1 sea modificada covalentemente por Nedd8, una
molécula homdloga a la ubiquitina, mediante un proceso denominado

nedilacién.
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En este trabajo estudiamos si CCR7 podia estar induciendo nedilacién, y
consecuente activaciéon, de la ubiquitin ligasa SCF en las CDs y también
investigamos las consecuencias funcionales de dicha activacién. En primer lugar,
observamos que la estimulacién de CCR7 con CCL21 inducia nedilacién de Cul-1
a través de la sefalizacibn mediada por la familia de proteinas de Gai.
Posteriormente analizamos si dicha nedilacién podia estar mediando alguna de
las funciones reguladas por CCR7 en las células dendriticas. Sin embargo,
observamos que la inhibicién farmacoldgica de la nedilacion con MLN4924
(MLN) no afectaba a las funciones reguladas por CCR7, incluyendo, la
supervivencia, quimiotaxis, velocidad migratoria, endocitosis o la

citoarquitectura de estas células.

Sorprendentemente, observamos que la nedilacién de Cul-1 ocurria en el ntcleo
de las CDs. En este sentido, se comprobd que Cul-1 se encontraba en el nucleo
formando parte del complejo SCF con Skpl y Rbxl. En este trabajo también
observamos que la estimulaciéon de CCR7 indujo poliubiquitinacién tipo K48
(Poli-Ub-K48), relacionada con la degradacién proteasomal, en el nucleo de las
CDs. Dicho incremento en Poli-Ub-K48 se inhibié cuando las células fueron
pretratadas con MLN. La reduccién en los niveles de Cul-1 mediante un siRNA

tuvo un efecto similar sobre la Poli-Ub-K48 inducida por CCR7.

Estos resultados sugieren que CCR7 induce la Poli-Ub-K48 de proteinas a través
de la nedilacién de Cul-1, lo cual induce activacion de la E3 ligasa SCF en el
nicleo de las CDs. Apoyando este concepto, nuestros estudios indican que la

ubiquitina (Ub) colocaliza con Nedd8 en el nucleo de las CDs y ademas la Ub
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nuclear desaparece cuando se inhibe la nedilacién con MLN o cuando se silencia

Cul-1 mediante un siRNA.

Finalmente, analizamos si la degradacién de las proteinas ubiquitinadas podia
estar ocurriendo en el mismo nucleo de las CDs. Nuestros estudios mostraron la
presencia de un componente del proteasoma 26S en el nucleo de las CDs y su
posible cercania con el complejo SCF, sugiriendo que la degradaciéon de las
proteinas ubiquitinadas en respuesta a CCR7 podria darse en el nucleo de las
CDs. Con el fin de averiguar qué proteinas se ubiquitinan en respuesta a la
estimulaciéon de CCR7, se realizaron estudios de protedmica precipitando Cul-1
de extractos de proteinas nucleares. El anélisis del interactoma de Cul-1 sugiere
que esta proteina puede estar participando en el metabolismo de proteinas, v,

posiblemente, en el mantenimiento de la proteostasis nuclear.

En conclusién, nuestros resultados indican que CCR7 puede inducir otros tipos de
modificaciones post-traduccionales diferentes a la fosforilacién, como es la
nedilacién y la ubiquitinacién. Este trabajo describe una nueva via de
sefalizacion regulada por CCR7 que induce la nedilacién de Cul-1y la activaciéon
de SCF en el nacleo de las CDs. Este complejo es responsable de la Poli-Ub-K48
de proteinas nucleares. La presencia de proteasomas y su cercania a SCF sugieren
que la degradacién de proteinas puede darse en el nicleo de las CDs. En este
sentido, los datos obtenidos permiten especular que CCR7 podria estar

participando en el mantenimiento de la proteostasis nuclear.
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SUMMARY

Dendritic cells (DCs) are potent antigen presenting cells, key for the development
of an adaptive immune response. DCs are found in peripheral tissues in an
immature state, but when these cells encounter a pathogen or a “danger signal”,
they undergo a process called maturation, in which, they upregulate the
expression of chemokine receptor CCR7. This receptor controls the migration of
DCs from the inflammation site to the lymph nodes, following the concentration
gradient of its ligands, chemokines CCL19 and CCL21. In the lymph nodes, DCs
will present the antigens endocyted to specific T cells to activate an adaptive
response. In addition to chemotaxis, CCR7 controls other functions in DCs, such

as maturation, survival, endocytosis, cytoarchitecture and migratory speed.

The SCF complex (Skpl-Cul-1-Fbox containing complex) is an E3 ubiquitin ligase
enzyme that mediates the ubiquitination of a large number of proteins in the cell
to induce their degradation by the ubiquitin proteasome system. This complex
contains the proteins Skpl, Rbx1 and Cul-1. For SCF to be activated, Cul-1 has to
be modified covalently by Nedd8, an ubiquitin-like protein. This process is called

neddylation.

In this study we wanted to find out if CCR7 could induce neddylation of the SCF
and the functional significance of this process in DCs. First, we observed that
stimulation of CCR7 with CCL21 induces neddylation of Cul-1 through Gai
protein signaling. Next, we analyzed if this neddylation could be controlling

CCR7-regulated functions in DCs. In this regard, we inhibited neddylation with a
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drug called MLN4924 (MLN), but we observed no effect of this inhibition in
CCR7 induced survival, chemotaxis, migratory speed, endocytosis or

cytoarchitecture changes in DCs.

We later found that neddylation of Cul-1 was occurring in the nucleus of DCs
and we confirmed that Cul-1 was part of the SCF complex, along with Skp1 and

Rbx1 in the nucleus.

Upon CCR7 stimulation, we observed an increase in K48 polyubiquitination
(K48-Poly-Ub), known to direct proteins for their degradation by the
proteasome, in the nucleus of DCs. This increase was prevented by MLN
treatment. A similar result was observed when Cul-1 levels were reduced with a
siRNA. These results indicate that CCR7 is inducing K48-Poly-Ub of proteins in
the nucleus of DCs through SCF Neddylation/activation. Consistent with these
results, fluorescence microscopy analysis showed Ub was found concentrated in
the nucleus of DCs co-localizing with Nedd8. Upon MLN treatment or Cul-1
reduction by a siRNA, Ub levels decreased in the nucleus of DCs. We could also
detect proximity between Nedd8 and Ub, abolished when DCs were treated

with MLN.

Likewise, we wondered whether degradation also could be taking place in the
nucleus of DCs. Our studies show there are proteasomes in the nucleus of DCs
and these superstructures seem to be close to the SCF complex, suggesting
degradation of ubiquitinated proteins in response to SCF could also take place in

the nucleus of DCs.
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To find out which proteins are being ubiquitinated in response to CCR7, we
carried out proteomic studies of the nuclear interactome of Cul-1. Our results
indicate Cul-1 could participate in proteins metabolism, and, possibly, in the

maintenance of nuclear proteostasis.

In conclusion, we have observed that CCR7 can induce other types of
posttranslational modifications, different from phosphorylation, such as
neddylation and ubiquitination. We describe a new signaling pathway in which
CCR?7 induces neddylation of Cul-1 and the activation of the SCF complex. This
takes place largely in the nucleus of DCs and it is responsible for the K48-Poly-Ub
of proteins in this compartment. Degradation also could be taking place in the
nucleus of DCs, as the presence of proteasomes seems to indicate. In this regard,
we speculate CCR7 could be participating in the maintenance of nuclear

proteostasis.
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RESUMEN GRAFICO
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Modelo actualizado de la sefializacién intracelular activada por CCR7. La estimulacién de CCR7
con sus ligandos, CCL19 y CCL21, induce un aumento de la supervivencia, la quimiotaxis, la
velocidad migratoria y la endocitosis, asi como cambios la citoarquitectura de las CDs. Los
resultados obtenidos en esta tesis sugieren una nueva via de sefializacién en la que la estimulacién
de CCR7 induce la nedilacién de Cul-1 en el nucleo, activando asi al complejo SCF, que induce
poliubiquitinacién tipo K48 de proteinas nucleares, para ser degradadas posteriormente por el

proteasoma.
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INTRODUCCION

1. El sistema inmunolégico

El sistema inmunoldgico (Sl) protege al organismo frente a multiples amenazas,
incluyendo patdgenos, agentes fisicos y quimicos o células tumorales, gracias a la
coordinacién de dos tipos de respuestas inmunoldgicas: la respuesta innata y la
respuesta adaptativa. La respuesta inmunoldgica innata constituye la primera
linea de defensa del organismo y es la encargada de reconocer las amenazas y
actuar de manera inmediata y, relativamente, inespecifica para eliminarlas
(Dudek, Martin et al. 2013). Las células del sistema inmune innato y otras células
del organismo expresan receptores que reconocen estructuras microbianas
conservadas denominadas “patrones moleculares asociados a patégenos”
(“pathogen associated molecular patterns (PAMPs), u otras “sefiales de peligro”,
“patrones moleculares asociados al dafo” (“damage associated molecular
patterns (DAMPs))(Medzhitov 2001), que activan una respuesta inflamatoria en

estas células.

La respuesta inmunolégica adaptativa se desencadena de manera muy especifica
contra agentes que son reconocidos como antigenos. Comparada con la
inmunidad innata, la inmunidad adaptativa se produce de manera maés tardia
(tras varios dias). Estd mediada principalmente por los linfocitos T y los linfocitos
B, que tras ser activados por células de la inmunidad innata, maduran y generan
clones de linfocitos especificos contra el antigeno (lwasaki and Medzhitov 2015).

Estos clones serdn los responsables de generar la llamada “memoria
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inmunoldgica”, que consiste en la capacidad del sistema inmune de reaccionar de
manera réapida y especifica si se expone nuevamente a un antigeno con el que ya

haya estado en contacto previamente (Dudek, Martin et al. 2013).

Aunque hasta ahora se pensaba que la memoria inmunoldgica era exclusiva del Sl
adaptativo, recientemente se ha descubierto que el Sl innato posee una
capacidad similar, a la que se ha denominado “inmunidad entrenada” (“trained
immunity”). Este tipo de “memoria” confiere a las células del Sl innato la
capacidad de responder de manera mas rapida y eficiente frente a un
determinado antigeno con el que ya han estado en contacto anteriormente

(Franceschi, Salvioli et al. 2017; Lee, Geng et al. 2017).

Para que se inicie la respuesta inmune adaptativa, es necesario que los linfocitos
reconozcan al antigeno, que se expone sobre moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH en ratén o HLA en humano) en la superficie de las
células presentadoras de antigenos. Las células dendriticas son las méas potentes y

eficaces células presentadoras de antigenos.

2. Ciclo biolégico y funcién de las células dendriticas

Las células dendriticas (CDs) juegan un papel clave en la iniciacién de la respuesta
inmunoldgica adaptativa, asi como en la induccién de memoria inmunoldgica y

tolerancia periférica (Mellman 2013).

Al igual que los monocitos y los macrdéfagos, las CDs derivan de progenitores

hematopoyéticos de la médula 6sea con un potencial de diferenciacién mieloide.
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Dichos progenitores mieloides dan lugar, tras sucesivas etapas de diferenciacion,
a pre-CDs que pasan al torrente circulatorio para posteriormente extravasarse a
los tejidos periféricos (Geissmann, Manz et al. 2010). En estos tejidos, las CDs se
encuentran en una fase de diferenciacion denominada “inmadura” (figura 1). Las
CDs inmaduras realizan una labor de “vigilantes” frente a patégenos invasores o
sefales de peligro. Este estado inmaduro se caracteriza por una alta capacidad
endocitica, principalmente mediante macropinocitosis y fagocitosis, y una

capacidad de presentacién antigénica relativamente baja (Mellman 2013).

Cuando las CDs inmaduras se exponen a patégenos, PAMPs o citoquinas
inflamatorias, experimentan una serie de cambios fenotipicos y funcionales, un
proceso denominado maduracién o activaciéon (figura 1). Durante la maduracién
se reduce drésticamente la capacidad de capturar antigenos, aunque permanece
la capacidad endocitica mediada por receptores (Yanagawa and Onoe 2003;
Platt, Ma et al. 2010). Ademés, se activa la maquinaria de procesamiento
antigénico y se incrementa la expresion de moléculas coestimuladoras como
CD80 y CD86, y HLA (CMH) (Dudek, Martin et al. 2013). También, durante este
proceso disminuye la expresiéon de receptores de quimioquinas inflamatorias
(CCRI, 2, 5 y CXCR1 y 2) y se incrementa considerablemente la expresién del
receptor de quimioquinas CCR7. Este receptor controla la migracién de las CDs
maduras desde el foco de la inflamacién hacia los ganglios linfaticos, siguiendo
un gradiente de concentracién de sus dos ligandos, las quimioquinas CCL21 vy

CCL19.
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Figura 1. Ciclo biolégico de las células dendriticas. Las células dendriticas (CDs) se originan en la médula
6sea a partir de progenitores hematopoyéticos. Estos progenitores migran a través de los vasos sanguineos a
los tejidos periféricos, y durante este trayecto se produce su diferenciacién a CDs inmaduras. En los tejidos
periféricos, las CDs inmaduras actian como “centinelas” que detectan microorganismos patégenos, PAMPS
o DAMPS. Al activarse se modifica la expresién de sus receptores de membrana, disminuyendo la expresién
de receptores inflamatorios (CCRI, 2, 5, 6 y CXCRI y 2) y aumentando la expresién de CCR7, MHCII
(CMHII), CD40, CD80 y CD86. CCR7 dirige las CDs a los ganglios linfaticos siguiendo el gradiente de
concentracién de los ligandos CCL19 y CCL21. En los ganglios, las CDs presentaran los antigenos
endocitados previamente a las células T para comenzar una respuesta adaptativa. Modificado a partir de
(Bachmann, Kopf et al. 2006).

Las CDs maduras, una vez localizadas en las zonas ricas en linfocitos T de los
ganglios, presentardn los antigenos capturados en su fase inmadura a los
linfocitos T que posean el receptor TCR especifico para dichos antigenos. Estos
linfocitos T se activardn, comenzaran a proliferar y migrarén al foco inflamatorio
donde las CDs captaron previamente los antigenos, generando asi una respuesta
adaptativa contra esos antigenos (Mempel, Henrickson et al. 2004; Krummel,

Bartumeus et al. 2016).

Durante un proceso inflamatorio, los monocitos de sangre periférica pueden
migrar a las zonas inflamadas y diferenciarse en CDs que contribuyen a la
respuesta inmune contra la amenaza detectada (Qu, Brinck-Jensen et al. 2014).
Ademas, existe un subtipo de CDs inmaduras que, aunque no han sido activadas
por sefales inflamatorias, expresan CCR7, lo que les permite migrar a los

ganglios linfaticos continuamente transportando antigenos propios o agentes
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ambientales inocuos. De esta manera presentan los antigenos a las células T junto
con las sefiales necesarias para que éstas se conviertan en linfocitos T reguladores
(tolerogénicos) (Mellman 2013). Por lo tanto, las CDs desempefan un papel
clave en la regulacidon del sistema inmunolégico y la adquisicidon de tolerancia

periférica.

3. Las quimioquinas y sus receptores

3.1 Las quimioquinas

Las quimioquinas (citoquinas quimiotécticas) son pequenos péptidos (8-14 KDa)
que actiian como quimioatrayentes celulares. Mediante la unién a sus receptores
especificos, las quimioquinas inducen la activacién de diversas vias de
transduccién de sefiales intracelulares que regulan la migracién y otras maltiples
funciones celulares (Luster 1998; Lopez-Cotarelo, Gomez-Moreira et al. 2017).
Debido a este importante papel, son necesarias para el correcto desarrollo y
homeostasis de las células del sistema inmunolégico (Criffith, Sokol et al. 2014).
Las quimioquinas generalmente son secretadas al medio extracelular, a excepcién
de CX3CL1 (fractalquina), que es una proteina de membrana. Muchos de estos
péptidos pueden unirse a proteinas sialiladas presentes en la superficie celular o a
los proteoglicanos sulfatados que se presentan en la matriz extracelular. Debido a
su afinidad por los proteoglicanos, al ser secretadas al exterior celular, pueden
oligomerizar y permanecer concentradas localmente formando gradientes

estables (Li, Pettersson et al. 2014).
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Las quimioquinas constituyen una amplia familia compuesta por alrededor de 50
miembros que se clasifican atendiendo a la posicidn relativa de dos de sus cuatro
residuos de cisteina (C) muy conservados, que se encuentran préximos al
extremo N-terminal. De acuerdo con esta clasificaciéon existen 4 familias de
quimioquinas: CXC-, CC-, C- o y CX;C-. Donde X representa a cualquier

aminoacido (figura 2).
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Figura 2. Tipos de quimioquinas. Las quimioquinas se clasifican en cuatro grupos, atendiendo a la posicién
relativa de dos de sus cuatro cisteinas mas conservadas, en el extremo N-terminal: Quimioquinas tipo (CXC)
(@), (CC) (b), (C) (c) y (CX3C) (d). A la derecha de cada tipo se indican las quimioquinas descritas y sus
receptores.(Rostene, Kitabgi et al. 2007)

Las quimioquinas CXC presentan un aminoacido no conservado entre ambas
cisteinas y son quimioatrayentes de neutréfilos, linfocitos T, linfocitos B y células
Natural Killer (NK). Las quimioquinas CC-, en las cuales las cisteinas son
adyacentes, son quimioatrayentes de monocitos, macréfagos, baséfilos, linfocitos

T y eosindfilos. Las quimioquinas C son aquellas que presentan sélo dos cisteinas
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conservadas en lugar de cuatro (Kelner, Kennedy et al. 1994) y los unicos
miembros de esta familia son la linfotactina a y la B, quimioatrayentes de
linfocitos T. Por dltimo, existe una quimioquina CX3C, con tres aminoacidos no
conservados entre las dos primeras cisteinas, denominada fractalquina (Rollins
1997; Rostene, Kitabgi et al. 2007). Esta clasificacion permite estandarizar la
nomenclatura de estas moléculas de acuerdo con el grupo al que pertenecen
(CC-, C-, CXC- o CX3C-), seguido de una L (ligando), todo ello seguido de un

namero (Bacon, Baggiolini et al. 2002) (figura 2).

Desde un punto de vista funcional, las quimioquinas ademaés pueden agruparse
en homeostaticas o inflamatorias, dependiendo de si regulan, a través de sus
respectivos receptores, funciones celulares homeostaticas béasicas o relacionadas
con un proceso inflamatorio (Lopez-Cotarelo, Gomez-Moreira et al. 2017). Las
quimioquinas homeostéaticas controlan funciones como la migracién constitutiva
de los leucocitos y la organizacién de los 6rganos linfoides secundarios, mientras
que las inflamatorias son secretadas en focos de inflamacién, de manera
transitoria, para reclutar a las células del sistema inmune encargadas de resolver

dicho proceso inflamatorio (Lopez-Cotarelo, Gomez-Moreira et al. 2017).

3.2 Los receptores de quimioquinas

Las quimioquinas controlan las funciones celulares mediante su unién a
receptores especificos en la superficie de las células. Los receptores de
quimioquinas pertenecen a la familia de los receptores acoplados a proteinas G

(Guanine nucleotide binding proteins) heterotriméricas (GPCR’s o G-protein-
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coupled-receptors). Los receptores de quimioquinas se clasifican en 4 grupos
distintos atendiendo al tipo de quimioquina que unen: CCR-, CR-, CXCR- o
CX3CR-, donde R significa receptor. Estos receptores se expresan en una gran

cantidad de células (Zlotnik and Yoshie 2012; Lopez-Cotarelo, Gomez-Moreira et

al. 2017) .
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Figura 3. Estructura de un receptor de quimioquinas acoplado a proteina G: El receptor estda formado por
siete hélices alfa transmembrana. El extremo N-terminal est4 orientado hacia el exterior, donde interacciona
con su ligando. La unién del ligando desencadena la interaccién entre la proteina G acoplada y el receptor,
a través motivo DRY y el extremo C-terminal, desencadenando la separacién de las proteinas G, y Gg,,
iniciando la cascada de sefializacién hacia el interior celular. Moléculas como la B-arrestina regulan la
internalizacion y desensibilizacién del receptor. Modificado a partir de (O'Hayre, Salanga et al. 2008).

Los receptores de quimioquinas estdn formados por siete hélices alfa que se
encuentran insertadas en la membrana citoplasmatica con un extremo N-terminal
y tres bucles orientados hacia el exterior celular y un extremo C-terminal y otros
tres bucles orientados hacia el citosol (figura 3). Las quimioquinas se unen a la
region N-terminal (extracelular) del receptor, y el extremo C-terminal estéd
relacionado con la internalizacién del receptor (Nibbs, Gilchrist et al. 2007). La
capacidad de los receptores de quimioquinas de sefializar tras la unién del
ligando reside fundamentalmente en la presencia de un motivo DRY (Aspértico,

Arginina, Tirosina). Este motivo, que se encuentra cerca de la tercera regién
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transmembrana en el segundo bucle intracelular, esta situado cerca de la zona de
acoplamiento de la proteina G. El motivo DRY se encuentra muy conservado y
su ausencia o mutacién impide la sefalizacién intracelular del receptor a través

de la proteina G (Allen, Crown et al. 2007).

Las proteinas G heterotriméricas acopladas a los GPCR’s transducen y amplifican
la sefial de la quimioquina al interior celular (figura 3). Estas estadn constituidas
por tres subunidades: una subunidad a, una subunidad B y una subunidad vy, de
las cuales existen una gran variedad de subtipos. Sin embargo, las subunidades 3
y Y forman un dimero muy estable que sélo puede ser disociado en condiciones
desnaturalizantes, por lo que Ggy constituye una unidad funcional. La subunidad
Gq se encuentra unida, por un lado, a los bucles citosélicos del receptor de
quimioquinas, y, por otro lado, al complejo Gg,. Las proteinas G heterotriméricas
se clasifican en cuatro familias dependiendo de la subunidad a que contienen: a;,
Qijo» Ogm» Oizn3. La subunidad Gq contiene un dominio GTPasa que determina la
conformacién y estado de activacién de la proteina G (Vogler, Barcelo et al.
2008). Las proteinas G alternan dos estados: un estado inactivo unido a GDP y
un estado activo unido a GTP. La unién del ligando al receptor GPCR desencadena
el intercambio de GDP por GTP, en la subunidad a, lo que produce un cambio
conformacional en G, —GTP que separa dicha subunidad del dimero Gg,, y ambas se
liberan hacia el citoplasma, donde inician cascadas de sefializacién intracelular. La
subunidad Gq posteriormente hidrolizard el GPT a GDP y volvera a su conformacién
inactiva, induciéndose la reasociacion de las subunidad Gg,, lo que termina con la

sefalizacién efectora (McCudden, Hains et al. 2005).
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Los receptores de quimioquinas pueden regularse mediante un proceso de
internalizacién y desensibilizacién que depende de unas proteinas adaptadoras
denominadas B-arrestinas (figura 3). Se ha observado que la estimulacién del
receptor con su ligando induce que las proteinas GRK (G-receptor coupled
kinase), PKA o PKC, fosforilen la regién C-terminal del receptor creando un sitio
de unién con las B-arrestinas, que inducen la internalizacién del receptor, e

impiden que interaccione con la proteina G (Kohout and Lefkowitz 2003).

Existen unos receptores de quimioquinas denominados atipicos (Atypical
Chemokine Receptors, ACRs) que carecen de motivos DRY o presentan motivos
DRY alterados, de modo que no sefalizan a través de las proteinas G. Se piensa
que los receptores ACRs actian como receptores “basurero” (scavenger) que
regulan los niveles locales de quimioquinas (Ulvmar, Hub et al. 2011; Graham,
Locati et al. 2012); aunque recientemente se ha descrito que algunos de estos
ACRs pueden dimerizar con los receptores tipicos regulando asi su funcién (Nibbs

and Graham 2013).

4. Las quimioquinas CCL19 y CCL21 y su receptor CCR7

4.1 CCL19y CCL21

Las quimioquinas CCL19 y CCL21 son los unicos ligandos conocidos de CCR7 y
se expresadas de manera constitutiva en los érganos linfoides secundarios. A
pesar de que ambas quimioquinas se unen a CCR7 con afinidad similar y se
expresan en los 6rganos linfoides, CCL19 y CCL21 difieren ligeramente en su

estructura. También se han encontrado algunas diferencias en cuanto al tipo de
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sefializacidn que inducen al unirse a CCR7 (Bardi, Lipp et al. 2001; Kohout,
Nicholas et al. 2004; Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco et al. 2006; Byers, Calloway

et al. 2008; Comerford, Harata-Lee et al. 2013).

CCL21 es una molécula de 14,5 KDa que posee una cola polibasica en su regién
C-terminal, la cual le permite unirse a glicosaminoglicanos (GAGs) de la matriz
extracelular y al acido polisidlico de la superficie celular (Weber, Hauschild et al.
2013). Por ello, esta quimioquina, ademés de encontrarse de forma soluble, se
encuentra también adherida a la matriz extracelular de las células endoteliales,
siendo capaz de inducir adhesién, fundamental para el proceso de extravasacidn
(Comerford, Harata-Lee et al. 2013). En ratén se expresan dos isoformas de
CCL21, como consecuencia de una duplicaciéon génica, que difieren en un
aminoéacido (Leu o Ser) en posicién 65 (CCL21 Leu 65 y CCL21 Ser 65) (Vassileva,
Soto et al. 1999) y tienen un patrén de expresién distinto en el organismo
(Nakano and Gunn 2001). Sin embargo, en humanos sélo existe el gen que
codifica para la forma CCL21-Leu y se expresa en las células endoteliales de los
vasos linfaticos aferentes de los ganglios linfaticos y en los vasos linfaticos de
algunos érganos no linfoides, ademas de en las células estromales de la zona T
de los ganglios y en las células epiteliales de la medula del timo (Comerford,

Harata-Lee et al. 2013).

CCL19 es una molécula méas pequefa, de 11 KDa, y comparte un 32% de
homologia de secuencia peptidica con CCL21, pero no presenta la extensién o
cola polibésica en su extremo C-terminal, por lo que se encuentra de manera

soluble y con una disponibilidad maés local. CCL19 se produce en las células
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reticulares del area T de los ganglios linfaticos y en las células epiteliales de la
médula del timo, ademés, las propias CDs maduras secretan CCL19 (Sallusto,

Palermo et al. 1999).

El patrén de expresion de CCL19 y CCL21 permite que las células que expresan
CCR7 migren desde los tejidos periféricos a los érganos linfoides a través de los
vasos linfaticos aferentes. Aunque CCR7 es el receptor tipico de CCL19 y CCL21,
pueden unirse también a ACKR4 (previamente denominado CCR11 o CCX-CKR),
que se expresa en las células reticulares de los ganglios linfaticos, las células
epidérmicas y las epiteliales del timo. Se sabe poco acerca de la funcién de este
receptor, pero se ha sugerido que, como todos los receptores de quimioquinas
atipicos, ejerce una funcién de secuestro de estas quimioquinas como mecanismo
regulador y parece tener un papel importante en el desarrollo y la seleccién de

los linfocitos T (Heinzel, Benz et al. 2007; Bunting, Comerford et al. 2013).

4.2 CCR7

Este receptor se expresa en multiples células, incluyendo linfocitos B, linfocitos T,
células dendriticas, macréfagos, neutroéfilos, y una subpoblacién de NKs. CCR7 se
expresa ademads, de manera patolégica, en diversas células cancerigenas
(Mashino, Sadanaga et al. 2002; Ding, Shimada et al. 2003; Takanami 2003;
Takeuchi, Fujimoto et al. 2004; Gunther, Leier et al. 2005; Muller, Sonkoly et al.

2006; Fang, Lee et al. 2008).

Los ratones KO para CCR7 (Ccr/7-/-) presentan o6rganos linfoides con una

arquitectura y compartimentalizacién aberrante. Estos resultados sugieren que
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CCR?7 esta implicado en el desarrollo y la organizacién de los érganos linfoides
secundarios, debido a que regula la migracién hacia los ganglios de leucocitos

que son importantes para la organizacién de estas estructuras.

Se ha demostrado que la migracién mediada por CCR7 en el timo es necesaria
para el desarrollo de la tolerancia central. CCR7 regula la migracién de los
timocitos dentro del timo, necesaria para eliminacién de células autorreactivas.
Es por ello que en ratones KO para CCR7 se observa una elevada incidencia de

autoinmunidad espontdnea (Comerford, Harata-Lee et al. 2013).

Ademés de controlar la tolerancia central, CCR7 modula también la tolerancia
periférica. La tolerancia periférica estd relacionada con la continua migracién
constitutiva de las células dendriticas, cargadas con antigenos propios, desde los
tejidos periféricos a los ganglios linfaticos para activar a las células T reguladoras,
que inhiben a los linfocitos autoreactivos (Schneider, Meingassner et al. 2007;

Maldonado and von Andrian 2010).

En los modelos KO para CCR7 también se observa un retraso en la induccién de
una respuesta inmunolégica adaptativa, debido nuevamente a la disminucién en
el nimero de CDs y linfocitos T que migran a los ganglios (Forster, Schubel et al.

1999).
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5. Funciones reguladas por CCR7 en las CDs y vias de sefializacién

intracelulares.

El receptor de quimioquinas CCR7 ha sido clasicamente estudiado como un
receptor que regula la quimiotaxis; sin embargo, desde hace unos afos se ha ido
observando que regula otras funciones celulares importantes para el
funcionamiento de las CDs y el desarrollo de una respuesta inmunoldgica
adaptativa. Entre estas nuevas funciones se incluyen la induccién de la
maduracién (Marsland, Battig et al. 2005), el control de la supervivencia
(Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco et al. 2004; Escribano, Delgado-Martin et al.
2009) y la regulacién del citoesqueleto de actina, del que dependen algunas
funciones como la endocitosis (Yanagawa and Onoe 2003; Torres-Bacete,
Delgado-Martin et al. 2015), los cambios en citoarquitectura (Yanagawa and
Onoe 2002; Torres-Bacete, Delgado-Martin et al. 2015) y en la velocidad

migratoria de las células (Riol-Blanco, Sanchez-Sanchez et al. 2005).

Numerosos trabajos en los uUltimos afos han ido elucidando la red de
interacciones moleculares que controlan las funciones reguladas por CCR7 en las
CDs (figura 4). Las diversas cascadas de sefalizacién activadas por CCR7 se
pueden agrupar en tres moédulos de sefalizacion: el médulo regulador de la
quimiotaxis, el médulo regulador de la supervivencia y el médulo regulador de
la dindmica de la actina. Estos moddulos presentan un alto grado de
independencia porque se ha observado que cuando se inhibe uno de ellos, el

resto de las funciones no se ven alteradas (Riol-Blanco, Sanchez-Sanchez et al.
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2005; Torres-Bacete, Delgado-Martin et al. 2015). Hasta el momento sélo se ha
identificado una conexién entre el médulo regulador de la quimiotaxis y el

maodulo de la supervivencia (Lopez-Cotarelo, Escribano-Diaz et al. 2015).
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Figura 4. Esquema de las rutas de sefializacién intracelular activadas por CCR7 en las CDs: CCR7 controla
tres complejos médulos de sefializacién que regulan la supervivencia, la quimiotaxis y la dindmica de la
actina, que gobierna procesos de endocitosis, cambios en citoarquitectura y cambios en velocidad
migratoria. @= fosforilacién activadora, @ = fosforilacién inhibitoria.

5.1 CCR7 y la regulacién de la quimiotaxis

La funcién clasica de CCR7, la quimiotaxis, estd regulada por la via de las MAP-
quinasas (figura 4) (Riol-Blanco, Sanchez-Sanchez et al. 2005). CCR7, a través de
la subunidad Gai, induce una cascada de fosforilaciones que lleva a la activacion
secuencial de RAF (resultados no publicados) y MEKI1/2, que fosforila y activa a
ERK1/2. Por otra parte, CCR7 induce la activaciéon de p38. ERKI/2 y p38

confluyen en la fosforilaciéon y activacién de JNK. Esta via de sefializacién
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controla la direccionalidad de las CDs y permite que las células se dirijan hacia la

fuente productora de la quimioquina.

5.2 CCR?7 y la regulacién de la supervivencia de las CDs

La estimulacién de CCR7 inhibe la apoptosis e induce supervivencia en las CDs
(Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco et al. 2004; Escribano, Delgado-Martin et al.

2009; Lopez-Cotarelo, Escribano-Diaz et al. 2015).

CCR?7 activa a través de Gai a PI3K (figura 4), que estimula la activacién de la
quinasa AKT mediante su fosforilacién en la treonina 308, mediada por PDKI
(no mostrado). También se induce la fosforilacién de AKT en la serina 473,
mediada por mTORC2 (no mostrado). Una vez fosforilada en ambos residuos y
activa, AKT fosforila e inhibe a una serie de moléculas con efectos pro-
apoptéticos en las CDs, como los factores de transcripcion FOXO1/3 vy la
proteina GSK3B (Escribano, Delgado-Martin et al. 2009; Lopez-Cotarelo,
Escribano-Diaz et al. 2015). FOXO1/3 regula la transcripcién de genes pro-
apoptoéticos como Bim y activa la cascada de caspasas, induciendo finalmente la
apoptosis. Por otro lado, AKT también previene la apoptosis al fosforilar de
manera inhibitoria a TSC2, permitiendo la activaciéon de mTORCI. Este complejo
de sefalizacién induce supervivencia a través de la activacién de la quinasa S6k y
el bloqueo de 4EBP1, un inhibidor de la traduccién (Lopez-Cotarelo, Escribano-

Diaz et al. 2015).

Por otra parte, AKT activa directamente la ruta de NFkB, que promueve

supervivencia (Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco et al. 2004). AKT regula la

46



fosforilacién de IkBa, proteina que secuestra a NFkB. La fosforilacion de IkBa
desencadena su ubiquitinacién y degradacién por el proteasoma (Sanchez-
Sanchez, Riol-Blanco et al. 2004). Una vez que NFkB se encuentra libre, se
trasloca al nicleo, donde activa la transcripcién de genes relacionados con la

supervivencia, como Bcl, (Escribano, Delgado-Martin et al. 2009).

Aunque hemos mencionado que los médulos activados por CCR7 presentan un
alto grado de independencia, existe una conexién entre los médulos que regulan
la quimiotaxis y la supervivencia a través de la proteina AMPK. Esta quinasa
puede promover apoptosis induciendo la activacion de FOXO1/3. Ademas, se
sabe que AMPK también inhibe a mTORCI, que induce supervivencia en las CDs.
Tras la estimulacion de CCR7, ERK1/2 fosforila de manera inhibitoria a AMPK en
la serina 485. Dicha inhibicién impide que AMPK, por un lado, active a
FOXO1/3 vy, por otro lado, inhiba a mTORCI, contribuyendo en
aproximadamente el 20% supervivencia inducida por CCR7 en las CDs (Lopez-

Cotarelo, Escribano-Diaz et al. 2015).

5.3 CCR?7 y la regulacién del citoesqueleto de actina

El receptor CCR7, ademas de estar acoplado con la subunidad de la proteina
Gai, también se acopla a la subunidad Gal3. La subunidad Gal3 activa una ruta
de sefalizacién que estd implicada en la regulacion de la dindmica de la actina
(figura 4). Esta regulaciéon del citoesqueleto de actina es necesaria para que
tengan lugar los cambios morfolégicos y el movimiento celular necesarios para

que la migracién celular se produzca correctamente.

47



Tras la unién de sus ligandos, CCR7 se activa y estimula la ruta de la GTPasa
RhoA, por un lado, a través de la proteina acoplada Gai, que activa Mstl
(Torres-Bacete, Delgado-Martin et al. 2015) y, por otro lado, a través de la
subunidad Gal3 acoplada a CCR7. Posteriormente, RhoA regula la actividad de
las quinasas Pyk2 y ROCK, que activa a la quinasa LIMK. Ambas vias (Pyk2 y
ROCK) convergen en la fosforilacién inhibitoria de la cofilina-1, que resulta en
una inhibicién de su capacidad despolimerizadora de actina. Esta ruta, por tanto,
impide la despolimerizacién de actina, pero, ademas, ROCK induce también la
contracciéon de filamentos de actina al fosforilar y activar directamente a MLC, a
la vez que bloquea a su inhibidor, la fosfatasa MYPTI. Estos efectos sobre la
actina son fundamentales para que la célula lleve a cabo cambios en
citoarquitectura, incremento la velocidad migratoria y la endocitosis activa de

particulas (Torres-Bacete, Delgado-Martin et al. 2015).

6. El sistema ubiquitina-proteasoma

La degradacién de proteinas debe ser un mecanismo perfectamente coordinado,
eficiente y rédpido en su ejecucién para asegurar que una célula funcione
correctamente. Las células eucariotas cuentan con una maquinaria que permite
controlar la degradacién proteica de manera eficiente, el Sistema Ubiquitina-
Proteasoma (UPS) (figura 5). La especificidad y selectividad de este sistema radica
en el marcaje de las moléculas destinadas a la degradacién con una pequefa
proteina denominada ubiquitina. La unién de varias moléculas de ubiquitina o
poliubiquitinacidén de una proteina permite “etiquetarla”, generalmente, para ser

degradada por un complejo molecular con actividad proteolitica denominado
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proteasoma 26S (Hershko, Eytan et al. 1982; Hershko and Ciechanover 1998;
Murata, Yashiroda et al. 2009; Tanaka 2009; Inobe and Matouschek 2014). El
proceso de reconocimiento y “etiquetado” de una proteina con ubiquitina

comprende 3 etapas con 3 tipos de enzimas (E1, E2 y E3).

El UPS es responsable de la degradacién de entre el 80 y el 90% de las proteinas
de la célula (Rock, Gramm et al. 1994). La desregulacién del sistema UPS puede
dar lugar a inestabilidad gendémica y descontrol del ciclo celular, entre otros
procesos, pudiendo desencadenar patologias como el céncer, trastornos
inmunoldgicos y neurolégicos (Nakayama and Nakayama 2006; Paul 2008;

Schmidt and Finley 2014; Skaar, Pagan et al. 2014).

——
PP o

- E1
© O 2
E2 —
V _ Proteina
< E2 Proteina

diana 3 dia

Reciclaje

Péptidos
Proteasoma 265

Figura 5. Sistema Ubiquitina-Proteasoma (UPS): El sistema UPS estéd encargado de la degradacién a través
del proteasoma de proteinas “etiquetadas™ con ubiquitina (Ub). El marcaje de la proteina diana se realiza en
tres pasos por enzimas activadoras E1, conjugadoras E2 y ligasas E3 de Ub. Una vez que la proteina es
degradada a pequefios péptidos por el proteasoma 26S, las Ub son recicladas para ser utilizadas
nuevamente. Modificado de (Tu, Chen et al. 2012).
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6.1 La ubiquitinacién

a) Estructura y funcién de la ubiquitina

La ubiquitina (Ub) es una proteina de 76 aminoéacidos y 8,5KDa muy conservada
a lo largo de la evolucién (Jentsch, Seufert et al. 1991). La ubiquitina presenta
una glicina (G76) en su extremo C-terminal a través de la cual forma un enlace
covalente con un grupo amino de un residuo presente en la proteina diana
(figura 6). Ademas, la ubiquitina presenta siete residuos de lisina (K o Lys) (K6,
K11, K27, K29, K33, K48 y K63), altamente conservados, a través de los cuales
establece enlaces con la G76 de otras ubiquitinas y genera las cadenas de
poliubiquitina (Pickart and Eddins 2004; Pickart and Fushman 2004) (ilustrado

mas adelante en la figura 8).

N-terminal

Figura 6. Estructura de la Ubiquitina: La ubiquitina presenta una estructura globular en la cual son
fundamentales un residuo de glicina en el extremo C-terminal (G76) y siete residuos de lisina conservados
(K6, K11, K27, K29, K33, K48 y K63), necesarios para la interaccién con el sustrato y la formacién de
cadenas de poliubiquitina. Modificado a partir de (Neutzner and Neutzner 2012) y (Metzger, Pruneda et al.
2014).

b) Las proteinas similares a Ubiquitina (ULMEs)

A lo largo de la evolucidon se ha generado una familia de proteinas, conocidas

como proteinas similares a ubiquitina (ubiquitin-like modifier proteins o ULMs),
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que comparten cierta similitud en secuencia y estructura con la ubiquitina
(Cappadocia and Lima 2017). Estas proteinas no solo comparten parte de su
secuencia de aminoéacidos, sino también la capacidad de formar enlaces
isopeptidicos entre la glicina de su extremo C-terminal y un grupo amino de la
proteina diana (Pickart and Fushman 2004). La familia de proteinas ULMs esta
formada por alrededor de 20 miembros involucrados en la modificacién post-
traduccional de proteinas (Hochstrasser 2009; van der Veen and Ploegh 2012).
Entre este grupo de proteinas se encuentra Nedd8 (“Neural precursor cell
Expressed Developmentally Downregulated protein 87), una pequefa proteina
de 81 aminoéacidos y 9 KDa que presenta un ~60% de identidad con la secuencia
de la ubiquitina (Kumar, Yoshida et al. 1993; Kamitani, Kito et al. 1997; Pickart

and Eddins 2004; Soucy, Dick et al. 2010; Enchev, Schulman et al. 2015).
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Figura 7. Estructura de Nedd8 destacando su similitud con la ubiquitina (A) Representacién tridimensional
de las estructuras de Nedd8 y Ubiquitina ilustrando su potencial electrostatico (negativo en rojo y positivo
en azul). Se observa una gran similitud entre ambas proteinas. (Herrmann, Lerman et al. 2007) (B) y (C)
Estructura de Nedd8. Nedd8 consiste en una estructura globular con dos parches hidrofébicos (patch), lle44
e lle36 que median la interaccién con otras proteinas y dos lazos (/oop), B1 y B2. (Enchev, Schulman et al.
2015)
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Nedd8 se compone de una cola C-terminal que finaliza con dos glicinas, a través
de las cuales se forma el enlace covalente con la molécula diana (Enchev,
Schulman et al. 2015) (figura 7). El cuerpo globular posee dos parches
hidrofébicos, de carga neutra, que existen también en la ubiquitina, y son los
encargados de mediar interacciones con otras proteinas, y un lazo entre las
[daminas B1 y B2 (figura 7B). También posee unas regiones polares que no estan
presentes en la ubiquitina y que probablemente influencian las funciones
especificas de Nedd8 (figura 7A). Aunque se asemeja mucho a la Ub en secuencia
y estructura, la unién de Nedd8 a las proteinas (o nedilacién) no induce
directamente su degradacién por el proteasoma, sino que se ha visto relacionada
con la modificacién de la conformacién una proteina, su estabilidad o su
capacidad para formar enlaces con otras moléculas, regulando asi su funcién
(Rabut and Peter 2008; Deshaies and Joazeiro 2009; Enchev, Schulman et al.

2015).

¢) Proceso de ubiquitinacién

Para que se lleve a cabo la ubiquitinacién, es necesario que la molécula
precursora de la ubiquitina sufra un corte proteolitico en una zona del extremo
C-terminal que permite exponer el residuo de G76, de tal manera que puede ser

ligada a una proteina diana.

La unién de ubiquitinas a un sustrato (figura 8) requiere tres tipos de enzimas,
que actian de manera secuencial: las enzimas activadoras de ubiquitina (E1), las

enzimas conjugadoras de ubiquitina (E2) y las enzimas ligasas de ubiquitina
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(E3)(Pickart and Eddins 2004). El genoma humano codifica 2 enzimas El, 37
enzimas E2 y unas 600 ligasas E3 de ubiquitina, que catalizan la transferencia de

una molécula de ubiquitina a la proteina diana (Bulatov and Ciulli 2015).

e Enzimas activadoras de ubiquitina (E1): Estas enzimas se encargan de adenilar
a la ubiquitina en su extremo C-terminal, utilizando una molécula de ATP.
Este proceso permite la formacién de un enlace tioéster entre una cisteina del
centro activo de la E1 y el residuo de glicina (G76) del extremo C-terminal de
la ubiquitina, activdndose la ubiquitina (Handley, Mueckler et al. 1991; Groen
and Gillingwater 2015).

¢ Enzimas conjugadoras de ubiquitina (E2): Reciben la ubiquitina activada de la
E1 y forman de nuevo un enlace tioéster entre su centro activo y la ubiquitina.
Las E2 funcionan como un intermediario entre las E1 y las E3. El mecanismo de
accion de las E2 depende del tipo de E3 con el que han de interaccionar. Cada
enzima E2 puede interaccionar con varias E3 (Glickman and Ciechanover
2002; Lecker, Goldberg et al. 2006).

¢ Enzimas ligasas de ubiquitina (E3): Las denominaremos E3 ligasas a lo largo de
esta tesis. Catalizan la “ligacién” de la ubiquitina a la proteina diana, y lo
pueden hacer de dos maneras distintas. Directamente, recibiendo la ubiquitina
de la E2, uniéndola, y transfiriéndola a la proteina diana, o indirectamente,
reclutando a la proteina diana y permitiendo que la E2 le transfiera la
ubiquitina (ver mas adelante en la figura 10). En este proceso se forma un
enlace covalente isopeptidico entre la ubiquitina y el grupo e-amino de un

residuo de lisina de la proteina diana. Aunque la lisina es el residuo aceptor
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méas comun, es también posible que otros residuos funcionen como sitios de
ubiquitinacién, como los residuos de cisteina y serina (Herrmann, Lerman et

al. 2007; McDowell and Philpott 2013).

Enlace tioéster

C-terminal

e il b

Enlace

Figura 8. Esquema del proceso de ubiquitinacién: La ubiquitina es activada por enzima E1 mediante un
proceso de adenilacién con consumo de ATP. La ubiquitina forma un enlace tioéster con la cisteina del
centro activo de la E1, que la transfiere del mismo modo a una cisteina en la enzima E2 y, por ultimo, la
ubiquitina se transfiere al sustrato, acoplado a una enzima E3 ligasa, mediante la formacién de un enlace
covalente con una lisina del mismo. Posteriormente, se lleva a cabo la adicién de méas moléculas de
ubiquitina o poliubiquitinacién. Modificado a partir de (Valimberti, Tiberti et al. 2015)

La poliubiquitinacién o elongacién de las cadenas de ubiquitina se produce
mediante la formacién de un enlace isopeptidico entre el residuo G76 en
posicion C-terminal de una ubiquitina y el grupo €-amino de un residuo de lisina
(K) de la siguiente molécula de ubiquitina. Puesto que las ubiquitinas poseen 7
lisinas conservadas (K6, K11, K27, K29, K33, K48, Ké63), se pueden formar
muchos tipos de enlaces con otras ubiquitinas o con proteinas diana. Cada tipo
de enlace se ha visto relacionado con un destino especifico de la proteina diana,
hablandose de un “cédigo de ubiquitinacién” (Komander 2009; McDowell and

Philpott 2013) (figura 9). La degradacién de proteinas en el proteasoma depende
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principalmente de cadenas de ubiquitina unidas a través de la K48 (Hershko and
Ciechanover 1998; Thrower, Hoffman et al. 2000), aunque también puede

ocurrir a través de la K11 (Jin, Williamson et al. 2008).
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Figura 9. Tipos de ubiquitinacién y destino de las proteinas ubiquitinadas. (A) Las ubiquitinas (Ub) pueden
formar enlaces a través de sus 7 lisinas conservadas. Cada tipo de enlace se ha visto relacionado con
diferentes destinos para una proteina. En la figura se detalla la abundancia relativa con la que se encuentra
cada tipo de ubiquitinacién. (B) La clave de colores representa los distintos residuos de Ub. Las proteinas
pueden ser marcadas por una Ub (monoubiquitinacién), varias moléculas de Ub en diferentes residuos de
lisina  (multiubiquitinacién), cadenas cortas Ub (oligoubiquitinacién) o cadenas mas largas
(poliubiquitinacién) que pueden ser, tanto homogéneas como heterogéneas. También se puede dar la
elongacién de cadenas de Ub de manera lineal, unidas entre si a través de su extremo N-terminal.
Modificado de (Komander 2009)(A) y (Kravtsova-lvantsiv and Ciechanover 2012)(B).

Otros residuos, como la ubiquitinacién en K63, ha sido asociados mayormente
con la modificacién de la funcién de las proteinas, pudiendo estar involucrados
en multiples vias, como la respuesta al dafio en el ADN (Glickman and
Ciechanover 2002; Komander 2009), aunque recientemente se ha sugerido que
K63, también puede estar involucrada en la degradacion a través del
proteosoma (Ohtake, Tsuchiya et al. 2018). Ademas, existen otros tipos de
ubiquitinacién menos comunes, como las cadenas de poliubiquitina de tipo
mixto, combinando uniones de ubiquitinas a través de diferentes lisinas

(Emmerich, Ordureau et al. 2013; Meyer and Rape 2014; Kristariyanto, Abdul

55



Rehman et al. 2015), la formacién de cadenas de ubiquitina ramificadas, la
multiubiquitinacién, o la ubiquitinacion lineal a través de la metionina 1 (M1) del
extremo N-terminal (Rieser, Cordier et al. 2013).

Se ha demostrado que para que una proteina sea degradada por el proteasoma
requiere llevar unida una cadena de al menos 4 moléculas de ubiquitina

(Thrower, Hoffman et al. 2000).

6.2 Las ligasas E3 de ubiquitina

Como se ha mencionado anteriormente, las enzimas E3 ligasas son las encargadas
de seleccionar especificamente las proteinas destinadas a ser ubiquitinadas. Estas
moléculas reconocen modificaciones en las proteinas, como fosforilaciones, que
las hacen maés susceptibles de ser ubiquitinadas y degradadas (Lucas and Ciulli

2017).

a) Tipos de ligasas E3 de ubiquitina

Las enzimas E3 ligasas se clasifican en 4 grupos atendiendo al motivo estructural

que poseen: ligasas E3 con dominios HECT (Kee and Huibregtse 2007; Metzger,

Hristova et al. 2012), ligasas E3 con dominio PHD-finger (Pascual, Martinez-

Yamout et al. 2000; Coscoy and Ganem 2003; Bienz 2006), ligasas E3 con

dominios U-box (Hatakeyama and Nakayama 2003; Hatakeyama and

Nakayama 2003; Metzger, Pruneda et al. 2014) y ligasas E3 con dominio RING-

finger. En esta tesis nos centramos en las ligasas E3 con dominio RING-finger.
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Ligasas E3 con dominio RING-finger (“Really Interesting New Gene”)

Estas enzimas contienen un dominio RING formado por entre 40 y 100
aminoacidos con 8 residuos conservados de cisteina e histidina que coordinan
dos atomos de Zn2+ formando una estructura de abrazaderas cruzadas (“zinc-
finger”). Esta zona crea una plataforma que sirve de anclaje para las E2 ligasas (Yi
and Ehlers 2007). En las E3 ligasas de tipo RING-finger, a diferencia de otras,
como las HECT, la E2 cargada con ubiquitina se ancla en una regién de la E3,
mientras que el sustrato se ancla en otra zona de la E3, de modo que la E2
transfiere la ubiquitina directamente al sustrato sin pasar por la E3, es decir, sin

formarse ningln enlace entre la E3 y la ubiquitina (figura 10).
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Dentro de las E3 ligasas de tipo RING-finger, puede ocurrir que la E2 vy el
sustrato se anclen dentro de la misma proteina RING-finger (como muestra la
figura 10), o que la proteina RING-finger se encuentre formando un conjunto
con otras proteinas dando lugar a un Complejo E3 ligasa (Metzger, Pruneda et
al. 2014) (figura 11), donde se requiere la actividad catalitica de la RING-finger y

la presencia de una serie de adaptadores. Al segundo grupo, de tipo multimérico,
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pertenecen los complejos E3 ligasa mejor descritos, los complejos tipo CRL
(“Cullin-containing RING-E3 ligase”) y el complejo APC (“Anaphase promoting

complex”).

Los CRL son complejos E3 ligasa que estdn formados, de manera general, por
una E3 ligasa tipo RING-finger, una proteina que reconoce al sustrato (receptora
del sustrato), una proteina adaptadora y una proteina de ensamblaje de la
familia Cullin, que sirve como soporte a las dos anteriores para permitir la
interaccién de la E2-Ub con el sustrato a ubiquitinar (Zheng, Schulman et al.

2002)(figura 11).
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Figura 11. Los complejos E3-ligasa tipo CRL estan formados por una proteina de ensamblaje de la familia
Cullin que ancla por un lado una proteina adaptadora que lleva unida una proteina receptora del sustrato,
encargada de reconocer y unir el sustrato. Por el otro lado, Cullin se encuentra unida a la enzima RING-
finger, que interacciona con la enzima E2 cargada con ubiquitina para que pueda producirse la
ubiquitinacién del sustrato.

Las proteinas de la familia Cullin se caracterizan por un dominio de homologia
cullin muy conservado (“cullin-repeat domain”) de unos 150 aminoécidos en su
regién C-terminal y se denominaron asi por su pertenencia a un complejo capaz
de “seleccionar” y ubiquitinar proteinas (“to cull”="to choose in a negative way,
discard”) (Sarikas, Hartmann et al. 2011). Este dominio es responsable de la

interaccién con la RING-finger E3 (Zheng, Schulman et al. 2002), mientras que el
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extremo N-terminal es el encargado de anclarse a otras proteinas adaptadoras.
Existen 8 tipos de complejos CRL (CRL1, 2, 3, 4A, 4B, 5, 7 y 9) dependiendo de

la proteina Cullin que posean (Cul-1, -2, -3, -4A, -4B, -5, -7 y -9/PARC).

Ademas, estos CRLs varian segin la RING-finger E3 y las proteinas adaptadoras
que posean. En humanos existen 2 componentes RING-finger E3 (Rbx1 y Rbx2),
y 4 proteinas adaptadoras, Skp1 (para Cul-1y -7), Elongina B/C (para Cul-2 y -5)

y DDBI (para Cul-4A/B)(Zhao and Sun 2013).

Las proteinas adaptadoras son las que se anclan a la proteina Cullin e
interaccionan con las proteinas encargadas del reconocimiento del sustrato. Estas
son muy variables, y en ellas radica la especificidad de las E3-ligasas. Existen 69
proteinas de tipo F-box (Jin, Cardozo et al. 2004) para CRL-1 (CRL con Cul-1),
80 proteinas SOCS para CRL-2 y -5, aproximadamente 180 proteinas BTB para
CRL-3 y unas 90 proteinas DCAF para CRL-4A y -4B (Linossi and Nicholson
2012). Por lo tanto, las més de 400 proteinas se combinan para dar lugar a
infinidad de complejos CRL encargados de ubiquitinar alrededor del 20% de las
proteinas celulares degradadas en el proteasoma (Deshaies and Joazeiro 2009;

Sarikas, Hartmann et al. 2011; Skaar, Pagan et al. 2014).

6.3 El complejo SCF (CRL-1)

El complejo CRL-1 ha sido el complejo CRL més estudiado ya que contiene a Cul-
1 (gen conocido también como Cdc53) la proteina de la familia Cullin mejor

caracterizada (Kipreos, Lander et al. 1996; Willems, Lanker et al. 1996). CRL-1 es
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conocido también como SCF (Skpl-Cul-1-Fbox) y con ese nombre nos

referiremos a él a partir de ahora.

El complejo SCF (figura 12), estd formado por 3 componentes invariables, Rbx1
(la E3 ligasa tipo RING-finger), Cullin-1 (proteina de ensamblaje, Cul-1) y Skpl
(proteina adaptadora), que se une a un componente variable, la proteina
receptora del sustrato, de la familia de proteinas F-box (Cenciarelli, Chiaur et al.
1999; Craig and Tyers 1999; Winston, Koepp et al. 1999; Zhao and Sun 2013;
Bulatov and Ciulli 2015; Zheng, Zhou et al. 2016; Reitsma, Liu et al. 2017). Las
proteinas Skp1y F-box, son las responsables del reconocimiento del sustrato y de

la especificidad del proceso de ubiquitinacién por las E3.

En humanos se han descrito 69 proteinas F-box, pero solo el 5% de estas
proteinas ha sido estudiado. Las proteinas F-box reconocen modificaciones en los
sustratos (fosforilacién, glicosilacién, hidroxilacién, acetilacién, etc.) que les
permiten interaccionar con ellos para que se lleve a cabo el proceso de
ubiquitinacidn (Skaar, Pagan et al. 2013; Wang, Liu et al. 2014; Lucas and Ciulli
2017). De este modo, la protedlisis mediada por SCF depende tanto de la
disponibilidad de las proteinas F-box, como de las modificaciones que presenten

los sustratos (Nakayama and Nakayama 2006).

El complejo SCF posee una estructura (figura 12) en la cual Cul-1 aparece como
una plataforma central elongada que une, por su extremo N-terminal al
complejo formado por Skpl-F-box (“mddulo de reconocimiento del sustrato™), y

por su extremo C-terminal a la E3 Rbx1 (Zheng, Schulman et al. 2002). La regién
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N-terminal de Cul-1 estd muy conservada entre especies, pero no con otras
proteinas de la familia Cullin (Bulatov and Ciulli 2015). Rbx1, la E3 ligasa de tipo
RING-finger asociada a SCF, se incorpora en la regiéon C-terminal de Cul-1 y
posee una regién RING-finger un poco diferente al resto, puesto que, ademés de
los dos dtomos de Zn?* que normalmente presentan estas enzimas, posee una
insercién de 20 residuos que permiten la unién de un tercer &tomo de Zn?** y la
formacion de un tercer zinc finger (Zheng, Schulman

et al. 2002). / N

&
Figura 12. El complejo SCF: El complejo SCF estad formado por Cul-1, - gustrato® ( E2 |
que hace de plataforma conectora entre Skpl, F-box y el sustrato con ffF—box /
la E3-RING finger, Rbx1, que entra en contacto con la enzima E2
cargada con ubiquitina. Para que la transferencia de ubiquitina ocurra,

Cul-1 debe encontrarse nedilado. Cul1

skpl

|Ned;18)

Complejo SCF

6.4 Regulaciéon de la actividad de SCF

La regulacién de la actividad de SCF es muy compleja, pues depende de la
disponibilidad y estabilidad de todos los componentes necesarios para el
ensamblaje del SCF, asi como de la disponibilidad de la E2 ligasa cargada con
ubiquitina y de los sustratos a ubiquitinar. Estos ultimos, ademés deben
encontrarse con las modificaciones postraduccionales necesarias para poder ser
reconocidos por las F-box (Lucas and Ciulli 2017). Por otro lado, la regulaciéon de
SCF depende de la existencia de componentes que activen o inactiven el
complejo. Se trata de un equilibrio muy complejo de unién y separacién de
unidades que puede desviarse hacia un destino u otro, dependiendo de la

disponibilidad y estado de dichas unidades.
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a) Activacién de SCF por nedilacién

Todos las CRLs son activados mediante la modificacién de un residuo de lisina
(K) en la proteina Cullin. Esta modificacién consiste en la unién covalente de
Nedd8, un proceso conocido como nedilacidon. De este modo, el complejo SCF
se activa cuando Cul-1 es nedilado (figura 12) (Duda, Borg et al. 2008). La
nedilacion estimula la actividad de SCF a través de varios mecanismos. La
nedilacién de Cul-1 ayuda a reclutar a la E2 cargada con ubiquitina gracias a la
capacidad que tiene Nedd8 de unirse, ademés de a Cul-1, a la E2 cargada con Ub
(Read, Brownell et al. 2000; Kawakami, Chiba et al. 2001; Petroski and Deshaies
2005; Sakata, Yamaguchi et al. 2007). Sin embargo, el reclutamiento de la E2-Ub
y de los adaptadores de reconocimiento del sustrato no son suficientes para que
la ubiquitinacién del sustrato se lleve a cabo, debido a que, de manera
constitutiva, el complejo (Rbx1, Cull, Skpl-Fbox-sustrato) se encuentra en una
conformacién més o menos rigida que mantiene un espacio de 50A entre la E2-
Ub vy el sustrato, una distancia que no permite que se transfiera la ubiquitina al
mismo (figura 13). En este sentido, la unién de Nedd8 a Cul-1 provoca un
cambio conformacional en el complejo SCF que le aporta flexibilidad, sobre
todo a la regién E3-E2-Ub, de modo que es capaz de reorientarse, acercarse al

sustrato y transferirle la ubiquitina (Merlet, Burger et al. 2009).

La ubiquitinacién se lleva a cabo en dos pasos, primero se produce la
transferencia de la primera ubiquitina a un residuo de K del sustrato y después la
unién de maés ubiquitinas a la primera ubiquitina, esto es, la elongacién de la

cadena de poliubiquitinas. Se sabe que la unién de Nedd8 a Cul-1 estimula
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ambos procesos (Petroski and Deshaies 2005; Duda, Borg et al. 2008; Merlet,
Burger et al. 2009; Boh, Ng et al. 2011; Duda, Scott et al. 2011; Onel, Sumbul et

al. 2017).

CULLIN-1

a Sustrato
fub)

g

50 A

Figura 13. Activacién de SCF por nedilacién de Cul-1: Cuando Cul-1 es nedilado, sufre un cambio
conformacional que modifica su interaccién con Rbx (RING)-E2-Ub haciéndola més flexible y permitiendo
que se reoriente hacia el sustrato. Esto provoca que se cierre el espacio de 50A existente entre la E2 y el
sustrato, permitiendo asi la transferencia de ubiquitina. Modificado de (Merlet, Burger et al. 2009)

Nedilacién

Nedd8 es una proteina similar a ubiquitina y el proceso de nedilacién es anélogo
al proceso de ubiquitinacién (Liakopoulos, Doenges et al. 1998; Cappadocia and
Lima 2017). Al igual que la ubiquitina, Nedd8 debe sufrir un procesamiento
inicial (Linghu, Callis et al. 2002; Coleman, Bekes et al. 2017). La enzima
proteolitica UCHL3 procesa tanto a la ubiquitina como a Nedd8 (Wada, Kito et
al. 1998), aunque otra enzima, DENI1 (llamada también SENPS8), procesa
exclusivamente a Nedd8 y ademés tiene la capacidad de desacoplarlo de algunos

sustratos (Kurihara, Semenova et al. 2000; Chan, Yoon et al. 2008).

La nedilacién, al igual que la ubiquitinacién, depende de 3 pasos en los que

participan una enzima E1, una enzima E2 y una enzima E3 (figura 14). La E1 o
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NAE (“Nedd8 Activation Enzyme”), es un heterodimero formado por Ulal
(NAE1 o APPBPT) y Uba3, la E2 o NCE (“Nedd Conjugation Enzyme”), es Ubcl2,
y la Nedd-E3-ligasa, en el caso de SCF, es DCN1-like protein 1 (DCUNI1D1) (Dcnl
en levaduras) (Kurz, Chou et al. 2008; Chung and Dellaire 2015; Keuss, Thomas
et al. 2016). También se ha demostrado que Rbx1l es esencial para que la
nedilacién se lleve a cabo, puesto que Rbx1 es capaz de unirse tanto a la Nedd8-
E2, Ubcl2, como a la Nedd8-E3, DCUNIDI, que catalizan el proceso de
transferencia de Nedd8 a Cul-1 (Kamura, Conrad et al. 1999; Morimoto, Nishida

et al. 2003; Yang, Zhou et al. 2007).

Precursor de
NEDD8

S

Procesamiento Hidrolasa del C-
del precursor x terminar de
NEDD8
Figura 14. Mecanismo de la nedilacién. El mecanismo es
Ispeptidasa D atF similar al de la ubiquitinacién, esto es, consta de tres
deNEODE 8™ neops etapas en las que intervienen tres tipos de enzimas.
maduro .. . .

‘X, Inicialmente, la proteina precursora de Nedd8 tiene que
sufrir un corte proteolitico en una zona del extremo C-
terminal, que lleva a cabo DENI (SENPS).

J Posteriormente, Nedd8 se activa mediante un proceso
DK Lrrery mediado por la enzima E1, el dimero UBA3/APPBPI, para
luego transferirse a una enzima E2, Ubc12, la cual, asistida
por la enzima E3, transferird la molécula de Nedd8 a la
proteina diana. Modificado de (Rabut and Peter 2008).

Se ha observado que, del conjunto total de proteinas Cullin, solo una pequefa
fraccién se encuentra nedilada basalmente (~10%), lo que indica que solo una
pequefia parte de los complejos CRLs se encuentra completamente activo
(Bennett, Rush et al. 2010; Emberley, Mosadeghi et al. 2012). Ademas, se ha

demostrado que el residuo K720 es fundamental para que se forme el enlace
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entre Nedd8 y Cul-1, y, por tanto, para que el complejo SCF se active

(Furukawa, Zhang et al. 2000; Yue, Ma et al. 2018).

b) Denedilacién y secuestro Cul-1

La nedilacién es un proceso reversible. Un mecanismo de regulacién del
complejo SCF consiste en la eliminacién de Nedd8 de Cul-1, proceso conocido
como denedilacién. Este proceso lo lleva a cabo el sefialosoma COP9 (CSN), un
complejo multimérico con actividad metaloproteasa que cataliza la separacién
de Nedd8 de las proteinas Cullin, regulando asi la actividad de las CRLs
(Schmaler and Dubiel 2010; Chung and Dellaire 2015). Sin embargo, el efecto de
CSN sobre SCF no es del todo inhibitorio puesto que diferentes estudios indican
que los ciclos de nedilacién y denedilacién de SCF favorecen la renovacién de
sus componentes y el correcto funcionamiento de este complejo. Ademas, la
funcién denedilante de CSN estabiliza las F-box previniendo la
autoubiquitinacién de SCF (Zhou, Wee et al. 2003; He, Cheng et al. 2005; Wee,

Geyer et al. 2005; Bosu and Kipreos 2008).

En ausencia de nedilacién, las proteinas Cullin (excepto Cul-7) pueden formar un
complejo con la proteina Candl ("cullin associated Nedd8 dissociated protein 1"),
que compite con Skp1 por la unién a Cul-1y obstruye la regién de unién de Cul-
1 con el complejo Skpl-Fbox-sustrato. La nedilacién de Cul-1 disocia a Candl y
permite la asociacién del complejo Skpl-F-box-sustrato y la formacién del SCF
(Liu, Furukawa et al. 2002; Zheng, Yang et al. 2002; Goldenberg, Cascio et al.

2004; Reitsma, Liu et al. 2017). También se ha observado que la presencia de
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Skp1 y altas concentraciones de ATP pueden provocar la disociacién de Candl de
Cul-1 (Zheng, Yang et al. 2002). Al igual que en el caso del CSN, se ha descrito
recientemente que el efecto de Cand-1 sobre SCF no es inhibitorio como se
pensaba, sino que se ha demostrado que es necesaria la presencia de Cand1 para
la degradacidn eficiente de los sustratos de SCF, ademas de para estabilizar al
complejo y reclutar las enzimas de nedilacién, proceso que luego provocara su

separacién de SCF (Liu, Reitsma et al. 2018).

En resumen, CSN y Candl median la remodelacién continua del complejo SCF,
que sufre ciclos de nedilacién, denedilacién por CSN, secuestro por Candl,
nedilacién, liberacién de Candl y formacién del nuevo complejo SCF activo. Este

ciclo permite el correcto funcionamiento de la E3 ligasa de Ub.

¢) Inhibicién de la nedilacién

El farmaco MLN4924 (también Illamado Pevonedistat, de Millennium
Pharmaceuticals, Inc. Takeda Oncology Company, Cambridge, MA, USA) inhibe
la nedilacién a nivel de la E1 (NAE) (Soucy, Smith et al. 2009) y ha sido
ampliamente usado para la inhibicién general de los complejos CRLs (Soucy,
Dick et al. 2010; Nawrocki, Griffin et al. 2012; Zhao and Sun 2013; Zhao,
Morgan et al. 2014). Durante el proceso de nedilacién en presencia de
MLN4924, aunque la NAE lleva a cabo el primer paso de adenilaciéon de Nedd8,
dependiente de ATP, debido a la similitud del MLN4924 con la molécula de
AMP, se forma un aducto entre Nedd8 y MLN4924. Este aducto es similar al

Nedd8 adenilado que deberia formarse en condiciones normales, pero con la
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diferencia de que permanece adherido al centro activo de la NAE (figura 15)
bloqueando la actividad de la enzima e impidiendo que continle el proceso de
nedilacién (mostrado en la figura 14) (Brownell, Sintchak et al. 2010). De este
modo se bloquea de manera especifica la nedilacién de los complejos CRL
(Soucy, Smith et al. 2009). La degradacién de numerosos reguladores del ciclo
celular depende de la nedilacién y activaciéon de los complejos CRL (Frescas and
Pagano 2008), es por ello que MLN4924 ha mostrado tener propiedades
antitumorales y actualmente se estdn llevando a cabo los primeros ensayos
clinicos con esta molécula (Soucy, Smith et al. 2009; Soucy, Smith et al. 2009;
Nawrocki, Griffin et al. 2012; Bulatov and Ciulli 2015; Bhatia, Pavlick et al. 2016;

Paiva, Godbersen et al. 2017; Picco, Petti et al. 2017; Wong, Micel et al. 2017).

MLN4924

Figura 15. Reconstruccién tridimensional de la interaccién entre NAE1, NEDD8 y UBA3: Se destaca el sitio
de unién de MLN (en rojo). Debido a su similitud con la molécula de AMP, MLN interfiere con la reaccién
de transferencia de NEDD8 desde NAE1 (E1) a UBA3 (E2), necesaria para que se lleve a cabo el primer paso
de la reaccion. Modificado a partir de (Bulatov and Ciulli 2015)

d) Regulacién de SCF por dimerizacién de sus proteinas F-box

Otro mecanismo de regulaciéon del complejo SCF depende de su capacidad para

formar dimeros a través de sus proteinas F-box (Tang, Orlicky et al. 2007;
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Merlet, Burger et al. 2009) (figura 16). Esto favorece el encuentro de la E3 con el
sustrato y la enzima E2-Ub cuando la disponibilidad local de los mismos es baja.
También puede facilitar el reconocimiento del sustrato al modificar la orientacién
de las lisinas del mismo que aceptaran la ubiquitina de la E2 y asi puede adaptar

a todo el complejo al tamafio y forma del sustrato.

Sustrato

Figura 16: Regulacién de la actividad de SCF por dimerizacién de sus proteinas F-box: En situaciones en las
que la disponibilidad del sustrato y la E2 cargada sean limitados, se puede producir la dimerizacién de
complejos E3-ligasa a través de sus subunidades F-box permitiendo la ubiquitinacién de un sustrato en un
SCF por parte de otro SCF que presente la E2 cargada con ubiquitina. Modificado a partir de (Bosu and
Kipreos 2008).

Ademas, otro mecanismo regulador parece ser la existencia de “pseudosustratos”
que pueden unirse a SCF, pero no son ubiquitinados. Se desconoce la funcién de
estas proteinas pero se cree pueden desempefiar un papel regulador de la
ubiquitinacién compitiendo por afinidad con los sustratos del complejo SCF

(Davis, Hatzubai et al. 2002).

6.5 Principales dianas conocidas del complejo SCF

Las proteinas F-box, la subunidad del complejo E3 ligasa que reconoce al
sustrato, confieren especificidad al proceso de ubiquitinacién. De las 69 proteinas

F-box conocidas, sélo se han identificado los sustratos de unas 20 F-box (Frescas
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and Pagano 2008; Zheng, Zhou et al. 2016). Los siguientes ejemplos son algunas

F-box que interaccionan con Cul-1 dentro de SCF y algunos de los sustratos que

reconocen:

e SKP2: reconoce para su ubiquitinacién y, degradacién, algunos reguladores
negativos del ciclo celular, como p27, p21 y p57, otras proteinas supresoras
de tumores como RBL2 y FOXOI1. SKP2 reconoce a estos sustratos cuando se
encuentran fosforilados en secuencias especificas (Frescas and Pagano 2008;
Ravid and Hochstrasser 2008).

e Fbw7: induce la ubiquitinacién de reguladores positivos del ciclo celular,
como Mycg, Jun, la Ciclina E, Notch, Presenilina 1/2 y SREBP1/2 (Welcker and
Clurman 2008).

e BTRCP: reconoce a una gran variedad de sustratos como B-Catenina, IxBa,
p100, IFNaR, SNAIL, y STATI, y también a algunos reguladores del ciclo

celular como Weel, Emil/2 y Cdc25A/B (Frescas and Pagano 2008).

6.6 El proteasoma 26s

El proteasoma 26S es una compleja maquinaria de protedlisis de 2.5 MDa
encargada de la degradacién de proteinas marcadas con cadenas de ubiquitina
(Hershko and Ciechanover 1998; Murata, Yashiroda et al. 2009; Tanaka 2009;
Inobe and Matouschek 2014). Se encarga de la degradacién de toda clase de
proteinas, desde proteinas reguladoras a estructurales, y también de la
eliminacién de proteinas defectuosas o desnaturalizadas que podrian interferir

con el correcto funcionamiento de la célula (Hershko, Eytan et al. 1982).
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Al proteosoma se le han atribuido, a su vez, funciones inmunolégicas debido a
que lleva a cabo el procesamiento de péptidos antigénicos para su presentacion
en moléculas del CMH (Kloetzel 2004). Por todo ello, el proteasoma participa
en la homeostasis, la regulaciéon del ciclo celular y la apoptosis, la diferenciacion,
la respuesta inmunoldgica y el metabolismo celular (Glotzer, Murray et al. 1991;
Hershko, Ganoth et al. 1991; Kloetzel 2004; von Mikecz 2006; Konstantinova,

Tsimokha et al. 2008) .

Este macrocomplejo estd dividido estructuralmente y funcionalmente en dos
subcomplejos (figura 17): un nicleo central catalitico 20S y una o dos particulas
reguladoras 195 en los extremos, que se denominan asi por su coeficiente de
sedimentacién. Cada subcomplejo estd formado por anillos compuestos por
multiples subunidades que desempefian distintas funciones durante el proceso de
degradacién. El proteasoma 195 estd encargado del reconocimiento de las
proteinas ubiquitinadas y de su desdoblamiento para penetrar en el proteasoma

20S, que posee la actividad proteolitica.

El proteasoma 20S estd formado por 4 anillos apilados, dos interiores tipo B y
dos exteriores tipo a, que forman una estructura de barril con un tdnel central.
Cada anillo estd formado por 7 subunidades (al-7, B1-7). Los anillos tipo B
poseen las subunidades con actividad catalitica, B1, B2 y B5, cuyo extremo N-
terminal, con capacidad hidrolitica, estd orientado hacia el interior del tanel
(Arendt and Hochstrasser 1997; Heinemeyer, Ramos et al. 2004). B1 posee
actividad similar a caspasa, permitiendo el corte de la proteina a través de

aminoacidos acidos de su C-terminal. B2 posee actividad similar a tripsina al
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cortar las proteinas por sus aminodacidos bésicos en el extremo C-terminal. Y B5
posee actividad similar a quimotripsina y permite cortar a las proteinas por sus
residuos hidrofébicos (Arendt and Hochstrasser 1997; Heinemeyer, Ramos et al.
2004; Murata, Yashiroda et al. 2009; Tanaka 2009). Los anillos periféricos a
tienen una funcién reguladora sobre los anillos B puesto que los extremos N-
terminal de las subunidades a pueden cerrarse y ocluir el paso hacia el tinel
formado por los anillos B (Tanaka 2009). El mecanismo de apertura de las
subunidades a no ha sido completamente elucidado, pero probablemente esté
regulado por el proteasoma 19S. El nucleo catalitico 20S degrada las proteinas a
oligopéptidos de entre 3 y 15 aminoéacidos, que son posteriormente degradados

a aminoécidos simples por oligopeptidasas y/o amino-carboxi peptidasas.

+ Tapa

Proteasoma 195

- £ g i - Base
Proteasoma 265 - Proteasoma20s | Rk 7
] RPTI-6

—Anillo
Proteasoma 195 4

-Anillo B

Figura 17. Estructura del proteasoma 26S. El proteasoma 26S estd formado por un nicleo catalitico o
proteasoma 20S compuesto por dos anillos a exteriores y dos anillos B internos, con actividad proteasa, y
una particula reguladora o proteasoma 195 en cada extremo del 20§, formado por una tapa y una base. El
proteasoma 195 estd compuesto por particulas reguladoras con capacidad ATPasa (RPT) y otras sin
capacidad ATP-asa (RPN). Modificado a partir de (Murata, Yashiroda et al. 2009).
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El proteasoma 19S es una unidad reguladora que cubre uno o ambos extremos
del proteasoma 20S. Estd formado por al menos 19 subunidades distintas
denominadas particulas reguladoras (regulatory particles o RP) agrupadas en dos
partes, una tapa y una base, que interacciona directamente con el nucleo
catalitico 20S (Murata, Yashiroda et al. 2009). La degradacién de proteinas por
el proteasoma conlleva un gasto de ATP, por ello el proteasoma 195 esta
formado por algunas subunidades reguladoras con actividad ATPasa, RPT
(regulatory particle of triple-ATPase), y otras subunidades sin capacidad ATPasa,
RPN (regulatory particle non-ATPase). La tapa estd compuesta por las
subunidades encargadas del reconocimiento del sustrato poliubiquitinado y de la
deubiquitinacién del mismo, que libera a la proteina para ser degradada y a las
ubiquitinas para ser recicladas. Se ha demostrado que la unién de proteinas
poliubiquitinadas estimula la actividad del proteasoma (Bech-Otschir, Helfrich et
al. 2009; Li and Demartino 2009; Peth, Besche et al. 2009). La base estad
formada por 6 RPT y 4 RPN que estdn encargadas del desdoblamiento de la
proteina, la apertura del canal a del proteasoma 20S y la traslocacién de la

proteina hacia el interior del mismo.

6.7 El sistema UPS en patologia

El proteasoma 26S se localiza tanto en el citoplasma, ya sea independiente o
asociado al reticulo endoplasmético, como en el nicleo de las células eucariotas
(Wojcik and DeMartino 2003; von Mikecz 2006). En este sentido, se ha sugerido
que el correcto funcionamiento del proteasoma en el nicleo de las células es

necesario para que se mantenga la proteostasis nuclear (homeostasis de proteinas

72



nucleares), puesto que la acumulacién de proteinas aberrantes en el nucleo
puede dar lugar a numerosas patologias neurodegenerativas (Gallagher, Oeser et

al. 2014).

Como se ha mencionado, el sistema ubiquitina proteasoma regula multiples
procesos, con lo que un incorrecto funcionamiento del mismo puede dar lugar a
patologias muy diversas, como el céncer, patologias neurodegenerativas y
patologias autoinmunes (Paul 2008). Es por ello que se han desarrollado
inhibidores del proteasoma, como el Bortezomib (Paramore and Frantz 2003),
que actualmente se utiliza para tratar el mieloma multiple, la Lactacistina
(Omura, Fujimoto et al. 1991) o el MGI132, actualmente el maés utilizado en
investigacion y que ha mostrado tener también propiedades antitumorales (Han

and Park 2010; Guo and Peng 2013; Qiang, Sui et al. 2017).

Sin embargo, estos inhibidores actian de manera inespecifica sobre la
degradacién de proteinas, y muchas patologias ya descritas se han asociado a
disfunciones en ligasas E3, que llevan a la acumulacién de proteinas como p53 o
la ciclina E (Strohmaier, Spruck et al. 2001; Sakamoto 2002; Staropoli,
McDermott et al. 2003). Es por ello que un abordaje mas especifico, como la
inhibicion de los complejos CRLs por parte el MLN4924 ha mostrado tener muy
buenos resultados en céncer (Soucy, Smith et al. 2009; Nawrocki, Griffin et al.
2012; Bulatov and Ciulli 2015; Bhatia, Pavlick et al. 2016; Paiva, Godbersen et al.
2017; Picco, Petti et al. 2017) o la enfermedad inflamatoria intestinal (Cheng, Hu

et al. 2016). Sin embargo, es importante conocer cémo estos tratamientos

73



afectan al sistema inmunolégico, fundamental para la resolucién de las

enfermedades.

Algunos estudios han destacado que la nedilacién juega un papel crucial en el
funcionamiento de algunas células del sistema inmunolégico, como macrdfagos,
células T y CDs. Por ejemplo, la inhibicién de la nedilacidn reprime la liberacién
de citoquinas proinflamatorias inducida por LPS en macréfagos (Chang, Reyna et
al. 2012), e inducida por la activacién del TCR en células T (Jin, Liao et al. 2013).
Esto también ocurre en las CDs, humanas y murinas, donde la inhibicién de la
nedilacién o la inactivaciéon de SCF resulta en la supresién de la liberacién de
citoquinas proinflamatorias dependiente de LPS y otros estimulos, tanto
infecciosos (ligandos de TLR1/2 y NOD2) y como no infeccciosos (agonistas
CD40L) (Mathewson, Toubai et al. 2013; Cheng, Hu et al. 2016). Ademas,
también se ha demostrado que la inhibicién de la nedilacién en CDs inhibe su
capacidad de estimular a las células T alogénicas para que éstas proliferen

(Mathewson, Toubai et al. 2013; Cheng, Hu et al. 2016).
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ANTECEDENTES

CCR?7 regula una compleja red de sefializacién que le permite controlar maltiples
funciones homeostaticas en las células dendriticas (CDs), incluyendo la
quimiotaxis, supervivencia, velocidad migratoria, citoarquitectura, endocitosis o
maduracién (Yanagawa and Onoe 2002; Yanagawa and Onoe 2003; Sanchez-
Sanchez, Riol-Blanco et al. 2004; Marsland, Battig et al. 2005; Riol-Blanco,
Sanchez-Sanchez et al. 2005; Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco et al. 2006; Lopez-
Cotarelo, Escribano-Diaz et al. 2015; Torres-Bacete, Delgado-Martin et al. 2015).
La mayoria de los estudios sobre CCR7, y de los receptores de quimioquinas en
general, se han centrado en el andlisis del papel regulador de la fosforilacién en
el control de las funciones celulares mencionadas, pero los estudios de otros tipos
de modificaciones post-traduccionales que pudieran ser importantes para la
regulacién de las funciones conocidas, u otras funciones desconocidas, de este

receptor son escasos (Schaeuble, Hauser et al. 2012).

La nedilacién, o unidén de Nedd8 a una proteina, es un tipo de modificacion
post-traduccional que estd involucrada en el control de algunas funciones de
leucocitos del sistema inmune innato (Chang, Reyna et al. 2012; Li, Liu et al.
2013; Mathewson, Toubai et al. 2013; Cheng, Hu et al. 2016), y del sistema
inmune adaptativo (Jin, Liao et al. 2013). La funcién mas estudiada de la
nedilacién es la activacidn de las ligasas E3 de ubiquitina tipo CRL, entre ellas, la

mas estudiada es SCF (CRL-1) (Merlet, Burger et al. 2009).
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La E3 ubiquitin ligasa SCF (Skp1-Cullin-1-F-Box) controla la ubiquitacién de una
gran cantidad de proteinas celulares para su degradacién por el proteasoma y
SCF se activa cuando su componente Cul-1 se nedila (Merlet, Burger et al. 2009).
Por tanto, la nedilacién regula la actividad E3 ubiquitin ligasa y la ubiquitinacién

de componentes celulares.
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HIPOTESIS

CCR7 controla en las células dendriticas humanas la ubiquitinacién de proteinas
mediante la estimulacién, a través de nedilacién, de la actividad de la ubiquitin-

ligasa SCF (Skp1-Cullin1-F-Box).

OBIJETIVOS

1. Analizar si la estimulacién de CCR7 induce nedilacién de Cullin-1 (Cul-1)
en CDs humanas maduras y e identificar las proteinas G sefializadoras que
median la nedilacién de Cul-1.

2. Analizar si se requiere nedilacién para el control de las funciones reguladas
por CCR7 (quimiotaxis, supervivencia, velocidad migratoria, endocitosis y
cambios en citoarquitectura).

3. Analizar la localizacién subcelular de Cullin nedilado (Cul-1Nedds),

4. Estudiar si Cul-1Nd4 forma parte del complejo SCF (Skp1-Cul-1-F-Box).

5. Estudiar si la nedilacién de SCF, y la consecuente activacién de esta ligasa,
regula la ubiquitinacién de proteinas en las CDs.

6. Analizar las proteinas que son ubiquitinadas por SCF tras la estimulacién

de CCR7.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos generales

Las quimioquinas CCL19, CCL21 y el TNF se adquirieron a PeproTech (Rocky
Hill, NJ). Las citoquinas recombinantes humanas IL-4 y GM-CSF se obtuvieron de

Immunotools.

El Ficoll (Lymphoprep) se obtuvo de Axis Shield (Oslo, Noruega). Los monocitos
se purificaron con anticuerpos anti-CD14 unidos a bolitas magnéticas (Miltenyi

Biotech, STEMCELL Technologies, GR, Francia).

El inhibidor MLN4924 se obtuvo de Active Biochemicals Co. (Wan Chai, Hong
Kong,). El dextrano-FITC, la poli-L-ornitina, el Hoechst 33258, el colorante rojo
Ponceau, la toxina pertusica, el cocktail de inhibidores de proteasas, la Faloidina-
TRITC y el kit de PLA Duolink fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Merck,
KGaA, Darmstadt, Alemania). La pepstatina A, la albimina de suero bovino
(BSA) y los anticuerpos secundarios de conejo, ratén y cabra acoplados a la
peroxidasa (HRP) se adquirieron a Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz,

CA).

Los anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos, anti-rabbit Alexa 568,
anti-mouse Alexa 488 y anti-goat Alexa 488 se adquirieron a Molecular Probes

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU).
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La informacién sobre los anticuerpos primarios utilizados en esta tesis se detalla

en la siguiente tabla.

Anticuerpo Casa comercial Especie Concentracion Técnica Concentracién Técnica Concentracion Técnica
Actina B Santa Cruz Ms 0,2ug/ml WB
AKT p-Serd73 Cell Signalling Rb 1pg/ml WB
AKT p-Thr308 Cell Signalling Rb 1pg/ml WB
Cofilina p-Ser3 Santa Cruz Rb 0,2ug/ml WB
Cullin-1 Biorbyt Rb 1pg/ml WB 10pg/ml IF
Cullin-1 Santa Cruz Rb 2ug/ml IP 4ug/ml IF
CD3¢ Santa Cruz Ms 2ug/ml IP
ERK1 Santa Cruz Rb 0,2ug/ml WB
ERK2 Santa Cruz Rb 0,2ug/ml WB
ERK1/2 p-Thr202/p-Tyr204  Cell Signalling Rb 1pg/ml WB
Prot GB2 Santa Cruz Rb 0,2ug/ml P
IkBa Biorbyt Rb 1ug/ml WB
Lamina-B1 Cell Signalling Rb 1pg/ml WB
LAT Santa Cruz Rb 10pg/ml IP
LDH Sigma Ms 1pg/ml WB
Nedd8 Cell Signalling Rb 1pg/ml WB 20pg/ml IF
Nedd8 Genetex Rb 1pg/ml WB 40ug/ml IF
PKCT Santa Cruz Gt 10pg/ml IP
p65 (NFKB) Santa Cruz Rb 0,2ug/ml WB
Rbx1 Santa Cruz Ms 0,2pg/ml WB 2ug/ml IF
Rbx1 Biorbyt Rb 1ug/ml WB
Rho-GDI Santa Cruz Rb 0,2ug/ml WB
Skp1l Santa Cruz Gt 0,2pg/ml WB 10pg/ml IP
Skpl Cell Signalling Rb 1pg/ml WB
Tubulina a Rockland Rb 1pg/ml WB
Ubiquitina Santa Cruz Ms 4ug/ml IF 2ug/ml IP 0,2ug/ml WB
Ubiquitina K48 Millipore Rb 1pg/ml WB
Vinculina Sigma Ms 2,5ug/ml WB
Proteasoma 20S B2 Santa Cruz Gt 0,2pg/ml WB 4ug/ml IF
Tabla 1: informacién de los anticuerpos utilizados en esta tesis y las concentraciones y técnicas para las
que se usaron. Rb = conejo, Ms = ratén, Gt = cabra. WB = Western Blot, IP = inmunoprecipitacién,
IF = inmunofluorescencia.

Modelo experimental

Se utilizaron células dendriticas (CDs) humanas derivadas de monocitos de sangre
periférica, obtenida de donantes sanos a través del Centro de Transfusiones de la
Comunidad de Madrid. La sangre, obtenida en forma de concentrado
leucoplaquetario, se diluyé en PBS para luego separar sus distintos componentes
mediante centrifugacién en gradiente de Ficoll. De este modo se separd la

fraccion de células mononucleares de sangre periférica (Peripheral Blood
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Mononuclear Cells, PBMCs), que contiene mayormente monocitos, linfocitos T y
B y células NK. A continuacién, se purificaron los monocitos (células CD14+)
mediante la utilizacién de anticuerpos anti-CD14 acoplados a bolitas magnéticas
y un soporte imantado, siguiendo las instrucciones del proveedor (Miltenyi
Biotech). Las células obtenidas, monocitos CD14+ (95%), se resuspendieron en
RPMI con 10% de suero fetal bovino (FBS, Fetal Bovine Serum, Lonza Group
Ltd, Basilea, Suiza) y se cultivaron a una concentracién de 1 x10° células/ml en
presencia de las citoquinas GM-CSF (1000 U/ml) y IL-4 (1000 U/ml). Las
citoquinas, que se suministraron cada 2 dias a partir del inicio del cultivo y
durante 7 dias, inducen la diferenciacién de los monocitos hacia un fenotipo de
CD inmadura. Las CDs inmaduras se maduraron anadiendo, ademas de las
citoquinas GM-CSF e IL-4 a las concentraciones indicadas, la citoquina pro-
inflamatoria TNF-a (50 ng/ml). Tras 3 dias en cultivo, se obtuvo un porcentaje
de células CD80+, CD86+, CD83+, CCR7+ y HLA-DR+ mayor del 85%, Estas
células ademaés dejaron de expresar CD14 (menos de 1% de células CD3+,
CD14+, CD16+ o CDI19+). Por tanto, las CDs maduras se utilizaron para los

experimentos en el dia 10 y 11 desde el momento de su purificacién.

Experimentos de estimulacién de CCR7

Para los experimentos se utilizaron las CDs maduras, que expresan el receptor
CCR7. Para estudiar el efecto que ejerce la estimulacién de CCR7 sobre la
dindmica de activacién de diferentes moléculas de senalizacién intracelular, se
estimularon las CDs maduras con CCL21 a distintos tiempos. En primer lugar, es

necesario reducir la actividad basal de las moléculas a estudiar. Por ello, las
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células (106 células/ml) se trasladaron a un medio RPMI sin suero que incluye
0,1% de BSA, donde se dejaron aclimatar entre 30 y 45 minutos a 37°C y 5% de
CO,. Posteriormente, las CDs se estimularon con CCL21 (18 nM) y se
mantuvieron en el incubador durante tiempo indicado en la leyenda de las
figuras. A continuacién, las células se centrifugaron a las méaximas revoluciones
(~12.000 g) durante 30 segundos. Posteriormente, se retird el sobrenadante y
los pellets obtenidos se lisaron resuspendiéndolos en buffer de carga (SB) 2x (200
mM Tris-HCI, pH 6.8, 0,1 mM de ortovanadato sédico, 6% SDS, 1 mM EDTA,
4% B-mercaptoetanol, 10% glicerol y azul de bromofenol). Las muestras
obtenidas se hirvieron durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas vy,

posteriormente, se mantuvieron a -20°C hasta su anélisis.

Experimentos con inhibidores

Se realizaron diversos experimentos en los que se bloqued una determinada
proteina o ruta de sefalizacidén. Los experimentos de inhibicién se realizaron del
mismo modo que los experimentos de estimulacién mencionados arriba, solo
que las células se incubaron con los inhibidores farmacoldgicos de interés, en
ausencia de suero y a los tiempos indicados en la leyenda de las figuras, antes de

la estimulacién con CCL21.

Western Blot

Las muestras obtenidas de los experimentos se resolvieron mediante

electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras (SDS-PAGE).
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Los geles se transfirieron a membranas de PVDF (previamente activadas con
metanol) mediante un sistema de transferencia himedo. Tras la transferencia, se
realizé una tincién de la membrana con rojo Ponceau para comprobar que la
transferencia se habia producido correctamente. Las membranas tefiidas fueron
escaneadas para conservar informacién sobre la carga de las proteinas. Tras ser
destenidas, las membranas se bloquearon durante 1Th en TBST (TBS 0,1% Tween
20, pH 7,5) que incluye 5% de leche desnatada en polvo. Después, las
membranas se incubaron durante 18 h a 4°C con los anticuerpos primarios (Tabla
1) en TBST+ 5% BSA. Tras esta incubacién, se realizaron 3 lavados con TBST y
las membranas se incubaron con anticuerpos secundarios frente a la especie de
interés (conejo, ratdn, cabra) acoplado a peroxidasa (80 ng/ml en TBST) durante
Th. Por dltimo, se lavaron 3 veces mas con TBST y se procedid al revelado digital
(Chemidoc, Bio-Rad Laboratories, CA, EEUU) o analégico (Curix 60, Agfa-
Gevaert Group) de las bandas inmunoreactivas con ECL (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, EEUU).

El densitometrado de las bandas se realizé con los softwares Multigauge de
Fujifilm, Image Lab de Bio-rad e Image J, corrigiéndose los valores de las
proteinas frente a un control de carga y normalizdndolos respecto al punto no
estimulado con CCL21, también llamado tiempo O 6 (-), y frente al control sin

tratar, en caso de tratamiento con inhibidores.

Para la eliminaciéon de anticuerpos primarios y reincubacién de membranas con
nuevos anticuerpos, procedimiento conocido como “stripping” se utilizé un

buffer compuesto por glicina (125 mM), 0,1% SDS, 1% Tween 20 pH 2.2. La
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membrana se sometié a 2 lavados de 10 min en el buffer de stripping, después 2
lavados de 10min en PBS, 2 lavados de 5 min en TBST y fue bloqueada de nuevo
e incubada con los anticuerpos primarios como se ha mencionado

anteriormente.

Inmunofluorescencias

Las CDs maduras se resuspendieron en RPMI 0,1% BSA a una concentracién de
106 CDs/ml. A continuacién, se sembraron 5x10° células en cristales de 10 mm de
didmetro que habian sido previamente cubiertos con poli-L-ornitina (0,1 mg/ml)
y se dejaron adherir durante Th a 37°C. Tras la estimulacién con CCL21 (18 nM)
las células se fijaron con PFA 4% (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA)
durante 15 min a temperatura ambiente. Tras un lavado con PBS, las células se
permeabilizaron con metanol frio o Tritén X-100 al 0,2% en PBS durante 5 min.
Tras otros 3 lavados con PBS, las preparaciones se bloquearon con IgG humana
(1 pg/ml) durante 5 min. A partir de este momento, los lavados se hicieron con
PBS 0,1% BSA. Las muestras se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos
en PBS 0,1% BSA durante 1h. Se hicieron 3 lavados y después se afiadié la mezcla
de anticuerpos secundarios diluidos en PBS 0,1% BSA junto con el colorante
Hoechst 33258 durante 1h. Las muestras se lavaron 2 veces con PBS y 1 vez con
agua destilada antes de ser montadas sobre portaobjetos con el medio de
montaje Dako (Dakocytomation). Finalmente se analizaron con un Microscopio
Laser Confocal espectral (CLSM) Leica TCS SP5. Se realizaron entre 10 y 20
fotografias de secciones confocales de 0,5 um de grosor. Las iméagenes se

analizaron con el software de Leica LAS X y con Image J, con el que se realizaron
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las animaciones en 3D. Las imégenes fueron preparadas con el software Adobe

Photoshop CS.

Ensayo de ligacién por proximidad: PLA (Proximity Ligation Assay)

La técnica del PLA permite analizar mediante microscopia de fluorescencia la
proximidad de dos moléculas (Fredriksson, Gullberg et al. 2002; Soderberg,
Gullberg et al. 2006). Con esta técnica se obtiene una sefial fluorescente positiva
cuando las dos moléculas analizadas se encuentran a una distancia menor a 40

nm, distancia a la cual la probabilidad de que estén interaccionando es muy alta.

Figura 18: La técnica PLA consiste en el marcaje de las proteinas cuya interaccién quiere detectarse con sus
respectivos anticuerpos primarios (1). A continuacién, se afladen los anticuerpos secundarios que llevan
acopladas unas sondas de ADN (2). Se afiaden unas sondas complementarias y conectoras (3) y una ligasa
de ADN, que produce la ligacién de las sondas y la formacién de un ADN circular (4). Se afiade una ADN-
polimerasa que amplifica el ADN circular (5) y gracias a la presencia de oligonucleétidos marcados
fluorescentemente (6) se puede observar una sefial fluorescente al microscopio, siempre y cuando las
proteinas analizadas se encuentren a menos de 40 nm para que sondas acopladas a sus anticuerpos
secundarios puedan hibridar. (Modificado del catélogo de Sigma).

Las CDs (5 x 10# células) se dejaron adherir sobre cristales cubiertos previamente
de poli-L-ornitina y se fijaron del mismo modo que se hizo para las
inmunofluorescencias. Las muestras se permeabilizaron con 0,2% Triton x100 6
metanol frio (Panreac), se bloquearon con IgG humana y se incubaron con los
anticuerpos primarios. A continuacién, en lugar de utilizarse anticuerpos

secundarios, se llevé a cabo el PLA (figura 18), siguiendo las instrucciones del
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fabricante (Duolink Il in situ PLA detection kit, Sigma). Las muestras se incubaron
con anticuerpos secundarios especiales conjugados con unas sondas de ADN
(sondas PLUS y MINUS) que hibridan y generan un ADN circular gracias a una
enzima ligasa y a oligos complementarios. Seguidamente, se lleva a cabo una
amplificaciéon del ADN circular mediante la adicién de la enzima polimerasa.
Finalmente se afadieron sondas de oligonucledtidos complementarios
fluorescentes que se unen al ADN amplificado. Por dltimo, las muestras se
montaron con un medio que incluye el colorante DAPI (4',6-diamino-2-
fenilindol) para el marcaje de los nicleos. La amplificacién del ADN circular,
indicativa de una sefial positiva de PLA, se aprecia como un punteado
fluorescente en las zonas donde las moléculas estudiadas se encuentran proximas
entre si. Las preparaciones se analizaron mediante microscopia confocal, del

mismo modo que las inmunofluorescencias.

Fraccionamiento de proteinas citoplasmicas y nucleares

Para el fraccionamiento de proteinas citoplasmicas y nucleares se utilizaron 5x10°¢
CDs maduras por condicién. Se llevd a cabo el experimento en RPMI 0,1% BSA
y, al finalizar el mismo, las células se lavaron con PBS frio, manteniéndose en
medio frio (4°) a partir de este momento. Las CDs se disolvieron en buffer de
extraccion de proteinas citopldsmicas (10 mM Hepes pH 7,6, 10 mM KCl, 0,1
mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, T mM molibdato) suplementado con los
inhibidores de proteasas: pepstatina A (10 pyg/ml) y el cocktail de inhibidores
Sigma (5 mg/ml), que incluye EDTA (1 mM), AEBSF (2 mM), Bestatin (130 uM),

E64 (14 uM), Leupeptin (1 uM). Las células se incubaron en hielo durante 15 min
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y posteriormente se afadié NP-40 (Fluka, Sigma-Aldrich) al 10% y se agité en un
aparato vortex 5 segundos. Los lisados se centrifugaron a las maéximas
revoluciones (~12.000 g) durante 5 min a 4°C. Se separ6 el sobrenadante, que
corresponde a la fraccién citoplasmica, y se alicuoté y congelé a -80°C. Los
pellets (nlcleos) se lavaron con PBS, se resuspendieron en buffer de extraccion de
proteinas nucleares (20 mM Hepes pH 7,6, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, T mM
EGTA, 1 mM DTT, T mM molibdato, pepstatina A (10 pg/ml) y el cocktail de
inhibidor de proteasas de Sigma) y a continuacién se incubaron 30 min en hielo,
agitando con el vortex cada 10 min. Los lisados se centrifugaron a maximas
revoluciones (~12.000 g) durante 30 min y se transfirieron los sobrenadantes
(fraccién nuclear) a un tubo nuevo. Se alicuotaron y congelaron las muestras a -

80°C hasta su utilizacion.

La concentracién proteica de los extractos citopldsmicos y nucleares se cuantificd
mediante el método de Bradford utilizando el reactivo de la compafia Sigma.
Tras la cuantificacion se prepararon diluciones de las muestras a 2 mg/ml y se
resuspendieron en buffer de carga 2x para ser analizadas por electroforesis

(cargaron 15 pg de proteina por pocillo) y Western blot.

Inmunoprecipitaciones

Para estos ensayos se utilizé la mayor cantidad de CDs disponible (idealmente
entre 15-30x10¢ células, equivalente a 2-4 mg de proteina total). Las células se
resuspendieron en RPMI con 0,1% BSA y se dejaron estabilizar 45 min a 37 y

5% de CO, Posteriormente las células se estimularon con CCL21 durante 5 min,
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tras lo cual se lavaron con PBS frio para detener la reaccién. Las células se
mantuvieron a 4°C el resto del proceso. A continuacién, las CDs se lisaron en un
buffer de inmunoprecipitacién (1% NP-40, 50 mM Tris pH 7.4, 100 mM NacCl, 2
mM MgCl2, 10% glicerol y cocktail de inhibidores de proteasas de Sigma (5
mg/ml)) y se incubaron con rotacién durante 1 h. El lisado fue sonicado 5 min y
centrifugado a ~12.000 g durante 90 min. Posteriormente, el sobrenadante se
sometié a un pre-aclarado con agarosa unida a proteina A durante 18 h en
rotacion a 4°C. Tras eliminarse por centrifugacién la proteina A-agarosa, se
ahadieron los anticuerpos (2 pg/mg de proteina) y se incubaron durante 6 h.
Después se incubd el lisado con 30 pl/ml de proteina A-agarosa durante 1h. Se
recogiod el pellet de agarosa, y, tras varios lavados, las muestras estuvieron listas
para ser procesadas, bien mediante Western blot, resuspendiéndolas en buffer de

carga 2x, o bien para su anélisis por protedmica.

Inmunoprecipitacién nuclear

En este trabajo se llevd a cabo, también, la inmunoprecipitacién de proteinas
nucleares. Para ello se realizd la extracciéon proteinas como se menciond en el
método de fraccionamiento de proteinas citoplasmicas y nucleares. Tras la
separacién de los extractos citoplasmicos, se lavaron los pellets nucleares 3 veces
con PBS frio. Estos pellets se disolvieron en el buffer de inmunoprecipitaciéon
mencionado arriba, se sonicaron durante 5 min y se procedié con la
inmunoprecipitacién de la manera habitual. Una vez terminado el proceso, las
muestras se procesaron para ser analizadas mediante Western blot o mediante

protedmica.
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Anélisis protedmico

Las muestras obtenidas en la inmunoprecipitacién nuclear fueron sometidas a un
proceso de digestibn con tripsina para obtenerse los péptidos que
posteriormente se analizaron mediante cromatografia liquida (LC) vy

espectrometria de masas (MS).

Digestién con tripsina

Las muestras se resuspendieron en 50 mM de bicarbonato aménico pH 8.0, y se
trataron con 1 pg de tripsina, manteniéndose durante 18 h a 37 C con agitacién
(700 rpm). Al final de este periodo se afiadieron 0,5 pg de tripsina y se continud
la incubacién durante otras 2 h en las mismas condiciones. Posteriormente las
muestras se centrifugaron, y los péptidos tripticos (el sobrenadante) se pasaron a
un tubo limpio. El pellet se lavd dos veces con 100 pL de agua de calidad HPLC,
El sobrenadante resultante de los dos lavados se juntdé con los péptidos
recolectados anteriormente, y el pellet se desechd. La solucién con péptidos se
acidificé con 50% de acido férmico (FA) hasta tener una concentracién final de
FA del 2%. Las muestras se secaron en el concentrador de vacio SpeddVac
(Eppendorf), se resuspendieron en 20 pL de FA al 5% y una tercera parte de las

muestras se analizd en el espectrémetro de masas Q-Exactive.

Analisis LC-MS

Los péptidos se cargaron en una pre-columna Acclaim PepMap 100 (Thermo

Scientific) y se eluyeron en una columna PepMap RSLC C18, de 15 cm de

89



longitud, 75 pm de didmetro interno y 3 pm de tamafio de particula (Thermo
Scientific). La separacién de los péptidos se llevé a cabo en un nano Easy nLC
1000 (Proxeon) acoplado a una fuente idnica con nanoelectrospray (Thermo

Scientific).

La velocidad de flujo de la fase mévil fue de 300 nL/min usando 0.1% de acido
férmico en agua (tampdn A) y 0.1% de &cido férmico en acetonitrilo (tampdn
B). Se siguié un perfil de gradiente de 0-35% de tampdn B durante 90 min,

35%-100% de tampoén B durante 4 min y 100% de tampdn B durante 8 min.

Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrémetro de masas Q Exactive
(Thermo Scientific) trabajando en modo positivo. Los espectros de masas
correspondientes al espectro de barrido completo tenian una relacién de masa
carga (m/z) 400-1500 Th y se obtuvieron con una resolucién de 70.000 vy
36.000, respectivamente. De cada espectro se seleccionaron los 10 iones mas
intensos para su fragmentacién mediante disociacion por colisién de alta energia
(HCD). Los iones con carga Unica o sin asignacién de carga se desecharon. La
ventana de exclusién dindmica se fijé en 20 s. Los archivos de espectros (*.raw)
se enfrentaron a la base de datos Homo sapiens a través de Proteome Discoverer
(version 1.4.1.14, Thermo Scientific) utilizando MASCOT como motor de
bisqueda. En los pardmetros de busqueda, la carbamidometilacién de cisteinas y
la oxidacién de metionina se establecieron como modificaciones fijas. La
tolerancia de la seleccién de los precursores y los iones producto se fijé en 10
ppm y 0,02 Da, respectivamente. La identificacién de los péptidos se validd

mediante el algoritmo Percolator usando un valor g < 0,01 (1).
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El conjunto de proteinas identificadas, excluyendo aquellas que se encontraron
en el control de inmunoprecipitacion, se filtraron contrastdndose con la base de
datos CRAPome (Mellacheruvu, Wright et al. 2013), un repositorio online de
proteinas identificadas que aparecen recurrentemente en los controles negativos
de experimentos de purificacién por afinidad acoplados a espectrometria de
masas (AP-MS) vy, por tanto, muy probablemente sean contaminantes. Se
eliminaron aquellas proteinas que aparecieran en més del 60% de los controles

negativos de los experimentos del CRAPome.

Las proteinas resultantes del filtrado se introdujeron en la base de datos STRING

(http://string-db.org/) (Szklarczyk, Franceschini et al. 2011), que recoge la

informacién disponible acerca las interacciones conocidas o probables entre las
proteinas y las agrupa de acuerdo a distintos pardmetros formando redes. Este
software detecta, entre otras caracteristicas, posibles clusters de proteinas
pertenecientes a la misma ruta de sefalizacién, o que realizan funciones similares.
Ademas, se analizd el enriquecimiento en procesos bioldgicos del conjunto de
proteinas mediante el software FunRich 3.0, una herramienta bioinformética que
aporta informacién sobre el enriquecimiento funcional y el analisis de las redes

de interaccién entre las proteinas identificadas.

Nucleofecciones

Las CDs se transfectaron con siRNA frente a Cul-1 (ON-TARGET plus human
CULT (8454) siRNA - SMART Pool de Dharmacon, N? catadlogo L-004086-00-

0005) o siRNA control (ON-TARGET plus Non-targeting Pool, Dharmacon N®
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catédlogo D-001810-10-05), mediante el método de nucleofeccién (Amaxa, Lonza
Group Ltd Basilea, Suiza) utilizando un kit especifico para células dendriticas
(Nucleofector™ Kits for Human Dendritic Cells, Amaxa, Lonza Group Ltd) y
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Brevemente, se utilizaron
2 pg de siRNA para nucleofectar 5x10¢ de CDs maduras por condicién. Se utilizé
un aparato nucleofector (Amaxa, Lonza Group Ltd) utilizando el programa U2,
que es especifico para las CDs. Posteriormente, las células se cultivaron en un
medio completo (+FBS) que incluye GM-CSF (1000U/ml) y IL-4 (1000U/ml) y se
incubaron durante 48h a 37°C y 5% de CO,. Transcurrido este tiempo, las
células se recolectaron y contaron mediante exclusién de la tincién con Azul
Tripan, para excluir a las CDs muertas. Para comprobar que se habia producido
el silenciamiento del gen con el siRNA, se analizaron los niveles de la proteina de

interés mediante Western blot, como se ha descrito previamente.

Ensayos de quimiotaxis

Los ensayos de quimiotaxis se realizaron en placas 6,5 mm con soportes
permeables T7ranswells de 5 pm de didmetro de poro (Costar, Corning
Incorporated, NY, EEUU). Se utilizaron 10> CDs disueltas en RPMI 0,1% BSA y se
colocaron en la cdmara superior permeable del pocillo. En el pocillo inferior,
rellenado con RPMI 0,1% BSA, se afadié CCL21 (18 nM). Se reservaron alicuotas
de las células como controles o inputs del nimero de células de partida. La placa
se incubd durante 2h a 372 y 5% de CO,. Tras este tiempo se recogié el medio

del pocillo inferior y se conté el nimero de células que habian migrado a la
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camara inferior mediante citometria de flujo, estableciendo un contaje durante

60 segundos.

Ensayos de endocitosis

Para analizar la endocitosis en las CDs maduras se realizaron experimentos de
captacién de dextrano-FITC (1 mg/ml) y se analizé la incorporacién de este
reactivo mediante citometria de flujo. Para ello se utilizaron 3 x 10° CDs por
condicién que se resuspendieron en RPMI 10% FBS y HEPES (20 mM). Para el
experimento es necesario un control de absorcién pasiva de dextrano-FITC, que
consiste en mantener a las células con dextrano-FITC a 4° durante todo el
experimento. Las muestras donde se valord la endocitosis activa se incubaron
con dextrano-FITC a 372 y 5% de CO, el tiempo deseado, en presencia o
ausencia de CCL21 (18 nM). Posteriormente las células se centrifugaron a 4°C y se
lavaron 5 veces con PBS 0,1% BSA frio. Por Gltimo, se resuspendieron en PBS frio
para su andlisis por citometria de flujo mediante un citdmetro EPICS (Coulter
Electronics) equipado con un l&ser de Argén que emite a una longitud de onda

de 488 nm y recoge la fluorescencia del FITC con un filtro FL1 a 525 nm.

Anélisis de la apoptosis

Para analizar la apoptosis de las CDs humanas se realizaron experimentos en los
que se indujo la apoptosis mediante la privacién de suero en células sin tratar o
pre-tratadas con el inhibidor MLN4924, y que fueron mantenidas en presencia o

ausencia de la quimioquina CCL21 (18 nM). Para ello se utilizé el mismo ndmero
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de células vivas, cuantificadas mediante la exclusiéon del colorante azul Tripéan,

mantenidas el tiempo indicado a 372y 5% de CO, en RPMI 0,1% BSA.

Tras el experimento, se valord la apoptosis de las CDs analizando la morfologia
de sus nucleos mediante tincién con Hoechst y microscopia de fluorescencia.
Para ello, las CDs se adhirieron 45 min sobre cristales recubiertos de poli-L-
ornitina, se fijaron con PFA 4% durante 15 min a temperatura ambiente y se
permeabilizaron con metanol frio durante 5 min. Las muestras se tifileron con
Hoechst 33258 en PBS con 0,1% BSA durante 5 min y se montaron con medio

de montaje DAKO del mismo modo que las inmunofluorescencias.

Las preparaciones se analizaron usando un microscopio Axioplan Universal de
Zeiss con una cadmara CCD Digital Leica DFC 350 FX y un objetivo 63x de
inmersidn en aceite (Leica Microsystems, Mannheim). Se realizaron fotografias al
azar de los nucleos de las CDs en distintos campos y se cuantificaron alrededor
de 500 células de cada condicién y donante, analizando el porcentaje de nucleos

condensados (picndticos) o fragmentados presentes en cada muestra.

Andlisis de la citoarquitectura

Al igual que en las inmunofluorescencias, las CDs maduras se resuspendieron en
RPMI 0,1% BSA a una concentraciéon de 104 CDs/ml. A continuacién, se
sembraron 5x10° de estas células en cristales de 10 mm de didmetro previamente
cubiertos con poli-L-ornitina y se dejaron adherir durante 1Th a 37°C. Tras este

tiempo las células se dejaron sin estimular o se estimularon con CCL21 (18 nM)
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durante 10 min. Posteriormente las células se fijaron con PFA (4%) (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA) durante 15 min, a temperatura ambiente.
Tras un lavado con PBS, las células se permeabilizaron con Tritén X-100 (0,2%
V/V) en PBS durante 5 min. Tras 3 lavados con PBS. Las muestras se incubaron
con Faloidina-TRITC (Sigma-Aldrich) junto con el colorante Hoechst 33258
durante 1 h. Se hicieron 3 lavados con PBS 0,1% BSA una vez con agua antes de
montar los cristales sobre portaobjetos con el medio de montaje Dako
(Dakocytomation) y se analizaron con un Microscopio Laser Confocal espectral
(CLSM) Leica TCS SP5. Las imégenes se analizaron con el software Image J, con el
que se analizé la morfologia de las CDs maduras tras ser estimuladas con CCL21,
a través de la medicién de su didmetro mayor. Las imégenes fueron preparadas

con el software Adobe Photoshop CS.

Analisis estadistico

Los datos representados en las graficas muestran la media * el error estdndar de
la media de experimentos que se realizaron en, al menos, 3 donantes sanos
independientes. La evaluacién de la significancia estadistica entre tratamientos se
calculé utilizdndose la prueba t de Student para muestras pareadas. En los casos
en los que la desviacidn era muy elevada se empled la prueba no paramétrica de
Wilcoxon-Mann-Whitney. En todos los casos, se consideraron significativos los p-
valores inferiores a 0,05. Como prueba complementaria también se analizaron

33

los intervalos de confianza. “ns” indica diferencias no significativas entre dos

tratamientos, mientras que “N” hace referencia al nimero de experimentos
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independientes realizados, es decir, nimero de donantes independientes

analizados.

96



RESULTADOS

1. La estimulaciobn de CCR7 en las células dendriticas induce

nedilacién de Cullin-1 mediada por Gai.

En primer lugar, quisimos averiguar si la activacibn de CCR7 podia inducir
nedilaciéon en las células dendriticas (CDs). La nedilacién se puede analizar

mediante Western blot (WB) usando anticuerpos frente Nedd8.

En la figura 19 se puede observar que, la estimulacién de CCR7 con CCL21
durante 5 min produjo un incremento significativo en la nedilacién (Nedd8)
(figura 19A) de una proteina de un peso molecular de ~85 KDa. Este peso
molecular es similar al de la proteina Cul-1, la diana de nedilacién mayoritaria y
mejor caracterizada en diferentes tipos celulares, incluyendo las CDs
(Mathewson, Toubai et al. 2013; Enchev, Schulman et al. 2015; Cheng, Hu et al.
2016). La unién de Nedd8 a Cul-1 provoca un cambio de movilidad
electroforética de esta proteina (“shift”) que permite observar una sefial de doble
banda en el WB frente a Cul-1, siendo la banda superior, Cul-1-nedilada (Cul-
INedd®) v la banda inferior, Cul-1 sin modificar. Tras someter la membrana anterior
a un lavado (stripping, ver Material y Métodos), se reincubd con un anticuerpo
frente a Cul-1 y se observéd que la banda nedilada detectada previamente,

correspondia con Cul-1Nedd8 (figura 19A).

Los experimentos de estimulacién de las CDs con CCL21 a distintos tiempos

confirmaron que se obtenia la maxima nedilacién entre los 2 y los 10 min,
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manteniéndose niveles altos de nedilacién hasta, al menos, los 30 min después
de la estimulaciéon con CCL21 (figura 19B). Como el tiempo méximo de
nedilacién se alcanzé tras 5 min de estimulacion CCL21, el resto de las

estimulaciones se realizaron a este tiempo.
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Figura 19: La estimulacién CCR7 con CCL21 induce nedilacién de Cul-1. (A) y (B): Las CDs (10°celulas/ml) se
resuspendieron en RPMI con 0,1% de BSA y se mantuvieron sin estimular (-) o se estimularon con CCL21 (18
nM), durante 5 min en (A) y los tiempos indicados en (B). Después las células se lisaron y analizaron
mediante SDS-PAGE seguido de WB en los que se usaron anticuerpos frente a Nedd8. La banda de Nedd8 se
cuantificd y se representa como incremento relativo respecto a las células sin estimular, a las que se asigné
un valor arbitrario de 1. En (A) se muestra un WB representativo frente a los anticuerpos anti-Nedd8 y anti-
Cul-1, empledndose Erkl como control de carga. A continuacién, se representa la media = SEM (N=15). En
la figura (B) se representa, al igual que en (A) la media = SEM (N=6-15). (C) Las células (20-30 x 10® CDs)
se trataron igual que en (A) con la diferencia de que, tras la estimulacién con CCL21, las CDs se
resuspendieron en buffer de lisis y, posteriormente, se inmunoprecipité Cul-1. Las muestras se separaron
mediante SDS-PAGE, y posteriormente se analizé mediante WB la presencia de Cul-1 y Nedd8. (D) Las
células (10® CDs/ml) fueron tratadas como en (A), con la diferencia de que, previo a la estimulacién con
CCL21, las células fueron pre-tratadas con toxina perttsica (PTX, 100ng/ml 3h). Posteriormente las CDs
fueron estimuladas, lisadas, separadas mediante SDS-PAGE y analizadas mediante WB con anticuerpos frente
a Nedd8 y p-ERK1/2. Se usé un anticuerpo frente B-actina para confirmar la igualdad de la carga. En el
diagrama de barras se representa la media = SEM (N=10).

Para confirmar que la proteina nedilada en respuesta a la estimulacion de CCR7
es Cul-1, se realizé una inmunoprecipitacién (IP) de Cul-1, seguida de un WB con
un anticuerpo anti-Nedd8. Como se observa en la figura 19C, se produjo un

aumento de la nedilacién de Cul-1 tras la estimulacién de las CDs con CCL21.
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CCR7 induce sefiales intracelulares a través de las proteinas G heterotriméricas.
Para analizar si tras la estimulaciéon de CCR7, la familia Gy media la nedilaciéon
observada, se trataron las CDs con la toxina pertisica (PTX), un inhibidor
selectivo de esta familia de proteinas G. Los resultados muestran que el
tratamiento con PTX inhibié el efecto estimulante de CCR7 sobre la nedilacién,

lo que sugiere la participacién de las proteinas Gg; (figura 19D) en este proceso.

2. las funciones reguladas por CCR7 en las CDs no dependen de la

nedilacién

CCR?7 regula, ademas de la quimiotaxis, varias funciones de las CDs, incluyendo
la supervivencia, la velocidad migratoria, la endocitosis y los cambios en
citoarquitectura (Yanagawa and Onoe 2002; Yanagawa and Onoe 2003;
Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco et al. 2004; Riol-Blanco, Sanchez-Sanchez et al.
2005; Torres-Bacete, Delgado-Martin et al. 2015). A continuacién analizamos si
la nedilacién estaba implicada en la regulacion de las funciones de CCR7 en las
CDs. Para ello utilizamos un inhibidor farmacolégico de la nedilacion, MLN4924
(MLN), que acttia inhibiendo a la enzima NAE, que participa en el primero de
los tres pasos de la transferencia de Nedd8 a las proteinas Cullin, o nedilacién

(Soucy, Smith et al. 2009).

2.1 La inhibicién de la nedilacién no afecta a la supervivencia inducida por
CCR7

En numerosos tipos celulares, incluyendo leucocitos, la nedilacién de las

proteinas Cullin estd implicada en la regulacién la supervivencia celular (Li, Liu et
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al. 2013; Wang, Luo et al. 2015; Cheng, Hu et al. 2016). Como CCR7 regula la
supervivencia de las CDs (Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco et al. 2004; Escribano,
Delgado-Martin et al. 2009; Lopez-Cotarelo, Escribano-Diaz et al. 2015)
analizamos si la nedilacion de Cul-1 podia estar mediando estos efectos
inductores de supervivencia. Para analizar la apoptosis las CDs se tifieron con
Hoechst (figura 20), un método que permite apreciar los nucleos condensados
y/o fragmentados, tipicos de las células apoptéticas, y compararlos con los de las
células sanas, que son mas grandes y mantienen su integridad (Sanchez-Sanchez,
Riol-Blanco et al. 2004; Escribano, Delgado-Martin et al. 2009; Lopez-Cotarelo,
Escribano-Diaz et al. 2015) (figura 20A). En la figura 20B(a) se puede observar
que el cultivo de las CDs durante 48h en RPMI en ausencia de suero produjo un
aumento en los niveles de apoptosis de las CDs, que se redujo significativamente
cuando las células se mantuvieron en presencia CCL21, tal como se habia
reportado previamente (Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco et al. 2004; Escribano,
Delgado-Martin et al. 2009; Lopez-Cotarelo, Escribano-Diaz et al. 2015).
Cuando se analizé la apoptosis de las CDs en las que se inhibié la nedilacién
mediante el tratamiento con MLN, se observé que, aunque la apoptosis aumentd
tras el tratamiento, la estimulacién de las CDs con CCL21 redujo el porcentaje de
células apoptdticas de manera equivalente a la observada en el en el control sin
MLN (figura 20B b). La figura 20C muestra que el tratamiento con MLN produjo
un completo bloqueo de la nedilacién. Los resultados indican que, aunque la
inhibicion de la nedilacién induce apoptosis basal en las CDs, tal como se ha
descrito previamente (Cheng, Hu et al. 2016), la estimulacion de CCR7 induce

supervivencia, aun cuando la nedilacién se encuentra completamente inhibida.
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Figura 20: La inhibicién de la nedilacién no afecta a la supervivencia inducida por CCR7. Las CDs (10°
celulas/ml) se resuspendieron en RPMI con 10% FBS (+FBS) o 0,1% de BSA (-) y se mantuvieron sin tratar
(Control o C) o se trataron con MLN4924 (MLN, 0,5 uM 2h) tras lo cual las CDs se estimularon con CCL21
(18 nM) (+CCL21) y se mantuvieron en cultivo a 37°C durante 48h, afiadiéndose nuevamente CCL21 al
medio cada 6h. Posteriormente las CDs se adhirieron durante 1 h en cristales previamente cubiertos con Poli-
L-ornitina. Posteriormente las células se fijaron con PFA 4% vy se tifieron los nicleos con Hoechst33342. Las
preparaciones se analizaron al microscopio y se fotografiaron. En (A) se muestra una fotografia
representativa de cada tratamiento en la que las puntas de flecha sefialan nucleos condensados o
fragmentados que se corresponden con células apoptdticas. Los colores de las fotografias fueron invertidos
porque asi se puede apreciar mejor la condensacién nuclear. (B) a) Se contaron alrededor de 500 células y
se calculd el porcentaje de apoptosis (% medio = SEM). b) Estos porcentajes se relativizaron respecto a las
muestras no estimuladas para analizar el efecto de la quimioquina CCL21. (C) Una alicuota de estas muestras
se analizd por SDS-PAGE seguido por WB con anticuerpos frente a Nedd8, pERK1/2 como control de
estimulacién de CCR7 y B-actina como control de carga. Se muestra que tras el tratamiento con MLN la
nedilacién (Nedd8) se encuentra totalmente inhibida (N=4).

La inhibiciébn de la nedilacibn no afecta a la activacién de la via de NFkB

inducida por CCR7.

Puesto que la activacion de la via de NFKB es uno de los mecanismos mediante
los cuales CCR7 regula la supervivencia en las CDs (Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco
et al. 2004; Escribano, Delgado-Martin et al. 2009) y se ha descrito previamente

que la nedilacién de Cul-1 estd implicada en la activacién de NFkB en las CDs en
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respuesta a LPS (Mathewson, Toubai et al. 2013), analizamos si la inhibicién de
la nedilacion con MLN ejercia algin efecto sobre la activacién de NFkB inducida

por la estimulacién de CCR7.

NFkB es un factor de transcripcién que se encuentra en el citoplasma secuestrado
por la proteina inhibitoria IKB. Sin embargo, diversos estimulos provocan la
fosforilaciéon de IkB, que induce su degradacion, permitiendo que NFkB se
trasloque al nacleo, donde regula la expresion de diversos genes promotores de
supervivencia como Bcl,, un gen de la familia Bcl2 (Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco
et al. 2004; Escribano, Delgado-Martin et al. 2009). La medida de los niveles de
kB puede reflejar, de manera indirecta, el grado de activacién de NFkB. Niveles
elevados de IkB, indican que NFkB estd inhibido, y, reducidos niveles de IxB
implican que estd activado. Para investigar si la nedilacién juega un papel en la
activacion de NFkB, se analizd si la inhibicidn de la nedilacién afecta la
degradacion de IkBa mediada por CCR7 y la traslocacién de NFkB al nucleo de
las CDs. Para ello se llevé a cabo el fraccionamiento de proteinas citopléasmicas y
nucleares, en células pre-tratadas con MLN o sin pre-tratar, y estimuladas con
CCL21 o sin estimular. Como control positivo se emplearon CDs tratadas con
TNFa, un conocido activador de la ruta de NFKB (Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco
et al. 2004). Como se puede observar en la figura 21, la estimulacién de CCR7
con CCL21, o con TNF-a, indujo la degradacién de IkBa en el citoplasma de las
CDs (figura 21A y 21B). La inhibicién de la nedilacién con MLN no afecté a la
degradacién de IkBa, lo que sugiere que la nedilacién de Cul-1 no regula la

degradacion IkBa inducida por CCR7.
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Figura 21: La inhibicién de la nedilacién no afecta a la activacién de la via de NFkB inducida por CCR7: Las
CDs (5 x 108 células) se resuspendieron en RPMI con 0,1% de BSA y se mantuvieron sin tratar (Control o C)
o se trataron con MLN4924 0,5 pM durante 2 h (MLN), posteriormente las células se mantuvieron sin
estimular (-) o fueron estimuladas con CCL21 (18 nM) (+) o TNFa (100 ng/ml) durante 45 min. Transcurrido
este tiempo, las células se lavaron en PBS frio y se llevé a cabo la extraccién y fraccionamiento de proteinas
citopldsmicas y nucleares. (A) Las muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE seguido de WB con
anticuerpos frente a IkB y p65. Como control de carga se analizaron los niveles 3-Actina y de LDH. Este
Gltimo se utilizdé también como marcador de citoplasma. (B) Se representa la cuantificacién de los niveles de
proteina IkBa en la fraccién citopldsmica estandarizados como incremento respecto a las muestras sin
estimular [(-)] a las que se asigna un valor arbitrario de 1. (C) Se representa la cuantificacion de los niveles de
proteina p65 en la fraccién citopldsmica y nuclear estandarizados como incremento respecto a las muestras
sin estimular [(-)] a las que se asigna un valor arbitrario de 1. En las gréficas se representa la media =SEM
(N=6). (D) Se comprobé mediante WB que la nedilacién se encontraba inhibida. (E) Las CDs (10°
células/ml) se resuspendieron en RPMI con 0,1% de BSA y se mantuvieron sin tratar (Control o C) o se
trataron con MLN4924 0,5 uM durante 2 h (MLN), posteriormente las células se mantuvieron sin estimular
(-) o fueron estimuladas con CCL21 (18 nM) (+) durante 5 min. Transcurrido este tiempo, las muestras
fueron lisadas y analizadas mediante SDS-PAGE seguido de WB con anticuerpos frente a Nedd8, p-AKT
(Ser473), p-AKT (Thr308). Se utilizaron B-Actina y vinculina como controles de carga (N=3).

Cuando se analizaron mediante WB los niveles de p65, una molécula de la
familia NFKkB, en el nucleo y el citoplasma (figura 21A y 21C), se observd que la
estimulacion de CCR7 con CCL21 o TNF-a indujo la traslocacién de p65 al
nlcleo, como se sugiere por la observacién de la caida en los niveles de p65 en
el citoplasma y su aumento en el nucleo (figura 21C). Nuevamente, en las CDs

pretratadas con MLN, CCL21 indujo los mismos efectos de caida del p65
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citopldsmico y aumento del nuclear, indicando que la nedilacién de Cul-1 parece
no tener ningun efecto sobre la traslocacion de p65 al nucleo tras la estimulacién
de CCR?7. La figura 20D confirma que la nedilacién se inhibié correctamente en
el experimento de fraccionamiento. Los resultados obtenidos sobre NFkB

concuerdan con lo observado en el caso de IkBa.

La ruta de AKT es la principal ruta inductora de la supervivencia activada por
CCR7 en las CDs y es responsable de la activacién de la ruta de NFkB (Sanchez-
Sanchez, Riol-Blanco et al. 2004; Escribano, Delgado-Martin et al. 2009; Lopez-
Cotarelo, Escribano-Diaz et al. 2015). En concordancia con estos resultados, se
observé que MLN no afecta a la activaciéon de AKT (fosforilacién en serina 473 y

en treonina 308) inducida por CCR7 (figura 21E).

2.2 La nedilacién no regula la quimiotaxis inducida por CCR7

A continuacién, estudiamos si la nedilacién de Cul-1 podia estar involucrada en
la regulacién de la quimiotaxis, una funcién clave controlada por CCR7 en las
CDs (Riol-Blanco, Sanchez-Sanchez et al. 2005). Para ello realizamos
experimentos en el sistema franswell, que mide la migracién de las células de un
pocillo superior hacia un pocillo inferior, comunicados entre si por poros. En los
resultados de los experimentos en transwell, el signo (-) significa que no hay
quimioquina y (+), que se incluye CCL21 en el medio (pocillo superior/pocillo
inferior). De este modo, en la condicién (-/-) no hay quimioquina en ningin

compartimiento, de tal manera que las células que migran al pocillo inferior lo
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hacen de manera aleatoria. El punto (-/+) representa la migraciédn quimiotactica,
puesto que existe un gradiente de concentracién de CCL21. Por altimo, el punto
(+/+), en el que hay quimioquina en ambos compartimentos y, por tanto, no
hay gradiente de concentracidn, representa una migracién aleatoria, que en caso
de ser mayor que (-/-) se debe a un incremento en la velocidad migratoria,

puesto que la quimioquina estd induciendo aceleracién en las células.

En la figura 22A se puede observar un experimento en un 7ranswell, donde el
establecimiento de un gradiente quimiotéactico de CCL21 (pocillo superior -/
pocillo inferior +) induce un importante aumento en la quimiotaxis de las CDs,
como ya estad descrito anteriormente (Riol-Blanco, Sanchez-Sanchez et al. 2005).
Como se puede observar, el tratamiento con MLN no afecta a la quimiotaxis
inducida por CCR7. Se comprobdé que la nedilacién de Cul-1 se bloquea

completamente tras el tratamiento con MLN (figura 22B).

También puede apreciarse en las figuras 22C y 22D que, aunque el tratamiento
con MLN aumenta basalmente la activaciéon de ERKI1/2, la principal proteina
reguladora de la quimiotaxis en las CDs, su fosforilacion dependiente de CCR7

no se vio afectada por el tratamiento con MLN.

En conjunto, estos resultados indican que el bloqueo de la nedilacién no afecta

ni a la activaciéon de ERK1/2 ni a la quimiotaxis regulada por CCR7.
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Figura 22: La inhibicién de la nedilacién no afecta a la quimiotaxis inducida por CCR7. (A) Las CDs (10°
células/100 pL) disueltas en RPMI 0,1% BSA se mantuvieron sin tratar (Control) o se trataron con MLN4924
durante 2h (MLN, 0,5 pM). A continuacién, las células se colocaron en el pocillo superior del Transwell. El
pocillo inferior se rellend con RPMI 0,1% BSA. El simbolo — representa ausencia de quimioquina y +
significa que se aflade CCL21 (18 nM) en el medio (pocillo superior/pocillo inferior). La placa se incubd
durante 2 h a 37°. Tras este tiempo se contd el nimero de CDs que habian migrado a la cdmara inferior y se
normalizaron respecto a sus valores de partida. Los datos se representan como porcentaje de migracién *
SEM (N=6). (B) Alicuotas tomadas del experimento (A) se analizaron mediante SDS-PAGE seguida de WB,
con anticuerpos frente a Nedd8, pERK1/2 y a-tubulina, que fue usada como control de carga. (C) Las CDs
(108 células/ml) se trataron igual que en (A) con MLN4924 (MLN), después las células se estimularon con
CCL21 (18 nM) durante los tiempos indicados. Las muestras se lisaron y analizaron mediante SDS-PAGE
seguida de WB con anticuerpos frente a Nedd8, Cul-1 y p-ERK1/2. ERK2 y B-actina fueron usados como
controles de carga. Se cuantificaron los niveles de pERK1/2, representados en (D) y normalizados frente a las
muestras control sin estimular (tiempo 0), a las que se asigné un valor arbitrario de 1 = SEM (N=10).

A continuacién se analizé si la nedilacién juega algin papel en la regulacién de
otras funciones controladas por CCR7, como son la velocidad migratoria (Riol-
Blanco, Sanchez-Sanchez et al. 2005), la endocitosis (Yanagawa and Onoe

2003), o la citoarquitectura celular (Yanagawa and Onoe 2002).

2.3 la nedilacién no controla la velocidad migratoria inducida por CCR7

En el experimento de transwell mencionado anteriormente (figura 21A) se

puede determinar, de manera indirecta, si se producen cambios en velocidad
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migratoria de las CDs (Riol-Blanco, Sanchez-Sanchez et al. 2005). Como se
explicd previamente, si se cuantifica el porcentaje de CDs que migran cuando se
afiade la quimioquina tanto en el pocillo superior e inferior del transwell (+/+)
con respecto a aquel en donde no se pone quimioquinas (-/-) se evalda la
velocidad migratoria. Los datos obtenidos en las condiciones (-/-) y (+/+) de la

figura 22A se representan en la figura 23.

18 - Figura 23: La inhibicion de la nedilacion no afecta a
16 p 0028 ] la velocidad migratoria inducida por CCR7:

p 008 10" CDs disueltas en RPMI 0.1% BSA se
14 4 mantuvieron sin tratar (Control) o se trataron con
12 - MLN4924 durante 2 h (MLN, 0,5 uM). A

conlinuacidn se colocaron en ¢l pocillo superior
— permeable del Transwell. El pocillo inferior se
g - rellend con RPMI 0.1% BSA. (/1) y (#/+)
6 representan  (pocillo  superior/pocillo  inferior),
donde + significa que se anadido CCL21 (18 nM). La
4 - placa se incubé durante 2h a 37Y y 5% de CO,.
2
0

Y% de la migracidon debida a
incremento en velocidad migratoria

Tras este tiempo se contd el nimero de células que

habian migrado a la camara inferior se
- I e e
normalizaron respecto a sus valores de partida. Los
(-/-) | (+/+) (-/-) | (+/+) datos se representan como porcentaje + SEM
Control MLN (N=6).

Como se observa en esta figura, cuando se compara la migracién de las CDs en
los transwell (+/+) frente a (-/-), se observa que la estimulacién de CCR7 indujo
un aumento en la velocidad migratoria de las células, tal como hemos descrito
previamente (Riol-Blanco, Sanchez-Sanchez et al. 2005; Torres-Bacete, Delgado-
Martin et al. 2015). Si se analiza esta migracién en las CDs control y las CDs
tratadas con MLN, se observa que se produce un aumento similar en la velocidad
migratoria en ambos casos (figura 23). Por tanto, los resultados indican que la
nedilacién no estd implicada en la regulacién de la velocidad migratoria inducida

por la estimulacién de CCR7 en las CDs.
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2.4 La nedilacién no regula la endocitosis dependiente de CCR7

CCR7 regula la endocitosis en las CDs (Yanagawa and Onoe 2003; Torres-
Bacete, Delgado-Martin et al. 2015). En el siguiente experimento utilizamos
dextrano-FITC para analizar la endocitosis en las CDs. Se considera endocitosis a
aquella captacién de dextrano que se produce cuando las células estdn a 37°C, y
ésta disminuye cuando disminuye la temperatura del medio, por lo que, la
fluorescencia que observemos al mantener a las células 4°C, se atribuye a la
absorcion pasiva de dextrano. Cuando las CDs mantenidas a 372 se estimularon
con CCL21 durante 5 min, se observdé un incremento en la cantidad de
fluorescencia (figura 24A), esto es, en la endocitosis de dextrano-FITC, respecto a
la fluorescencia de las células a 37°C sin estimular, como ya estd descrito
previamente (Yanagawa and Onoe 2003; Torres-Bacete, Delgado-Martin et al.
2015). Este incremento refleja el aumento de la endocitosis dependiente de
CCR7. Cuando analizamos la endocitosis a 372 (figura 24B), vemos que, tras la
estimulaciéon con CCL21, no se observaron diferencias entre las células tratadas
con MLN vy las células control. Por tanto, los datos indican que la endocitosis
inducida por la activacién de CCR7 no requiere de la nedilacién. Se comprobé la

inhibicién de la nedilacién mediante WB (figura 24C)
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Figura 24: La nedilacién no regula la
endocitosis dependiente de CCR7. Se A
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2.5 La nedilacién no estd implicada en los cambios de morfologia celular
producidos por CCR7

Para que las CDs migren correctamente es necesario que experimenten cambios
en citoarquitectura, particularmente, cambios en la configuracion de la F-actina.
En la figura 25A se muestran unas iméagenes de microscopia de fluorescencia en
las que se observa el citoesqueleto de actina de las CDs tefiido con faloidina-
TRITC. En esta figura se puede apreciar como al estimularse las células con CCL21
la morfologia cambia de un fenotipo redondeado a un fenotipo expandido, que
refleja el aplastamiento (“spreading”) de las CDs sobre el sustrato (Yanagawa and

Onoe 2002). Es posible cuantificar este fendbmeno analizando la longitud del
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didmetro mayor de estas células antes y después de la estimulacién de las CDs
(figura 25B). Como se observa en la gréfica, la longitud del didmetro mayor
aumenta significativamente al exponer las células a la quimioquina CCL21.
Ademads, tras la estimulacién con CCL21, no se apreciaron diferencias en

“spreading” entre las CDs no tratadas (Control) o tratadas con MLN4924 (MLN).
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Figura 25: La nedilacién no estd implicada en los cambios de citoarquitectura inducidos por CCR7 en las
CDs: Las CDs (5x10°) se resuspendieron en RPMI 0,1% BSA y se trataron con MLN4924 (MLN, 0,5 pM)
durante 2h o se mantuvieron sin tratar (Control). Posteriormente se sembraron en cristales recubiertos con
poli-L-ornitina y se dejaron adherir durante 1 h a 37°C, tras lo cual se estimularon con CCL21 (18 nM)
durante 10 min, se fijaron con PFA 4% y se permeabilizaron con Tritén X-100 al 0,2% en PBS. Después, las
muestras tifieron con Faloidina-TRITC (5 pg/ml) y Hoechst 33258 (10 pyg/ml). (A) Las muestras se analizaron
en el microscopio y se fotografiaron. (B) Las imégenes se analizaron para cuantificar la expansion de las CDs
maduras (~120 CDs) tras ser estimuladas con CCL21, a través de la medicién de su didmetro mayor,
representado en valores absolutos (didmetro celular = SEM). (C) Las CDs (10%cel/ml) se resuspendieron en
RPMI con 0,1% de BSA, se pretrataron con MLN como en (A) y se estimularon con CCL21 (18 nM) los
tiempos indicados. Después las CDs se lisaron y analizaron mediante SDS-PAGE seguido de WB con
anticuerpos frente a Nedd8, p-Cofilina-1 (Ser 3) o frente a Erkl, que fue usado como control de carga
(N=3).

Una de las moléculas que regula la dindmica de la actina es la Cofilina-1. Tras la
estimulacion de CCR7, esta proteina se fosforila de manera inhibitoria en la

serina 3. Si analizamos la fosforilacién Cofilina-1 mediante WB (figura 25C), se
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observa que, tras la estimulaciéon con CC21, dicha fosforilacién no se encuentra
alterada por el pretratamiento con MLN. Por tanto, estos resultados indican que
la nedilacién no se requiere para que CCR7 induzca cambios en el citoesqueleto

en las CDs.

3. Nedd8 se concentra en el nicleo de las células dendriticas

Los resultados negativos mencionados en el apartado 2, nos hicieron
cuestionarnos acerca de la posible localizacién de la nedilacién inducida por
CCR7, pues, algunos de los mediadores activados por CCR7 actian en el
citoplasma de las CDs, pero otros ejercen su accidon en el nucleo. En este sentido,
llevamos a cabo experimentos de fraccionamiento de proteinas citoplasmicas y
nucleares. En estos experimentos observamos, por WB, que Nedd8 o Cul-1
nedilada (Cul-1Ned8) se concentraba en el nucleo de las CDs (figuras 26A y 26B).
Ademés, la estimulacién de CCR7 indujo nedilacién de Cul-1 en el nucleo de las
células, que se vio bloqueada por el tratamiento con MLN. Sin embargo, los
niveles de Cul-1 sin modificar son similares en el ntcleo y el citoplasma de las
CDs, aunque se vio una disminucién de Cul-1 en el citoplasma de las células
control tras la estimulacién con CCL21. Los experimentos de inmunofluorescencia
(IF), con anticuerpos frente a Nedd8 y Cul-1, mostraron un resultado similar
(figura 26C), esto es, Cul-1 total se encuentra mas homogéneamente distribuido

por toda la célula, mientras que Nedd8 se concentra en el nicleo de las CDs.
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Figura 26: Nedd8 se concentra en el nicleo de las células dendriticas. Las CDs (5 x 10%cel/ml) se
resuspendieron en RPMI con 0,1% de BSA y se mantuvieron sin tratar (Control) o se trataron con
MLN4924 durante 2 h (MLN). Posteriormente, las células fueron estimuladas con CCL21 (18 nM) (+)
durante 5 min. Transcurrido este tiempo, las CDs se lavaron en PBS frio y se llevé a cabo la extraccién y el
fraccionamiento de proteinas citopldsmicas y nucleares. (A) Las muestras fueron analizadas mediante SDS-
PAGE seguido de WB con anticuerpos frente a Nedd8, Cul-1 y Erkl, que fue usado como control de carga.
Se emplearon anticuerpos frente a la proteina nuclear Lamina 31 y la proteina citoplasmética Rho-GDI, que
fueron usadas como como controles de posible contaminacién entre fracciones nuclear y citoplasmética (B)
Se representa la cuantificacién de los niveles relativos de Nedd8 y Cul-1 en las CDs del apartado A,
estandarizada respecto a la fraccién nuclear (C-), a la que se asigna un valor arbitrario de 1 + SEM (N=5).
(C) 5 x 10* CDs resuspendidas en RPMI con 0,1% BSA dejaron adherir sobre cristales recubiertos de poli-L-
ornitina. Las células se estimularon con CCL21 (18 nM) durante 5 min y luego se fijaron con PFA 4%, se
permeabilizaron con metanol frio y se tifleron con anticuerpos especificos frente a Nedd8 y Cul-1. Los
nlcleos se tiferon con Hoechst 33342. Las preparaciones fueron montadas y analizadas mediante
microscopia confocal. Se muestra una fotografia representativa de una seccién confocal (N=4).

4. Cul-1Nedd8 forma parte de un complejo SCF en el nucleo.

Los resultados negativos obtenidos con relacién a los efectos de la inhibicién de
la nedilacion sobre las funciones descritas reguladas por CCR7 vy el
descubrimiento de que Nedd8 se encontraba fundamentalmente en el nacleo de
las CDs nos llevaron a plantearnos si Cul-1Ned® formaba parte del complejo E3

ligasa SCF también en el nicleo.

Como se ha comentado en la introduccién, el complejo SCF consta de 3

proteinas invariables: Rbx1, Skpl y Cul-1. En los siguientes experimentos nos
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centramos en el estudio de la localizacién de Rbx1 y Skpl en las CDs, asi como en
el anélisis de su interaccion con Cul-1. Para ello, se realizaron experimentos de
inmunofluorescencia (IF), ensayo de ligacién por proximidad (Proximity ligation

Assay, PLA) e IP.

En primer lugar, los experimentos de IF frente a Rbx1 y Skpl (figura 27A),
sugieren que ambos tienen una distribucién similar a la de Nedd8, pues se
encuentran concentrados en el nucleo de las CDs, aunque de manera menos

acusada que Nedd8.

Una vez comprobado que Rbx1 y Skpl estdn presentes también en el nucleo de
las CDs, usamos la técnica PLA para analizar si ambas proteinas estdn lo
suficientemente cercanas a Cul-1 como para sugerir que estan interaccionando y
formando un complejo. La técnica PLA se ha empleado previamente para
estudiar la presencia de complejos moleculares analizando la cercania entre sus

componentes (Soderberg, Gullberg et al. 2006).

En la figura 27B puede observarse mediante microscopia de fluorescencia una
fotografia de una seccion confocal de un PLA entre Cul-1 y Rbxl donde se
aprecian puntos fluorescentes tanto en ndcleo como en citoplasma. Del mismo
modo se observa un PLA entre Cul-1 y Skpl donde se aprecian puntos

fluorescentes en el nicleo de las CDs.
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Figura 27: Cul-1Nedd8 forma parte del complejo SCF en el nicleo. (A) A las CDs resuspendidas en RPMI con
0,1% BSA (5 x 10%) se les permitié adherirse sobre cristales recubiertos de poli-L-ornitina, se estimularon con
CCL21 (18 nM) durante 5 min y se fijaron con PFA 4%, después fueron permeabilizadas con metanol frio y
tefiidas con anticuerpos especificos frente a Rbx1, Skpl o Cul-1. Los nucleos se tifieron con Hoechst 33342.
Las preparaciones fueron montadas y analizadas mediante microscopia confocal. Se muestra una fotografia
representativa de una seccién confocal (N=3). (B) Las CDs fueron tratadas igual que en (A) hasta la
incubacién de las mismas con los anticuerpos primarios Cul-1 y Rbx1 o Cul-1 y Skpl, tras lo cual se llevé a
cabo un PLA (ver Materiales y Métodos) con las sondas arriba mencionadas. Las muestras fueron analizadas
por microscopia confocal y se muestra una fotografia representativa de una seccién confocal. Los puntos
fluorescentes rojos se representan una sefial positiva del PLA (N=3). (C) Las CDs (20-30 x 10° CDs) se
resuspendieron en RPMI con 0,1% de BSA y se mantuvieron sin estimular (-) o estimuladas con CCL21 (18
nM) durante 5 min (+) a 372. Después, las CDs se lavaron en PBS frio y se llevé a cabo la extraccién de
proteinas citoplasmicas y la lisis de los ntcleos en buffer de IP. Posteriormente se llevé a cabo la IP nuclear
de Cul-1. Se tomaron alicuotas de las muestras antes de la IP para analizar la carga. Las muestras se
analizaron mediante WB usando anticuerpos frente a Cul-1 y Rbx1. (D) Las CDs humanas maduras (20-30 x
108 CDs) se resuspendieron en RPMI con 0,1% de BSA y se mantuvieron sin estimular (-) o estimuladas con
CCL21 (18 nM) durante 5 min (+) a 37°. Después, las células se lisaron resuspendiéndolas en buffer de lisis y
se llevd a cabo la IP de Skpl. Las muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE y WB con anticuerpos
frente a Cul-1y Skpl.
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Para confirmar que existe interacciéon entre Cul-1, Skpl y Rbx se realizaron
experimentos de IP. En la figura 27C se puede observar un experimento de IP de
Cul-1 nuclear. Como se observa en la figura, el anticuerpo inmunoprecipitd a
Cul-1 adecuadamente y se observd la co-inmunoprecipitacién de Rbxl,

sugiriendo que estas dos proteinas interaccionan entre si.

Por otro lado, se realiz6 una IP con un anticuerpo frente a Skpl1 (figura 27D).
Observamos que Skpl se inmunoprecipité correctamente y que co-

inmunoprecipité con Cul-1.

Estos experimentos sugieren que los miembros del complejo SCF, Rbx1 y Skpl se
localizan en el nacleo y ademds que se encuentran interaccionando con Cul-1.
Por tanto, Cul-1"ed4® parece estar formando el complejo E3 ligasa SCF en el

nucleo de las CDs.

5. CCR7 induce nedilacién/activacién de SCF que estimula la

ubiquitinacién de proteinas en el nicleo de las CD:s.

5.1 CCR?7 estimula la poliubiquitinacién de tipo K48 en el niicleo de las CDs a
través de la nedilacion.

Una vez confirmado que Cul-1 se encontraba nedilado y formando parte del
complejo E3 ligasa SCF en el nucleo de las CDs, en los siguientes experimentos
estudiamos si el complejo SCF se encontraba ubiquitinando proteinas nucleares.
Como se ha mencionado anteriormente, existen distintos tipos de ubiquitinacién

dependiendo del residuo conservado de la ubiquitina (Ub) que media el enlace
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con la siguiente molécula de ubiquitina en la cadena (McDowell and Philpott
2013). Se ha establecido que los distintos tipos de enlaces entre Ub’s pueden
determinar un destino diferente para la proteina marcada. El marcaje de una
proteina por una cadena de al menos 4 Ub’s unidas entre si a través de la lisina
48 (K48) induce la degradacién de dicha proteina por el proteasoma 26S
(Thrower, Hoffman et al. 2000). Puesto que el complejo SCF participa en la
ubiquitinacién de proteinas que son posteriormente degradadas por el
proteasoma, analizamos si la estimulacién con CCR7 podia estar induciendo
poliubiquitinacidon de tipo K48 y si este fendmeno podia estar mediado por la
nedilacién de Cul-1 y la consiguiente activacién de SCF. Para ello se utilizdé un
anticuerpo que reconoce especificamente las moléculas de Ub unidas entre si a
través de la K48 (Poli-Ub-K48). En la figura 28 se representa un fraccionamiento
de proteinas citoplasmicas y nucleares de células control y tratadas con MLN vy
estimuladas (+) o no (-) durante 5 min con CCL21. Cuando analizamos los
resultados mediante WB, como se puede observar en la figura, la estimulacién de
las CDs con CCL21 induce un aumento en la nedilacién de Cul-1 en el ndcleo de
las CDs y el tratamiento con MLN inhibe por completo la nedilacién de Cul-1.
Cuando analizamos las proteinas que se encuentran poliubiquitinadas con
cadenas de =5 unidades de Ub (=50 KDa) con uniones tipo K48, ademaés de
que se observa que existe una mayor cantidad de dichas proteinas en el nicleo
de las CDs respecto al citoplasma, la estimulacién con CCL21 induce un aumento
significativo en los niveles de Poli-Ub-K48 en el nlcleo de estas células. Ademas,

dicho fendbmeno se previene cuando las células son pre-tratadas con MLN,

116



sugiriendo que se requiere nedilacion para que se produzca la ubiquitinacién

observada (figura 28A y 28B).
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Figura 28: CCR7 estimula la poliubiquitinacién de proteinas tipo K48 en el nacleo de las CDs a través de la
nedilacién. Las CDs (5 x 10°cel/ml) se resuspendieron en RPMI con 0,1% de BSA y se mantuvieron sin tratar
(Control) o se trataron con MLN4924 durante 2h (MLN, 0,5 uM), posteriormente las células fueron
estimuladas con CCL21 (18 nM) (+) durante 5 min. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron en PBS
frio y se llevd a cabo la extraccién y fraccionamiento de proteinas citopldsmicas y nucleares. (A) Las
muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE seguido de WB con anticuerpos frente a Cul-1, Poli-Ub-K48,
Erkl como control de carga y Lamina B1 y Rho-GDI como controles de carga y de contaminacién entre
fracciones. (B) Se representa la cuantificacion de los niveles de poliubiquitinacién en las CDs del apartado A,
estandarizados respecto a la fraccion nuclear sin estimular, a la que se asigna un valor arbitrario de 1+SEM
(N=8). (C) Las CDs humanas maduras (20-30 x 10° CDs) se resuspendieron en RPMI con 0,1% de BSA y se
mantuvieron sin estimular (-) o estimuladas con CCL21 (18 nM) durante 5 min (+) a 37°. Después, las células
se lisaron resuspendiéndolas en buffer de lisis y se llevd a cabo la IP de la ubiquitina total (Ub). Las muestras
fueron analizadas mediante SDS-PAGE y WB con anticuerpos frente a la Poli-Ub K48 y la ubiquitina total
(Ub).

A continuacién, estudiamos si CCR7 producia un aumento en la ubiquitinacién
de manera general, o exclusivamente sobre la poliubiquitinacién de tipo K48.

Para ello, inmunoprecipitamos las proteinas ubiquitinadas con un anticuerpo que

117



reconoce tanto cadenas de Ub de los distintos tipos y tamafios, como ubiquitina
libre. En la figura 28C observamos que se inmunoprecipitd la misma cantidad de
Ub total en células estimuladas y sin estimular, pero dicho inmunoprecipitado se
vio enriquecido en cadenas de Poli-Ub-K48 en células estimuladas con CCL21.

Estos resultados indican que CCR7 induce un aumento en la Poli-Ub-K48 en el

nlcleo de las CDs y que dicho fenédmeno requiere de la nedilacion.

También analizamos mediante IF doble, si Nedd8 y Ubiquitina (Ub) co-localizan
en el nicleo de las CDs, asi como el efecto del tratamiento de estas células con
MLN. Como se observa en la figura 29A, la Ub tiene una distribucién
mayormente nuclear en las CDs, coincidiendo con la distribucién de Nedd8. Sin
embargo, cuando las CDs son pre-tratadas con MLN, se observa una disminucién
de los niveles de Nedd8 en el nucleo, que va acompafiada también de una
disminucién de los niveles de Ub nucleares. Estos resultados sugieren nuevamente
que la nedilacién es necesaria para que se produzca la ubiquitinacién de las

proteinas nucleares.

Para asegurarnos de que Nedd8 vy la Ubiquitina se encontraban lo
suficientemente cerca como para que SCF activo esté interaccionando con la
ubiquitina, transfiriéndola a la proteina diana, se realizaron experimentos de PLA
entre ambas proteinas en células pre-tratadas o no pre-tratadas con MLN vy
estimuladas con CCL21 (figura 29B). Después se cuantificé el nGmero de puntos
fluorescentes en nucleo y citoplasma de cada célula (figura 29C) y se observé que
la sefal fluorescente era mayormente nuclear, pues se observaron

aproximadamente el doble de puntos fluorescentes PLA en el nucleo respecto al
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citoplasma. Ademas, cuando las CDs, fueron tratadas con MLN, dichos puntos
fluorescentes se redujeron drasticamente, hasta aproximadamente la mitad,
coincidiendo con los resultados observados en la IF. Estos resultados indican que
la cercania de Nedd8 y Ub en el nucleo de las CDs depende de la existencia de

nedilacién.
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Figura 29: La ubiquitinacién nuclear depende de nedilacién en las CDs. (A) 5 x 104 CDs resuspendidas en
RPMI con 0,1% BSA fueron tratadas con MLN4924 (0,5 uM 2h) y adheridas sobre cristales recubiertos de
poli-L-ornitina. Las células fueron estimuladas con CCL21 (18 nM) durante 5 min, fijadas con PFA 4%,
permeabilizadas con metanol frio y tefiidas con anticuerpos especificos frente a Ubiquitina (Ub) y Nedd8.
Los ntcleos se tifieron con Hoechst 33342. Las preparaciones fueron montadas y analizadas por microscopia
confocal. Se muestra una fotografia representativa de una seccién confocal (N=5). (B) Las CDs fueron
tratadas igual que en (A) hasta la incubacién de las mismas con los anticuerpos primarios Ub y Nedd8, tras
lo cual se llevé a cabo un PLA (descrito en materiales y métodos). Las muestras fueron analizadas por
microscopia confocal y se muestra una fotografia representativa de una seccién confocal. Los puntos
fluorescentes rojos se representan una sefial positiva del PLA. (C) Las muestras del apartado (B) fueron
analizadas y se cuantificd el nGmero de puntos fluorescentes por célula en el nicleo y el citoplasma de las
CD:s, que se representa en valores absolutos = SEM (N=4).
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Tras la estimulacién de las CDs con CCL21 no se observaron diferencias en los
niveles de Ub mediante IF, en concordancia con los resultados de la IP de la
figura 28C. Tampoco se observaron cambios significativos en cuanto al nimero

de puntos fluorescentes en los experimentos de PLA (no mostrado).

5.2 Lla nedilacién especifica de Cul-1 regula la ubiquitinacién inducida por
CCR7 en CDs.

Puesto que MLN es un inhibidor del proceso de nedilacién y hay otras proteinas
que se nedilan ademaés de Cul-1, quisimos confirmar nuestros resultados mediante
la reduccidén de la expresion de Cul-1 con un siRNA. Para ello las CDs se
nucleofectaron con un pool de siRNAs frente a Cul-1 y se analizaron los niveles
de Cul-1 48h mas tarde mediante WB e IF. Posteriormente se analizaron los
niveles de ubiquitinacién en respuesta a CCL21 en células silenciadas y control
por ambas técnicas.

La figura 30A muestra 3 donantes sometidos a un silenciamiento de Cul-1. Como
se puede observar, la reduccién en los niveles de Cul-1 varié de un donante a
otro (figura 30A a). La disminucién en los niveles de Cul-1 se observé también

mediante IF (figura 30A b).
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Figura 30. La reduccién de los niveles de Cul-1 con un siRNA tiene los mismos efectos que MLN sobre la
ubiquitinacién: 5x10¢ CDs se nucleofectaron con un siRNA frente a Cul-1 (ver material y métodos). (A) 48h
después de la nucleofeccién las CDs se resuspendieron en RPMI 0,1% BSA (106 cel/ml). (a) Las células del
apartado (A) se lisaron y analizaron mediante SDS-PAGE seguido de WB con anticuerpos frente a Cul-1y 3-
actina como control de carga. Se muestran 3 experimentos independientes en los cuales la reduccién de Cul-
1 fue diferente. (b) 5x10° CDs del apartado (A) se adhirieron sobre cristales recubiertos de poli-L-ornitina,
después se fueron fijaron con PFA 4%, se permeabilizaron con metanol frio y se tifleron con un anticuerpo
especifico frente a Cul-1. Los ntcleos se tifieron con Hoechst 33342. (B) 10x10° células del apartado A se
estimularon con CCL21 (18 nM) durante 5 min a 37°C. Después las CDs se lisaron y analizaron mediante
SDS-PAGE seguido de WB con anticuerpos frente a Ub-k48 y Erk2, como control de carga. Las muestras
aparecen cuantificadas y estandarizadas respecto a las muestras sin estimular, a las que se asigné un valor
arbitrario de 1. (C) 5x10° CDs del apartado (A) se adhirieron sobre cristales recubiertos de poli-L-ornitina,
después se fueron fijaron con PFA 4%, se permeabilizaron con metanol frio y se tifieron con un anticuerpo
especifico frente ubiquitina (Ub). Los nucleos se tifleron con Hoechst 33342. Las preparaciones del apartado
A(b) y C fueron montadas y analizadas por microscopia confocal. Se muestra una fotografia representativa
de una seccién confocal (N=3).
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Al analizarse los niveles de Poli-Ub-K48, se puede apreciar que la reduccién de
Cul-1 produjo una reduccién en el efecto estimulador de CCR7 sobre la Poli-Ub-
K48 (figura 30B), de manera similar a lo observado en los estudios con MLN.
Por ultimo, al analizarse la ubiquitina mediante IF también se observé un
resultado equivalente al obtenido con MLN, la reduccién en los niveles de Cul-1
por efecto del siRNA produjo una disminucién de los niveles de ubiquitina en el
ntcleo de las CDs (figura 30C).

Los resultados mostrados, sugieren que la nedilaciéon de Cul-1 regula la

ubiquitinacién de proteinas nucleares en CDs.

6. El proteasoma se localiza préximo a SCF en el nucleo de las CDs

El hecho de que CCR7 induzca ubiquitinacién K48 en el nicleo de las CDs
sugiere que podria estar ocurriendo la degradacién de proteinas en este mismo
compartimento. El proteasoma 26S se ha identificado previamente en el nucleo
celular (Hugle, Kleinschmidt et al. 1983; Kleinschmidt, Hugle et al. 1983; Lee and
Goldberg 1998; Pines and Lindon 2005; Rockel, Stuhlmann et al. 2005; von
Mikecz 2006; Carmo-Fonseca, Berciano et al. 2010; Matsuo, Kishimoto et al.
2011; Gallagher, Oeser et al. 2014). En este sentido, también analizamos la
localizacién del proteasoma en las CDs y si esta superestructura se encontraba
cerca de SCF. Estudios de IF muestran la existencia del proteasoma (subunidad
catalitica B2 del proteasoma 20S) en el nucleo de las CDs (figura 31A). También
se realizaron estudios de PLA entre Cul-1 y la proteina 20S B2. Como se puede

observar en la figura 31B, Cul-1 y el proteasoma 20S se encuentran préximos
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tanto en el nicleo como en el citoplasma de las CDs. Estos resultados estan en
linea con resultados previos que muestran que SCF se asocia directamente con el
proteasoma 265 (Bloom, Peschiaroli et al. 2006). Ante la posibilidad de que se
encontraran interaccionando o formando parte del mismo complejo, se llevd a
cabo la IP de Cul-1 y se analizd la posible interaccién con 20S B2. Sin embargo,

no se observd asociacién entre estas proteinas (figura 31C).
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Figura 31: El proteasoma se localiza préximo a SCF en el niicleo de las CDs (A) 5 x 10* CDs resuspendidas en
RPMI con 0,1% BSA fueron adheridas sobre cristales recubiertos de poli-L-ornitina. Las células fueron
estimuladas con CCL21 (18 nM) durante 5 min. A continuacién fueron fijadas con PFA 4%, permeabilizadas
con metanol frio y tefiidas con anticuerpos especificos frente a la subunidad B2 del proteasoma 20S. Los
nucleos se tifileron con Hoechst 33342. Las preparaciones fueron montadas y analizadas por microscopia
confocal. Se muestra una fotografia representativa de una seccién confocal (N=2). (B) Las CDs fueron
tratadas al igual que en (A) salvo que tras la fijacidn y permeabilizacion, las células se incubaron con
anticuerpos especificos frente a la subunidad B2 del proteasoma 20S y frente a Cul-1. A partir de entonces se
llevé acabo la técnica PLA (ver seccién de materiales y métodos). Las preparaciones fueron montadas y
analizadas por microscopia confocal. Se muestra una fotografia representativa de una seccién confocal
(N=2). (C) Las CDs humanas maduras (20-30 x 10° CDs) se resuspendieron en RPMI con 0,1% de BSA y se
mantuvieron sin estimular (-) o estimuladas con CCL21 (18 nM) durante 5 min (+) a 37°. Después, las células
se lisaron resuspendiéndolas en buffer de lisis y se llevd a cabo la IP de Cul-1. Las muestras fueron analizadas
mediante SDS-PAGE y WB con anticuerpos frente a Cul-1y a la subunidad B2 del proteasoma 20S.
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7. Posibles proteinas candidatas a ser ubiquitinadas bajo la
estimulacion de CCR7: Andlisis del interactoma de Cul-1 en el

nucleo de las CDs

El siguiente objetivo que nos planteamos en este estudio fue investigar qué
proteinas podian ser ubiquitinadas por el complejo SCF activo en el nicleo en
respuesta a la estimulaciéon de CCR7. Esta informacién puede proporcionar una
idea de si la ubiquitinacion activada por CCR7 a través de la nedilacién de Cul-1
podria estar regulando alguna funcién nueva para este receptor en el nicleo de

las CDs.

Para intentar resolver esta pregunta, llevamos a cabo estudios de protedmica
basados en espectrometria de masas. Decidimos llevar a cabo un fraccionamiento
celular para obtener fracciones enriquecidas en proteinas citoplasmicas y
fracciones enriquecidas en proteinas nucleares de células estimuladas con CCL21.
Posteriormente inmunoprecipitamos Cul-1 de la fraccién nuclear, donde se
encuentra la mayor parte de Cul-TNed¥8  Las muestras se analizaron mediante
cromatografia liquida (LC) acoplada a espectrometria de masas (MS), en el
espectrometro de masas Q-Exactive, con el objetivo de identificar las proteinas
que podrian estar interaccionando con Cul-1, y, por tanto, siendo reclutadas por

el complejo SCF para su ubiquitinacién.

En la figura 32 se observa el resumen de tres experimentos de IP de Cul-1 nuclear
analizados mediante LC-MS. Aunque se identific6 un reducido numero de

proteinas, se encontraron proteinas comunes en los tres experimentos realizados
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(figura 32A). De las 40 proteinas identificadas en los tres experimentos, se
eliminaron 11 tras el filtrado por el repositorio de contaminantes CRAPome
(Mellacheruvu, Wright et al. 2013). Posteriormente, se analizaron las posibles
interacciones entre las 29 proteinas resultantes mediante la herramienta
bioinformética STRING v 9.0 (www.string-db.org) (Szklarczyk, Franceschini et al.
2011). De este modo, se encontraron interacciones descritas, representadas con
lineas, entre 9 de las proteinas encontradas, aunque no se encontré ninguna
interacciéon descrita o predicha entre proteinas identificadas y Cul-1 (figura 32B).
El anélisis funcional de las 29 proteinas mediante el programa FunRich (Pathan,
Keerthikumar et al. 2015) revelé un enriquecimiento en los procesos bioldgicos
metabolismo de proteinas (6 proteinas, incluyendo a Cul-1) y respuesta inmune
(4 proteinas) (figura 32C). Se comprobd mediante WB (figura 32D) que la IP se

llevd a cabo correctamente.

Estos resultados confirman nuevamente que el complejo SCF activado en
respuesta a CCR7 puede estar involucrado en el control del metabolismo de
proteinas en el nucleo de las CDs. Concretamente, destacamos varias proteinas
involucradas en la sintesis de proteinas, como las proteinas ribosomales L27A, S5,
4X, el factor de elongacién Ts mitocondrial (TSFM) y el complejo THO
(ALYREF), implicado en la exportaciéon nuclear de ARNm. Se puede encontrar
mas informacién sobre las proteinas identificadas en las tablas suplementarias

incluidas en formato electrénico.
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Figura 32: Estudio del interactoma de Cul-1 en el ntcleo: Las CDs (20-30 x 10° CDs) se resuspendieron en
RPMI con 0,1% de BSA y se mantuvieron sin estimular (-) o estimuladas con CCL21 (18 nM) durante 5 min
(+) a 37¢. Después, las CDs se lavaron en PBS frio y se llevd a cabo la extraccién de proteinas citoplasmicas
y la lisis de los nucleos en buffer de IP. Posteriormente se llevé a cabo la IP nuclear de Cul-1. Las muestras
obtenidas fueron sometidas a una digestién con tripsina y se analizaron mediante LC-MS. (A) representa las
proteinas obtenidas en 3 experimentos diferentes sefialando las proteinas comunes a los experimentos, entre
ellas, la propia Cul-1. (B) El andlisis de las interacciones de estas proteinas mediante STRING revela
interacciones conocidas entre 9 de las proteinas encontradas, pero ninguna interaccién con Cul-1 descrita
hasta ahora. (C) El andlisis de los procesos bioldgicos en los que estan implicados estas proteinas muestra un
enriquecimiento significativo en los procesos de metabolismo de proteinas (marcado en amarillo) y
respuesta inmune (marcado en rosa). (D) Se tomaron alicuotas de las muestras de la IP para analizar la carga
y comprobar que la IP se habia producido correctamente mediante WB usando anticuerpos frente a Cul-1
(se muestran dos exposiciones (Expo.) de un revelado del WB). (N=3 experimentos, 9 donantes)
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DISCUSION

CCR7 controla multiples funciones en las CDs que contribuyen a una adecuada
respuesta inmune adaptativa. Por ello, es importante conocer la sefializaciéon
intracelular inducida por este receptor y cémo contribuye a regular las funciones
celulares. La mayor parte de los estudios sobre la sefializacién de CCR7 se han
centrado en el andlisis de la fosforilacién de proteinas, y los estudios centrados
en otros tipos de modificaciones post-traduccionales son escasos (Schaeuble,
Hauser et al. 2012). En este trabajo observamos que la estimulaciéon de CCR7
induce nedilacién de la E3 ligasa SCF en el nicleo de CDs, resultando en su
activacion y el consiguiente incremento de la poliubiquitinacién nuclear de tipo

K48.

En primer lugar, observamos que la estimulacién de CCR7 produjo un aumento
en la nedilacién de Cul-1 (Cul-1md98)  una de las dianas de nedilacién mas
estudiadas (Enchev, Schulman et al. 2015). Estudios previos han mostrado que la
nedilacién juega un importante papel en la regulacién de diferentes células del
sistema inmunolégico, como los macréfagos, las células T y las CDs (Chang,
Reyna et al. 2012; Jin, Liao et al. 2013; Mathewson, Toubai et al. 2013; Cheng,
Hu et al. 2016). Es por ello que en primer lugar estudiamos si la nedilacién

jugaba un papel en la sefializacién inducida por CCR7 en las CDs.

Hasta ahora, la mayoria de los trabajos en los que se estudia la nedilacién, se
centran en bloquear dicho proceso con el farmaco MLN4924 (MLN) y analizar

qué efectos ejerce la inhibicién sobre el funcionamiento de las células, pero
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pocos estudios han analizado los cambios en nedilacién producidos por la
estimulacién de un receptor. En relacién con esto, se ha observado que la
estimulacién de células endoteliales microvasculares humanas con LPS induce un
aumento en la nedilacién de Cul-1 (Ehrentraut, Kominsky et al. 2013) y que la IL-
B1 induce nedilacién de Cul-3 en fibroblastos embrionarios de ratén (Lee, Kim et
al. 2012). También, se ha observado en células HEK-293 que el dafio en el ADN
estimula la nedilacién de proteinas, como la Histona 4 y la Histona 2 y que
Nedd8 se encuentra localizada en los sitios dafiados del ADN (Ma, Chen et al.
2013; Li, Guan et al. 2014; Brown, Lukashchuk et al. 2015). Ademas, se ha
observado que incluso algunos receptores pueden nedilarse, como EGFR (Oved,
Mosesson et al. 2006) o CXCR5 (Renaudin, Guervilly et al. 2014). Este trabajo se
muestra, por primera vez, que un receptor de quimioquinas, induce nedilacién

en las CDs.

Los receptores de quimioquinas sefalizan al interior celular a través de las
proteinas G. Gai media la sefializacién de la mayor parte de las rutas reguladas
por CCR7 en las CDs (Riol-Blanco, Sanchez-Sanchez et al. 2005). En este sentido,
nuestros estudios de inhibicibn con la toxina pertisica mostraron que Gai
también controla el incremento de nedilacién inducido tras la estimulacién de

CCR?7.

A continuacién, investigamos si la nedilacién se requeria para regular las
funciones que controla CCR7 en las CDs. Para este fin, empleamos el inhibidor

MLN.
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CCR?7 induce supervivencia en las CDs (Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco et al. 2004;
Riol-Blanco, Sanchez-Sanchez et al. 2005; Lopez-Cotarelo, Escribano-Diaz et al.
2015), y parte este incremento de la supervivencia se debe a la activacién de la
ruta de NFKkB (Sanchez-Sanchez, Riol-Blanco et al. 2004; Escribano, Delgado-
Martin et al. 2009). La estimulacién de CCR7 induce degradacién de IkBa por el
proteasoma, lo que permite la traslocacién de NFkB al nicleo, donde regula la
expresion de genes reguladores de la supervivencia, como Bcl,. Estd descrito que
la nedilacion de SCF regula la ruta de NFKB en diversos tipos celulares,
incluyendo a las CDs (Mathewson, Toubai et al. 2013), puesto que IkBa es una
diana del complejo SCF, que regula su ubiquitinacién para su posterior
degradacién por el proteasoma (Winston, Strack et al. 1999; Read, Brownell et
al. 2000). Es por ello que nos preguntamos si la nedilacién de Cul-1 inducida por
CCR?7, podia regular la via de NFKB al inducir la ubiquitinacién y degradacién

de IkBa y, de esta manera, regular la supervivencia de las CDs.

En primer lugar, observamos que la inhibicién de la nedilacién mediante el
tratamiento con MLN aumenté el porcentaje de apoptosis en las CDs con
respecto a las células no tratadas. Este resultado concuerda con lo observado por
Cheng et al., que previamente mostraron que el tratamiento con MLN induce
apoptosis de CDs derivadas de médula 6sea de ratén (Cheng, Hu et al. 2016).
Puesto que la nedilacién regula la supervivencia basal de las CDs, analizamos si
podria contribuir a regular la supervivencia de las CDs tras la estimulacién de
CCR7. Sin embargo, observamos que en CDs pre-tratadas con MLN, la

estimulacién de CCR7 aln reducia la apoptosis hasta niveles similares a los de las
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células sin tratamiento con MLN, indicando que la nedilacién no juega un papel
en la regulacién de la supervivencia inducida por CCR7 en las CDs. Para
confirmar estos resultados, analizamos directamente si la nedilacién inducida por
CCR7 estaba implicada en la regulacién de la ruta de NFkB. Sin embargo,
observamos que, en concordancia con lo observado en los experimentos de
supervivencia inducida por CCR7, el tratamiento con MLN no afecté a la
degradacién de IkBa ni a la traslocacién de NFkB al nicleo dependiente de
CCR7. También observamos que, tras la estimulacién de CCR7, la activacion de
AKT, necesaria para la activaciéon de la via de NFkB, tampoco estaba afectada
por la inhibicién de la nedilacién. Por tanto, concluimos que el incremento de
nedilacién de Cul-1 observado tras la estimulaciéon de CCR7 no regula la

activaciéon de la via de NFkB, ni la supervivencia de las CDs.

A continuacién, quisimos estudiar si la nedilaciéon jugaba algin papel en el
control del resto de las funciones que se sabe que estan reguladas por CCR7 en
CDs. Comenzamos analizando si la nedilacién controlaba la quimiotaxis, la
funcién clasica controlada por CCR7. Los experimentos de transwell mostraron
que la inhibicién de la nedilacién no afecté a la migracidon de las CDs, asi como
tampoco afectd a la activacion de ERK1/2, un regulador clave de la quimiotaxis.
Este resultado concuerda con trabajos previos que muestran que la inhibicién de
la nedilacién no afecta a la via de las MAP-quinasas (Mathewson, Toubai et al.
2013; Cheng, Hu et al. 2016). Por tanto, los resultados claramente indicaban
que, tras la estimulaciéon de CCR7, el incremento observado en la nedilacién no

estd involucrado en el control de la quimiotaxis. Del mismo modo que en los
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experimentos de tfranswell mencionados anteriormente, observamos que la
inhibicién de la nedilacion tampoco afectd el al incremento de la velocidad

migratoria regulada por CCR7.

También analizamos el posible papel de la nedilaciéon en la regulacién de la
endocitosis inducida por CCR7 (Yanagawa and Onoe 2003). En relacién a esto,
observamos que la inhibicién de la nedilacién tampoco afecté al incremento en

la endocitosis inducida por CCR7.

Como hemos mencionado, CCR7 también regula cambios en la citoarquitectura
de las CDs (Yanagawa and Onoe 2002) que dependen de la inhibicién, mediante
fosforilacién, de la proteina reguladora de actina Cofilina-1 (Torres-Bacete,
Delgado-Martin et al. 2015). En este sentido, observamos, nuevamente, que la
inhibicidon de la nedilacién no afectd a los cambios en morfologia, aplastamiento
(spreading) celular, ni en la fosforilacién de la Cofilina-1 en la Serina 3 inducida

por la estimulacién de CCR7.

Aunque estos resultados son interesantes, no aportan informacién acerca del
significado funcional de la nedilacién inducida por CCR7 en las CDs. Sin
embargo, durante los experimentos de fraccionamiento de proteinas y Western
blot (WB), y de inmunofluorescencias (IF) nos encontramos con un resultado
interesante: A pesar de que Cul-1 total se observd repartido de manera similar
entre el nicleo y citoplasma de las CDs; Nedd8 o Cul-1"mdd se encontrd
mayormente concentrado en el nucleo de las CDs. La presencia nuclear de

proteinas modificadas por Nedd8 ya habia sido observado previamente
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(Kamitani, Kito et al. 1997; Furukawa, Zhang et al. 2000; Jubelin, Taieb et al.
2010; Huang, Kaufman et al. 2011; Ma, Chen et al. 2013; Enchev, Schulman et al.
2015), aunque esto no se ha investigado hasta ahora en células del sistema
inmunoldgico. Se ha sugerido que el extremo C-terminal de Cul-1 es responsable
de su traslocacién al nucleo y que el bloqueo de dicha traslocacién disminuye la
nedilacion de Cul-1 (Furukawa, Zhang et al. 2000), sugiriendo que la nedilacién
se produce en el nacleo. En nuestro sistema celular nos encontramos con unos
niveles de nedilacién basales en el nucleo de las CDs y es alli donde aumenta la
nedilaciéon de Cul-1 en respuesta a la estimulaciéon de CCR7. Sin embargo, se
observa una disminucién en los niveles de Cul-1 sin modificar en el citoplasma,
tras la estimulacién con CCR7, por lo que existe la posibilidad de que CCR7 esté
induciendo la traslocacién de Cul-1 al ndcleo, donde sufre nedilacién. Es
necesario realizar experimentos de inhibicién del transporte nuclear para

averiguar si CCR7 tiene algin efecto sobre la traslocacién de Cul-1.

Puesto que las proteinas Rbx1, Skpl, Cul-1 forman el nucleo invariable del
complejo SCF, analizamos si estas proteinas podrian formar parte un complejo
SCF nuclear. Los estudios de IF mostraron que Rbx1 tiene una distribucién
predominantemente nuclear, coincidiendo con la de Nedd8. Estos resultados
coinciden con resultados previos que también indican una localizacién nuclear de
Rbx1 (Wei and Sun 2010). Ademas, los andlisis de PLA entre Cul-1 y Rbxl
sugieren que ambas moléculas se encuentran muy prdximas en el interior del
nacleo, aunque también se observd cercania en el citoplasma, lo que sefala la

presencia de SCF tanto en el nlicleo como en el citoplasma. El hecho de que la
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nedilacidén/activaciéon de SCF ocurra Gnicamente en el nucleo, plantea preguntas
acerca de qué funcidn puede estar desempefiando el complejo SCF sin nedilar en
el citoplasma, o si Cul-1-Rbx1 se traslocan juntos al nucleo para activarse SCF. Se

requieren futuros experimentos para resolver estas preguntas.

En cualquier caso, quisimos analizar la interaccién en el ntcleo entre Cul-1 y Rbx1
mediante IP nuclear de Cul-1 en CDs estimuladas o no con CCL21. En estos
experimentos se observd que Rbx1 co-inmunoprecipitaba con Cul-1 en ambos
casos, indicando que ambas proteinas forman parte de un mismo complejo. En
su conjunto, los resultados del PLA y de la IP sugieren que ambas proteinas

interaccionan en el nucleo.

En cuanto al otro componente invariable de SCF, la proteina adaptadora Skpl,
los resultados de la IF muestran una distribucién similar a la observada para
Rbx1. Skpl también aparece més concentrada en el nucleo de las CDs.
Interesantemente, los experimentos de PLA muestran que Skpl y Cul-1 se
encuentran préximos exclusivamente en el ndcleo de las CDs. Se ha descrito que
cuando Cul-1 no se encuentra nedilado, su sitio de unién a Skpl-Fbox se
encuentra bloqueado por la proteina Candl; sin embargo, cuando Cul-1 se
nedila, Candl se disocia, permitiendo la asociacién de Skpl-Fbox a Cul-1 (Liu,
Furukawa et al. 2002). Puesto que Cul-1"¢d se observa sdlo en el nicleo, es de
esperar que la sefial positiva de PLA para Skpl1-Cul-1 se observe sélo en el nacleo

de las CDs.

133



A continuacién, decidimos comprobar mediante inmunoprecipitacién (IP) que
estas moléculas interaccionaban. Se inmunoprecipité Skpl de lisados totales de
CDs estimuladas y sin estimular con CCL21 y se comprobd, mediante WB, que

co-inmunoprecipitaba con Cul-1.

En resumen, podemos afirmar que Cul-1 esta formando un complejo con Rbx1 y
Skpl y, por tanto, que el complejo se encuentra completo en el nicleo de las
CDs. En su conjunto, los resultados previos indican que, puesto que la mayoria
de Cul-1md8 se encuentra en el nucleo, el complejo SCF se encuentra activado en
el nucleo de las CDs, y por tanto puede estar induciendo la ubiquitinacién de

proteinas en este compartimento.

Trabajos previos han demostrado que la E3 ligasa SCF controla la ubiquitinacién
de proteinas de tipo K48 (Petroski and Deshaies 2005). Ademas, este tipo de
ubiquitinacién se ha observado previamente también en el nucleo (Chen, Dai et
al. 2006; Suresh, Ramakrishna et al. 2010; Ferreira, Soares et al. 2015). Por
tanto, en los siguientes experimentos analizamos si CCR7 podia inducir la
poliubiquitinacion de tipo K48 (poli-Ub-K48). Observamos que la estimulacién
de CCR7 di6 lugar a un aumento de la poliubiquitinacién en K48 en el nucleo,
sobre todo de cadenas largas de poliubiquitina (de més de 5 unidades, o peso
superior a 50 KDa). Ademas, este incremento se bloqued cuando las CDs se
pretrataron con MLN. Estos resultados indican que la estimulacién de CCR7
induce poliubiquitinacién-K48 de proteinas en el nicleo de las CDs, y para que

este proceso ocurra, se requiere nedilacién.
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Cuando se realizé una IP de las proteinas ubiquitinadas totales en las CDs, se
observé que la estimulacion de CCR7 no indujo un aumento general en la
ubiquitinacién, sino que provocd un enriquecimiento en cadenas de
poliubiquitina tipo K48, indicando que la ubiquitinacién inducida por CCR7 es
especificamente ese tipo. Ademas, resultados preliminares (no mostrado) indican

que la estimulacién de CCR7, no modifica los niveles de ubiquitinacién en Ké63.

Cuando analizamos la ubiquitina (Ub) mediante IF comprobamos que esta
proteina se encuentra muy concentrada en el nicleo de las CDs. Sin embargo,
cuando las CDs se pretrataron con MLN, se observé una disminucién de la Ub
dentro del nucleo. Por tanto, parece que la existencia de ubiquitinacién en el
nlcleo de las CDs depende de la nedilacién. Este resultado coincide el trabajo de
Hughes et al., que observan, mediante IF, una reduccién en la ubiquitinacién tras

el tratamiento con MLN (Hughes, Wood et al. 2015).

Trabajos previos de otros grupos han mostrado que el sitio de nedilacién de Cul-
1 se encuentra muy préximo al sitio de unién de la enzima E2, que porta consigo
la Ub vy, por otro lado, que la nedilacién de Cul-1 favorece la interaccién de SCF
con la E2 cargada (Kawakami, Chiba et al. 2001; Sakata, Yamaguchi et al. 2007).
Por tanto, si el complejo SCF nedilado/activo esta ubiquitinando a las proteinas
nucleares, entonces Nedd8 se localizard cerca de la Ub. En los experimentos de
IF mencionados anteriormente, se observd que la Ub colocaliza en el nicleo con
Nedd8, y que ambos disminuyen cuando las células son pretratadas con MLN. Al
realizar experimentos de PLA entre Ub y Nedd8, observamos sefal fluorescente

mayormente en el nicleo de las CDs, y el tratamiento con MLN, redujo
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significativamente dicha sefial fluorescente. Estos resultados sugieren que existe
cercania entre Nedd8 (Cul-1me4) y [a Ub, y que dicha cercania depende en gran

medida de que Nedd8 esté unido a Cul-1.

El tratamiento con MLN inhibe la nedilacién a nivel de la E1 (NAE), por lo que
no solo inhibe la nedilacién de Cul-1, sino también la de otras proteinas de la
familia Cullin. Para comprobar que el efecto de CCR7 sobre la ubiquitinacién se
debe especificamente a Cul-1, decidimos reducir los niveles de Cul-1, mediante un

siRNA.

La transfeccion de las CDs con material genético es un proceso con una eficiencia
limitada, debido a que se trata de células terminalmente diferenciadas. Se
redujeron los niveles de Cul-1 en tres donantes y se analizaron los efectos del
silenciamiento sobre la ubiquitinacién. En dichos donantes se observé una
tendencia similar a la observada con MLN sobre la Poli-Ub-K48. Tras la
estimulaciéon de las CDs con CCL21, se observé un aumento en la Poli-Ub-K48 en
las CDs transfectadas con el siRNA control, que no se observé en las CDs

transfectadas con el siRNA de Cul-1.

Asimismo, se analizé la localizacién de la Ub mediante IF y se observé que el
silenciamiento de Cul-1 produjo una disminucidén de la Ub en el nicleo de las
CDs, de manera similar a lo observado en los experimentos con MLN. Estos
resultados sugieren que la ubiquitinacién de proteinas inducida por CCR7 en el

nucleo de las CDs depende de la nedilacion de Cul-1 y activaciéon de SCF.
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La ubiquitinacion de tipo K48 estd asociada a la degradacién de proteinas
mediante el proteasoma, y numerosos trabajos en los ultimos afios han
mostrado ubiquitinacién y degradacién mediada por el proteasoma en el nicleo
de las células eucariotas (Hugle, Kleinschmidt et al. 1983; Kleinschmidt, Hugle et
al. 1983; Lee and Goldberg 1998; Pines and Lindon 2005; Rockel, Stuhlmann et
al. 2005; von Mikecz 2006; Carmo-Fonseca, Berciano et al. 2010; Matsuo,
Kishimoto et al. 2011; Gallagher, Oeser et al. 2014). En el caso de las CDs,
mostramos mediante inmunofluorescencia que el proteasoma también se expresa
en el nlcleo, usando un anticuerpo frente a la subunidad catalitica (2,

perteneciente al subcomplejo 20S del proteasoma 26S.

Ademas, experimentos de PLA nos permitieron observar que existe cercania entre
Cul-1 y la subunidad B2 del proteasoma 20S, tanto en el nucleo como en el
citoplasma de las CDs, lo cual sugiere que en ambos compartimentos SCF y el
proteasoma estdn cercanos. Interesantemente, un estudio ha reportado que
existe una interaccién directa entre SCF y el proteasoma (Bloom, Peschiaroli et
al. 2006). Sin embargo, tras la IP de Cul-1, observamos que Cul-1 no
coinmunoprecipita con la subunidad (2. El trabajo de Bloom et al. demuestra
asociacion entre Cul-1 y las subunidades a2 y a6, por lo que, es posible que la
asociacion entre Cul-1 y el proteasoma se dé Unicamente en esas subunidades. Es
por ello que es necesario analizar la co-inmunoprecipitacién con dichas

moléculas antes de afirmar que no existe unién entre SCF y el proteasoma 26S.
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Para averiguar posibles dianas del complejo SCF y, puesto que Cul-1 es una
proteina clave en este complejo, analizamos, mediante IP y protedmica, las

proteinas que pudieran interaccionar con Cul-1.

Realizamos tres experimentos en los que inmunoprecipitamos Cul-1 del nucleo
de las CDs e identificamos las proteinas acompafantes mediante protedmica.
Aunque se comprobd que Cul-1 inmunoprecipitd correctamente, se obtuvo un
bajo nimero de proteinas, debido probablemente a que las proteinas nucleares
de las CDs constituyen entre un 8-10% de las proteinas totales (datos no
publicados de nuestro laboratorio) y la eficiencia de la IP puede ser muy baja. La
reproducibilidad en los 3 experimentos también fue bastante baja, debido
posiblemente al bajo nimero de proteinas obtenidas. Al analizarse las posibles
interacciones entre las proteinas identificadas, no se encontraron interacciones
descritas entre Cul-1 y las proteinas identificadas. Sin embargo, el estudio
funcional de procesos biolégicos mostré un enriquecimiento significativo en
proteinas relacionadas con la respuesta inmune, aunque sin una relacién descrita
entre ellas, y también en proteinas relacionadas con el metabolismo proteico,
con interacciones descritas entre ellas. Concretamente, se encontraron varias
proteinas ribosomales, una relacionada con la elongacién traduccional y otra
relacionada con la exportacién nuclear de ARN mensajero. Estas proteinas
sugieren que Cul-1 podia interaccionando, de algin modo, con la maquinaria de
sintesis de proteinas. En este sentido, existen evidencias que indican la existencia
de sintesis de proteinas en el nucleo de las células (Dahlberg, Lund et al. 2003;

David, Dolan et al. 2012; Reid and Nicchitta 2012; Yewdell and David 2013) y se
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sabe que durante la sintesis de proteinas se producen proteinas defectuosas o mal
plegadas que deben ser eliminadas para asegurar el correcto funcionamiento de

la célula (Goldberg 2003; Lelouard, Ferrand et al. 2004).

La estimulacién de CCR7 induce activaciéon de la ruta de mTORCI, cuyas dianas,
S6K y 4EBPI1, controlan la sintesis de proteinas (Haghighat, Mader et al. 1995;
Hay and Sonenberg 2004). Por tanto, es posible que la activacién por nedilacién
de SCF inducida por CCR7 en el nucleo de las CDs esté implicada en el control
de calidad de las proteinas sintetizadas en respuesta a CCR7.  Futuros
experimentos permitirdn determinar si CCR7 estd regulando la traduccién de

proceso.

En resumen, los resultados presentados en esta tesis demuestran, por primera
vez, que un receptor de quimioquinas regula la activacion por nedilaciéon de SCF
y la consecuente ubiquitinacién de proteinas en el nucleo de las CDs. Estos
resultados muestran que CCR7 esté regulando una nueva funcién, ademas de las
ya descritas, y aportan informacién sobre la regulacién del UPS en el nucleo de
las CDs, un compartimiento celular muy sensible al estrés, donde la acumulacién
de proteinas aberrantes pueden dar lugar a toxicidad y muerte celular, y originar
numerosas patologias (Shibata and Morimoto 2014). Puesto que las CDs son
fundamentales para el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa, resulta
crucial comprender con precisiéon los mecanismos que regulan la degradacién de
proteinas, asi como las nuevas funciones reguladas por CCR7 en estas células, ya
que pueden ser utilizadas como posibles dianas terapéuticas para la modulacién

de la respuesta inmunoldgica.
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En la figura 33 se representan el modelo que incluye los resultados obtenidos en
este trabajo, en conjunto con los resultados previos acerca de las funciones
reguladas por CCR7 y la red de sefalizacién controlada por este receptor en las

CD:s.
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Figura 33: Modelo actualizado de la sefializacién intracelular activada por CCR7. La estimulacion
de CCR7 con sus ligandos, CCL19 y CCL21, induce un aumento de la supervivencia, la
quimiotaxis, la velocidad migratoria y la endocitosis, asi como cambios la citoarquitectura de las
CDs. Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren una nueva via de sefializacién en la que la
estimulacién de CCR7 induce la nedilacién de Cul-1 en el nicleo, activando asi al complejo SCF,
que induce poliubiquitinacién tipo K48 de proteinas nucleares, para ser degradadas
posteriormente por el proteasoma nuclear.
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CONCLUSIONES

La estimulaciéon de CCR7 induce nedilacién de Cullin-1 (Cul-1) en las CDs

humanas maduras, que estd mediada por la familia de proteinas Gai.

Esta nedilacién no participa en el proceso regulatorio que conduce a la
quimiotaxis, el incremento de supervivencia, la velocidad migratoria, la

endocitosis o los cambios en citoarquitectura inducidos por CCR7 en las CDs.

La nedilacién de Cul-1 inducida por CCR7 se produce en el nicleo de las
CDs, donde Cul-1Nedd® forma parte del complejo SCF junto con las proteinas

Rbx1y Skpl.

La nedilacién/activacién de SCF inducida por CCR7 promueve ubiquitinaciéon

(K48) de proteinas nucleares en las CDs.

CCR7 podria controlar la degradacién de proteinas mediada por el

proteasoma en el nucleo de las CDs, contribuyendo a los mecanismos de la

proteostasis nuclear.
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