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Summary:

Ral GTPases are small monomeric G
proteins that belong to the Ras superfamily.
The two known isoforms, RalA and RalB, are
widely distributed in mammals. Both isoforms
are anchored to the plasma membrane and to
intracellular vesicles. Ral GTPases are thought
to be implicated in a broad spectrum of processes
that comprise exo- and endocytosis, cell migration
and transformation. Ral signalling is considered
one of the three most important Ras effector
pathways, together with the PI3K and Raf routes.
Ras signalling is essential in the immune system,
since it regulates T and B cell development as
well as processes such as T cell activation after
antigen-MHC recognition.  GTP-bound Ras
recruits and activates Ral guanine exchange
factors including RalGDS or RIf, which activate
Ral; this suggests Ral involvement in immune
response regulation.

Here we discuss the implication of Ral-
GTPasesin T cell activation via the T cell receptor
(TCR). We show that Ral activity increases after
TCR stimulation, and these GTPases relocalize
to the immunological synapse. Alterations in
Ral activity or expression by mutation or shRNA
transfection lead to impaired activation of the
Jurkat CD4+ T cell line, as measured by membrane
expression levels of CD69. We also studied the
effect of Ral activity downregulation in RalGDS-
mice, which showed no obvious defect either in
T cell development or in activation ability after
TCR stimulation.

Summar

§)

Ral GTPases regulate vesicular trafficking
and polarized granule secretion in several cell
types. The second part of our study focused
on Ral regulation of polarized secretion of lytic
granules by lytic cells. Using a human NK cell
line, we show that both RalA and RalB isoforms
are activated rapidly after target cell recognition.
Silencing of RalA and RalB impaired NK cell
cytotoxicity. RalA regulated granule polarization
towards the immunological synapse and
subsequentdegranulation, whereas RalBregulated
degranulation but not polarization of lytic
granules. Analysis of the molecular mechanism
indicated that Ral activation in NK cells leads to
assembly of the exocyst, an octameric protein
complex involved in polarized secretion and
vesicle tethering. The assembly of this complex
is required for degranulation, as interference with
expression of the exocyst component Sec5 led to
reduced degranulation and impaired cytotoxicity
in NK cells, although it did not affect polarization.
Our results thus identify a role for Ral in cell-
mediated cytotoxicity, implicating these GTPases
in lymphocyte function.
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Introduccion

por su similaridad con K, N y R-Ras ©V, aunque
durante largo tiempo se supo bastante poco de
ellas. Sin embargo, a partir del descubrimiento
de que algunos de los factores intercambiadores
de GTP de Ral (RalGEFs) eran efectores directos
del oncogen Ras 66-284.245. 117 "han ido ganando

I ntroduccio/n.‘ una creciente notoriedad, especialmente en el

campo de la oncologia.

La familia de Ral estd compuesta por dos
unicas isoformas, RalA y RalB, que comparten
una identidad del 82%. Estas proteinas se

Las GTPasas Ral, d§n0rr}1nan GTP:asas porque son capaces ’de
sus GEFs u sus GAP: hidrolizar guanosin-trifosfato (GTP) a guanosin-
Y . difosfato (GDP) ®?. Esta propiedad les permite

actuar como interruptores moleculares, ya que
cuando estan unidas a GTP se encuentran en
una conformacion activa que facilita la union de
estas proteinas a sus efectores (Figura I14 y B);
el fosfato adicional del GTP consigue desplazar

Las GTP-asas Ral constituyen una de las
ramas de la superfamilia Ras de GTPasas
monomeéricas, junto con H-, N- y K-Ras, Rap,
TC21,M-yR-Ras. Fueron identificadas y aisladas

A B C

Switch1 Switch1

/

Ligando
de Ral

Switch2

Figura 11:

Las GTP-asas Ral ciclan entre un estado de unién a GDP, en el que permanecen inactivas, y uno de unién a
GTP en el que estan activas.

A 'y B) Modelo tridimensional de la GTPasa RalA unida a GDP, y por tanto en conformacion inactiva (A) o
unida a un analogo no hidrolizable de GTP, por lo que se encuentra en su conformacion activa (B). El tercer
grupo fosfato del GTP induce el desplazamiento de ciertos aminoacidos (p.ej Asp49), y la relocalizacion de dos
regiones (switchl y 2). Al ocurrir esto, la lamina f inferior izquierda resulta mas accesible para la interaccion
con los efectores de Ral. La estructura original se publicé y describié en ®®. C) Esquema del ciclo GTPasa de
Ral. a) Ral unido a GDP se encuentra en una conformacion inactiva, de baja afinidad por sus ligandos. b) Los
factores intercambiadores de nucledtido (GEF) facilitan la liberacion y sustitucion de nucleétidos unidos a Ral;
dado que el GTP celular es mucho mas abundante que el GDP, estas proteinas actuan como activadores. c¢)

Al interaccionar con GTP, se produce un cambio conformacional en Ral a un estado de gran afinidad por sus
ligandos. d) Las GTP-asas pequefias tienen actividad GTPasa intrinseca, por lo que eventualmente se inactivan
ellas mismas. Esta actividad enzimatica puede aumentarse varios 6rdenes de magnitud por proteinas GAP, que
incrementan enormemente la velocidad de hidrolisis de GTP.
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Figura I2:
Tipos de GEF de Ral v su regulacién:

éé Fosdatidil

Inositol

A) GEFs con dominio de union a Ras (RBD). Estas proteinas se caracterizan por un dominio RBD (de Ras
Binding Domain) y un dominio cdc25 de intercambio de nucleotidos, o RalGEF. En condiciones basales, el
dominio RBD y un dominio REM N-Terminal mantienen el GEF en una conformacion inactiva; sin embargo,
cuando Ras-GTP se une al RBD de estos GEF, el dominio RalGEF queda libre y puede actuar sobre Ral,
activando esta GTPasa. El dominio REM del GEF RalGDS puede ser a su vez liberado por la interaccion del
efector de PI3K PDKI1. B) GEFS no regulados por Ras. Estos GEFs no dependen de la actividad de Ras. Se
ha propuesto que su actividad puede ser regulada por interacciones con fosfatidil-inositoles a través de un
dominio PH C-Terminal, o por interaccion con proteinas con dominios SH3. Figura basada en ¢,

determinados residuos, que alteran la disposicion
espacial de dos regiones llamadas Switchl
(aminodacidos 40-48) y Switch2 (aminoacidos 70-
78) y facilitan la interaccion con sus efectores ©%.
Cuando hidrolizan GTP a GDP pasan de nuevo
a una conformacion inactiva, en la cual no son
capaces de unirse a sus ligandos. Este equilibrio
estd estrictamente regulado (Figura IIC), lo
que demuestra la importancia de estas proteinas.
Existe un grupo de proteinas que estimulan el
intercambio de nucleotido de las GTPasas, los
denominados GEFs (Guanosine exchanging
factors). Al facilitar el intercambio de nucleotidos
se favorece la uniéon de GTP a Ral y por tanto su
activacion, ya que las concentraciones de GTP
en el citoplasma son mucho mayores que las de
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GDP. En la Figura 2 (basada en ©”) mostramos
un esquema de los GEF mas estudiados hasta
el momento. La mayoria de GEF de Ral, como
RalGDS, Rgll y Rgl2 (Figl2 A), contienen
un dominio de unién a Ras-GTP (Ras Binding
domain, o RBD) G 117137, 245.283.28%) " Qin embargo,
existen GEFs que carecen de este dominio y
no son capaces de interaccionar con Ras, como
RalGPS1 y RALGPS2 ©0-%.220 " (FjgI2 B). En la
figura se aprecia que los RalGEF se encuentran en
una conformacion cerrada inactiva, en la que los
dominios N-terminal o el mismo RBD bloquean
el dominio GEF de esta proteina (también
denominado dominio cdc25), manteniéndola
cataliticamente inactiva. En el caso del primer
grupo de GEFs es la interaccion con Ras seguida
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/
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Figura I3:
Funcionamiento de general de los GAP:
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A) Reaccion de hidrolisis de GTP a partir de un ataque nucleofilico de una molécula de H,O. B) Accion de
un GAP (en azul) sobre una GTPasa monomérica (rosa). Los GAP estabilizan la orientacion de la molécula
de GTP a través de puentes de hidrogeno al introducirse parcialmente en el bolsillo catalitico, y hacen mas
favorable el ataque nucleofilico de una molecula de H,O sobre el fosfato-y del GTP. El ejemplo dibujado se
corresponde con el bolsillo catalitico de Ras y Rap, similar al de Ral, y est4 basado en ?'®

de la incorporacién del efector de PI3K PDK1 la
que libera los dominios inhibitorios y permiten
la interaccion con Ral. En el caso de las RalGPS,
carentes del RBD, parece ser que la interaccion
del fosfatidil inositol PIP, con un dominio PH
C-terminal facilitaria la accién de estos GEFs
G0 asi como su correcta localizacion. De hecho,
la eliminacién de este dominio PH desemboca
en una localizacioén dispersa por el citoplasma
©® Estos GEF son capaces también de unirse,
a través de un motivo rico en prolinas PxxP, a
dominos SH3 de proteinas como Grb2 o PLCy,
tanto in vitro como in vivo %, Esta union favorece
una localizacion especifica en microdominios
de membrana enriquecidos en PIP, ®, ya que
¢éstas estan implicadas en la respuesta a diversos
estimulos extracelulares.

Ademas de a través de GEFs que
favorecen la union a GTP de Ral, estas proteinas
estan también sujetas a otro mecanismo de
regulacion general de las GTPasas monoméricas,
la accion de las proteinas activadoras de la
actividad GTPasa, o GAP ©?. Estas proteinas, o
en algunos casos complejos proteicos, estimulan
la actividad GTP-hidrolasa intrinseca de las
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GTPasas pequenas, incrementandola en varios
ordenes de magnitud. El mecanismo general de
los GAP consiste en modificar el bolsillo catalico
de la GTPasa, favoreciendo el ataque nucleofilico
de una molécula de agua al fosfato-y del GTP *'®
y por tanto la hidrdlisis de este ntcleotido. (Fig
I3) De esta manera el equilibrio se desplaza hacia
la union a GDP y por tanto a una conformacion
inactiva. Hasta hace poco se sabia bastante poco
de los GAPs de Ral; se habia identificado un
complejo de alto peso molecular con actividad
GAP especifica para Ral y no Ras, aunque no se
describié en mayor detalle ®?. Recientemente se
han descrito dos complejos heterodiméricos que
se han denominado RalGAP1 y RalGAP2. Estos
complejos estan formados por una subunidad
comiun pl70 y, en funcion del tejido, una
subunidad catalitica p220 o p240, lo que formaria
respectivamente los complejos RalGAP1 vy
RalGAP2 “*. La reduccion de los niveles de
p170 con RNA de interferencia provoca niveles
anormalmente altos y sostenidos de Ral-GTP en
respuesta a factores de crecimiento ®*”, lo que
muestra la relevancia de este tipo de proteinas.

Finalmente, la actividad de las GTPasas
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pequefias puede ser bloqueada por accion de
GDIs (GTP Dissociation Inhibitors), que impiden
el intercambio de nucledtidos y por tanto la
activacion de la GTPasa. En el caso de Ral no se
ha identificado hasta el momento ningtn factor
que tenga esta actividad.

Regulacion de las GTPasas Ral:

Hemos descrito hasta ahora los tipos de
proteinas que controlan directamente la actividad
de Ral. Pasamos ahora a introducir a Ral en el
contexto de la senalizacion celular, y a discutir
mas extensamente las rutas celulares que regulan
la actividad de Ral o de sus GEF.

En la mayoria de tejidos se ha encontrado
a Ral asociado a la cara citosolica de diversas
membranas, a la plasmatica y sobre todo a
vesiculas intracelulares. Esto ocurre gracias a
que el extremo carboxi-terminal de Ral contiene
una secuencia CAAX (CCIL) y es susceptible
de geranil-geranilarse “?, lo cual facilita su
asociacion a membranas. Una vez alli, diversas
vias de sefalizacion son capaces de reclutar
GEFs de Ral, y son estos los que estimulan la
actividad de Ral. El mecanismo mejor descrito
consiste en la activacion de Ras en la membrana
en respuesta a la estimulacion de receptores
acoplados a actividad tirosin-quinasa ‘. Como
hemos comentado antes, Ras-GTP recluta a los
RalGEFs que contengan un dominio RBD (como
RalGDS, Rgll, etc.) . Una vez en la membrana,
estos GEFs activan a Ral (Figura I4A4) 177
Se ha descrito que el RBD de los RalGEF como
RalGDS o RIf puede unirse in vitro a otras
GTPasas de la familia de Ras, como Rap @* 28
o TC21 16722 aunque por el momento no se ha
descrito una funcion bioldgica clara para estas
interacciones. El estudio de la activacion de Ral
utilizando mutantes dominantes negativos de Ras
287 sugiere que Ras predominaria por encima del
resto de vias de estimulacion de Ral. Sin embargo,
un creciente numero de publicaciones estan
poniendo de manifiesto otras vias de regulacion
de Ral que podrian resultar de gran importancia.
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Ral contiene un dominio de uniéon a
calmodulina que podria inducir su actividad
en respuesta a incrementos en la concentracion
intracelular de calcio. Esta regulacion ha
demostrado ser esencial durante la secrecion
plaquetaria en respuesta a trombina y PAF
(platelet derived factor) %135, También se ha
observado que en respuesta a la activacion del
receptor de células B el incremento de calcio
citosolico inducido por la accion de la PLCy2

(Figura I4B) colabora en la activacion de Ral
(69)

Recientemente se ha remarcado también
la importancia de la sefalizacion a través de
PI3K como mecanismo adicional de regulacion
de la actividad de Ral. Buena prueba de esto es
que la presencia del inhibidor de PI3K LY 94002
inhibe la activacion de Ral en células HEK293
estimuladas con factores de crecimiento ?”, Esta
regulacion ocurre a través del efector de PI3K
PDKI1. Esta quinasa es capaz de interaccionar
con RalGDS soluble y liberar un dominio
REM autoinhibitorio, que bloquea su actividad
catalitica y por tanto la activacion de Ral, tal y
como hemos comentado al hablar de los RalGEF
(Figura I4C Iy II) Esta interaccion entre RalGDS
y PDK1, ademas, facilita la fosforilacion de Akt
por parte de PDK1 "'V Asi pues, vemos que
RalGDS es relevante en dos vias de senalizacion
independientes, por un lado los efectos derivados
de la activacion de Ral y por el otro los de Akt
fosforilado.

Gran cantidad de proteinas modulan su
actividad a través de fosforilacion, y Ral no es
una excepcion. La serin/treonin-quinasa Aurora-
A, cuya sobreexpresion se ha correlacionado con
anomalias en el huso mitdtico ®*, transformacion
celular @727 y el desarrollo de diversos tipos
de cancer humanos "% %7 fosforila a RalA en
la serina 194 ; otra quinasa cuya naturaleza se
desconoce es responsable de la fosforilacion en
la serina 183 (%239 (Fjgura I4D). Aurora-A se
activa en respuesta a la union de la célula a la
matriz extracelular, y entre otros sustratos como
proteinas motoras ?® o proteinas de la envoltura
nuclear @'V, fosforila especificamente a RalA.




Introduccion

Integrin

k. Aurora
A

Figura I4:

Mecanismos de activacion de las GTPasas Ral:

A) Activacion a través de RasGTP. Ras se activa en respuesta a numerosos estimulos extracelulares,

como por ejemplo factores de crecimiento, que se fosforilan en tirosinas; esto atrae una serie de proteinas
adaptadoras que reclutan GEFs de Ras. Una vez activo, Ras recluta y activa a RalGEFs con un dominio RBD;
de esta manera los GEFs acceden a Ral e inducen su activacion. B) Activacion de Ral por oleadas de calcio
intracelular. Las fosfolipasas C (PLC) hidrolizan PIP, en la membrana plasmatica a DAG y IP,. Este tltimo
induce liberacion de los depositos de calcio del reticulo endoplasmico, y este calcio aumenta la fraccion unida
a GTP de Ral. C) Activacion a través de PDK. (I.) RalGDS tiene un dominio REM que inhibe su actividad
GEF; el PIP3 formado por las PI3K recluta a PDK1, que al activarse (II.) interacciona con RalGDS liberando
su dominio REM y permitiendo su accion GEF. D) Activacion por fosforilacion: Aurora A, cuya actividad

se regula, entre otros, por union a matriz extracelular, es capaz de fosforilar a Ral en la Serina 194, lo que
incrementa la actividad de RalA hasta 6 veces.

Esta fosforilacion esta asociada a un incremento por PKC y que esta interaccidon es importante en
de hasta 6 veces en los niveles de Ral-GTP el control de la motilidad celular y el crecimiento
(29. 264 Esta fosforilacion es capaz de inducir independiente del anclaje @7V,

la relocalizacion de RalA desde la membrana

plasmatica a vesiculas intracelulares ' y podria Otro mecanismo de regulacion esta
estar relacionada con la capacidad transformante relacionado con los receptores de 7 dominios
de esta GTPasa, de la que hablaremos mas transmembrana acoplados a proteinas G-
adelante. Consistente con la relacion entre la triméricas (GPCRs). Sehadescritoquelaactividad
fosforilacion de Ral y transformacion celular, de Ral es importante en la reorganizacion de
la fosfatasa supresora tumoral PP2A[} se une citoesqueleto previa a la migracion de neutrofilos
y defosforila RalA en los sitios Ser194 y 183 en respuesta a fMLP “* 72 En este sistema, la
@39 Curiosamente RalB no es un sustrato de Parrestina-1 mantiene a RalGDS en un estado
Aurora-A. La region de RalA que es fosforilada inactivo en el citoplasma hasta que el receptor
difiere considerablemente de la de RalB a nivel de fMLP es estimulado y recluta a Parrestina.
de secuencia, lo que explica que RalB no sea En ese momento RalGDS se libera cerca de la
sustrato de Aurora-A. Ahora bien, recientemente membrana y puede activar a Ral. Esta activacion

se ha publicado que RalB se fosforila en la S198 de Ral no depende en absoluto de Ras, puesto
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que la expresion de dominantes inactivos de
Ras no impiden la reorganizacion de membrana
motivada por fMLP ®.

Porultimo, algunos estudios apuntan a que
Ral puede regularse a nivel transcripcional. En
células M1 de leucemia mieloide, la estimulacion
con LIF o IL6 induce activacion de la quinasa
v-src, que a su vez activa la ruta JAK/STAT3. Se
ha demostrado que esta ruta, ademds de regular
elementos relacionados con division celular y
anti apoptoticos, como ciclinas D1/D2/D3/A,
cdc25A, c-myc, pim-1,bcl-2, y bcl-x, también
induce la expresion de RalGDS y un subsiguiente
incremento en la actividad de Ral **9.

)léculas efectoras y funciones d

las GTPasas Ral:

Pasamos a continuacion a describir las
moléculas a través de las cuales Ral efectia sus
funciones. Como veremos, se trata de un conjunto
de moléculas efectoras muy diverso que relaciona
a Ral con un gran niimero de procesos celulares.

Una de las primeras moléculas que se
identifico que podria mediar los efectos de Ral,
especialmente en oncogénesis, fue la fosfolipasa
D1, PLDI1. Esta enzima hidroliza fosfatidilcolina
(PC) generando el 4cido fosfatidico (PA), que
actia de segundo mensajero. Su actividad se
asocia a numerosos estimulos extracelulares,
sefales oncogénicas como Src y Ras, formacion
de fibras de estrés y transporte de vesiculas ‘7"
22 Por ejemplo, el PA producido por la PLD
es necesario para la formacion de vesiculas y
el transporte desde el reticulo endoplasmico
al aparato de Golgi ®¥. Ral se une a PLDI de
manera constitutiva, independientemente de su
estado GDP/GTP, y colabora en la unién de otra
GTPasa, Arf, al complejo, que es la que activa a
PLD1 (126.138.170) Egta interaccion ha demostrado
ser critica durante la secrecion de granulos densos
de células PC12 4%,

RalBP1 (también RIP1 o RLIP76) fue
la primera molécula de la que se describidé que
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se unia exclusivamente a Ral activo @4 208 130
Inicialmente llamo la atencion por contener un
potencial domino GAP de cdc42, otra GTPasa
monomérica fundamental en la dindmica del
citoesqueleto de actina. Aunque no abundan los
trabajos que demuestren la funcionalidad de este
dominio in vivo, parece que laregulacion de cdc42
a través de RalBP1 es importante en la dinamica
de la actina durante la gastrulacion de Xenopus
laevis ¢V, De todas maneras, la funcion principal
que se le atribuye a RalBP1 se encuentra en el
trafico vesicular, principalmente en la regulacion
de la endocitosis ", RalBP1 interacciona con
proteinas como POB1 2V y Repsl 9% 292 que
lo vinculan a la endocitosis de receptores de
factores de crecimiento. Ademés RalBP1 también
interacciona con la subunidad u2 del complejo
AP2, implicado en la endocitosis mediada por
clatrinade proteinas integrales de membrana *, A
modo de curiosidad comentaremos que a RalBP1
también se le atribuyen funciones de transportador
al medio extracelular de compuestos conjugados
a glutation 2. Este hecho se ha relacionado con
algunas resistencias a drogas quimioterapéuticas,
por ejemplo en cancer de higado ®*¥ | lo que ha
convertido a RalBP1 en una potencial diana en el
tratamiento del cancer V.

Ral ha demostrado ser también un
importante regulador de la expresion génica
durante la proliferacion o en respuesta a factores
de crecimiento. Una molécula que podria mediar
estosefectosesZONAB, unfactordetranscripcion
que regula, entre otros, el proto-oncogen Erb-2
19 que se ha demostrado que regula CDK4 y por
tanto el ciclo celular ‘. De hecho, la reduccion
de los niveles de ZONAB retrasan el paso de
fase G1 a S . Se asocia a ZO-1, una proteina
que interacciona con las uniones oclusivas
en condiciones de alta densidad celular, o se
encuentra en el nucleo junto a ZONAB cuando no
se establecen uniones intercelulares °Y, Mientras
esta asociado a las uniones oclusivas, es decir,
en situacion en que se favorece la inhibicion
por contacto de la proliferacion, ZO-1 retiene a
ZONAB en el citoplasma evitando su actividad
transcripcional. Por lo tanto, la funcion de
ZONAB consiste en inducir genes proliferativos




e inhibir la diferenciacion en condiciones de baja
densidad celular ©7-'», La actividad de Ral es en
parte el responsable de esto. RalA interacciona
con ZONAB al formarse las uniones oclusivas,
y lo libera cuando la densidad celular es baja
©b permitiendo la expresion de los factores de
transcripcion regulados por ZONAB. Este tiltimo
no es el unico factor de transcripcion regulado por
Ral; aunque no interaccidonan directamente con
Ral activo, se ha demostrado, por ejemplo que
c-fos podria estar regulado por Ral en respuesta a
factores de crecimiento. La actividad de c-fos es
mayor cuando Ral activo colabora con la ruta de
MAPK @8 Ahora bien, la actividad de Ral si ha
demostrado ser suficiente para la induccion de los
promotores de NF«B y ciclina D1 en fibroblastos
de raton 3119,
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Figura I5:
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Otra proteina que ha demostrado ser
efectora de Ral es la filamina, una proteina que
contribuye al entrecruzamiento de las fibras de
actina. Se ha demostrado que RalA-GTP es capaz
de unirse a filamina y de inducir formacion de
filopodios en células NIH-3T31%.

Finalmente hablaremos del efector de Ral
mas extensamente estudiado, el complejo del
exocisto. Se trata de un complejo heteroctamérico
que en mamiferos consta de las subunidades
Ex070, Exo84, Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Secl0y
Secl5 ©9, y principalmente regula el transporte
polarizado de vesiculas a membranas diana. Este
complejo y sus funciones se habian estudiado
previamente en levaduras ®%; en Saccharomyces

B

Ensamblaje del exocisto

secrecion

Modelo de ensamblaje del exocisto durante la secrecidén polarizada:

(A) Estado de reposo en el que no se produce secrecion: Encontramos a Ral en su estado GDP (inactivo), y por
tanto es incapaz de unirse a ninguna de las subunidades del exocisto. Las GTPasas pequefias Rho3 y cdc42
mantienen en la membrana plasmatica a Sec3 y Exo70, respectivamente. (B) Ensamblaje del exocisto: Cuando
Ral es activado y se encuentra en su estado unido a GTP recluta y se une a Sec5 y Exo84, favoreciendo asi el
ensamblaje del exocisto. Algunas proteinas Rab también contribuyen a este proceso uniéndose a Secl5 desde
la membrana de la vesicula. (C) La formacion del exocisto favoreceria la interaccion entre t y v-SNARES,

lo que facilita el anclaje de la vesicula a la membrana diana. (D) Tras el anclaje se produce la fusion de

membranas y la secrecion del contenido de la vesicula.
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cerevisiae se describid6 un complejo de ocho
proteinas de tamafio entre 70 y 144KDa que
aparecia durante la gemacion. Mas tarde se
comprobd que este complejo regula el transporte
de vesiculas a la gema en formacion, el sitio de
exocitosis mas activo en levaduras, por lo que
se denomind al complejo exocisto *¥. Este
complejo ha demostrado ser esencial en el
transporte polarizado de vesiculas y la exocitosis
en numerosos sistemas, que comprenden desde la
secrecion especifica al compartimento basolateral
en epitelios polarizados *” a neurosecrecion
@™y secrecion de granulos densos en plaquetas
(139 pasando por la formacion de filopodios
@D lamelipodios “*” e incluso el surco de
division durante mitosis ©%. Estos tultimos
procesos parecen requerir la accion del exocisto
para proporcionar membrana a lugares muy
especificos. La funcion del exocisto resulta tan
esencial que la eliminacion de alguna de sus
subunidades desemboca en letalidad embrionaria
©6. 9 Las diferentes subunidades del complejo
se encuentran en distintos compartimentos
celulares que varian segun el tipo celular, aunque
algunas subunidades, como Sec3 o Exo070
siempre se encuentran asociadas a la membrana
plasmatica “+1%9_ El resto de subunidades pueden
encontrarse solas o en hemicomplejos, dispersas
por el citoplasma, alrededor del aparato de
Golgi, o en la vesicula que debe ser secretada “*.
Cuando se requiere la funcion del exocisto, las
diferentes subunidades se ensamblan formando
el holocomplejo funcional que actia como
un parche entre la vesicula y la membrana
diana; este ensamblaje se regula por diversas
GTP-asas pequefias de las familias Rho, Rab y
Ral (Figura 15); por ejemplo, Rho3 y cdc42
interaccionan con Sec3 y Exo70 en la membrana
diana, mientras que Sec4p, de la familia Rab
regula la localizacién del complejo desde la
vesicula transportada 9, Estudios en levaduras
demuestran que Sec4 se asocia a moléculas del
tipo SNARE, como Sro7 %7, Los complejos
SNARE acttian de puentes entre compartimentos
especificos y son imprescindibles para el anclaje
de vesiculas ®* 129, por lo que se propuso que una
de las funciones del exocisto podria ser ayudar
a localizar las vesiculas y facilitar la interaccion

entre SNAREs %),

Centrandonos en la regulacién que Ral
ejerce sobre el exocisto, ésta parece tener que ver
con el ensamblaje de este complejo. Por ensayos
de doble-hibrido se comprobo6 que en células de
mamifero la forma activa de Ral se unia a dos
de sus subunidades, Sec5 ¥ y Exo84 !9 (Fig
I5). Esta interaccion resulta esencial, puesto que
la inhibicion de Ral impide que el ensamblaje del
complejo ocurra correctamente *”. De hecho,
las funciones que hemos mencionado que se
atribuyen al exocisto se ven seriamente afectadas
cuando se bloquea la unién entre Ral y Sec5.
Existe cierta controversia sobre si la union de
Ral a Exo84 y Sec5 es simultanea o no. Algunos
trabajos muestran que los motivos de unién a
Ral de Ex084 y Sec5 podrian ser parcialmente
solapantes '?®, porlo que lainteraccion simultanea
no seria probable, aunque existen autores que
argumentan todo lo contrario 1%,

En la Figura I6 mostramos un diagrama
que resume los principales efectores de las
GTPasas Ral y las funciones generales con los
que han sido relacionados. Aunque las diversas
funciones celulares de Ral se han dejado entrever
mientras comentabamos sus rutas efectoras,
las resumiremos a continuacion. A través de su
regulacion de PLDI1, Sec5 y ZONAB Ral es
capaz de regular transcripcion génica. Gracias
también a SecS5, PLD1 y RalBP1 Ral controla
también funciones relacionadas con el trafico
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transcripcion trafico regulacion
génica vesicular actina
Figura 16:

Principales efectores de Ral y sus funciones:

En la figura mostramos los efectores y funciones
mas comunmente aceptados para RalA y RalB. El
codigo de colores de las flechas indica las funciones
especificas de cada molécula efectora.




vesicular, como endocitosis y exocitosis. Por
otro lado, todas las rutas efectoras de Ral excepto
ZONAB han sido relacionadas con la regulacion
del citoesqueleto de actina. Ademas de estas tres
funciones generales, Ral ha demostrado también
ser esencial en migracion celular en diferentes
sistemas. Por ejemplo, alteraciones en Ral afectan
a la respuesta a quimioatrayentes como fMLP
en células polimorfonucleares ?®; Ral también
controla la generacion de filopodios en respuesta
a TNFa y IL-1 ®, Ademas resulta esencial en
la migracion de mioblastos esqueléticos de raton
@50 de células epiteliales del ovario de Drosophila
melanogaster "9, y de fibroblastos en respuesta
a dafo tisular ?*-2%9

Ahora bien, la funcién de las GTP-asas
Ral que durante afios ha sido sujeto de un mayor
nimero de estudios es su regulacion de los
mecanismos oncogénicos, tal y como describimos
a continuacion.

Ras, Ral y cancer:

Cuando se descubrio que la ruta de los
RalGEF era efectora directa de Ras activo ©
117.283.245) ge produjo un gran revuelo , al haber
identificado un nuevo elemento que podria mediar
los efectos de Ras, una molécula que esta mutada
en un 30% de los canceres humanos. De hecho,
la importancia clinica del descubrimiento se puso
de manifiesto al comprobar que de las tres rutas
efectoras de Ras (junto a Rat/MAPK y PI3K), la
activacion selectiva de los RalGEF es suficiente
parainducir transformacion oncogénica en células
humanas !5 En células de origen murino la
Unica ruta imprescindible en transformacion es
la de Raf/MAPK, pero la activacion de RalGEF
potencia intensamente la capacidad oncogénica
de Raf 19,

Existen diversas explicaciones de coémo
Ral podria contribuir a la transformacion celular.
De manera general, como hemos visto antes, Ral
influye en la expresion y activacion de numerosas
proteinas cuya desregulacion puede desembocar
en la aparicion de tumores, como c-fos, NFxB
o ciclina D1. Ademas, v-Ras y v-Src inducen la
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expresion del activador de plasmindgeno de tipo
uroquinasa (uPA) y metaloproteasas (MMPs), al
parecer a través de Ral y PLD . Esto resulta de
gran relevancia en cancer, ya que ambos tipos de
proteasas son necesarias para la degradacion de
la matriz extracelular y la invasion.

Apesar de la gran similaridad en secuencia
entre las dos isoformas de Ral, éstas no siempre
tienen funciones solapantes en el desarrollo
del cancer, sino que parecen controlar etapas
diferentes de la transformacion oncogénica. RalA
ha demostrado ser necesario en las primeras
fases de la transformacion celular 5 y en la
proliferacion de células tumorales, concretamente
de aquellas que han perdido la dependencia del
anclaje a la matriz y son capaces de crecer en
suspension “1- 316D Se ha propuesto que esto
podria deberse a Aurora A; esta quinasa estd
relacionada con el anclaje a la matriz, por lo que
su actividad desregulada podria emitir una falsa
sefal de anclaje que ademads sobreactivase RalA
29 Ademas parece que RalA podria regular la
menor expresion de fibronectina y el incremento
en el receptor de hialuronano CD44 asociados a
transformacion oncogénica de NIH-3T3 (59,

El papel de RalB, por el contrario, esta
relacionado con procesos distintos dentro del
desarrollo del céncer. En primer lugar, RalB
regula la supervivencia de las células tumorales
©® y, a diferencia de RalA, es necesario para la
migracion metastatica de estas células (16! 209,
RalB regulala supervivencia celulary la apoptosis
a través de un complejo entre RalB/Sec5 y TBK1/
NAK (Tank Binding Kinase 1/NFx#B activating
Kinase), que controla la supervivencia celular
via IRF3%7, Ral A no parece ser capaz de formar
este complejo. TBK1/NAK también es necesario
para la expresion de citoquinas y enzimas que
inducen remodelacion del tejido, por lo que RalB
podria ser uno de los tan buscados nexos entre
inflamacion y cancer 479,

En resumen, la ruta de Ral es esencial en
la transduccion de sefiales relacionada con Ras y
la mediacién de los efectos de ésta en cancer.




Papel de las GTPasas Ral en la funcion linfoide y la citotoxicid

Ras, Ral y el Sistema Inmune

En vista de la relevancia de Ral al
transducir sefales transmitidas por Ras pensamos
que Ral probablemente tenga también una gran
importancia en el sistema inmune y en concreto
en los linfocitos T. La razon de esto es que en el
sistema inmunitario Ras es imprescindible para
la funcion de las células B "2 y T. En linfocitos
T las primeras fases de la maduracion en el timo,
especialmente la seleccion positiva 71253 28D estan
reguladas por esta GTPasa, aunque los modelos
recientes implican también a la sefalizacion por
Ras en la seleccion negativa ©>2'5, En linfocitos
periféricos Ras es imprescindible para la
expresion de IL2 en linfocitos periféricos, y por
tanto para su proliferacion 7. Se ha demostrado
ademas que la inhibicion de Ras correlaciona con
la aparicion de linfocitos T anérgicos ®%. Hasta
el momento muchas de funciones mediadas por
Ras han sido atribuidas a la ruta de las protein-
quinasas activadas por mitogeno (MAPK) ©? o
a las fosfoinositido 3-quinasas (PI3K) (125 199,
Por ejemplo, los ratones deficientes en ERK1
recapitulan los defectos en seleccion positiva
observados con la introduccion de la variante
inactiva de H-Ras en linfocitos T ©@%: %Y. No
obstante el papel de la ruta Ras-RalGEF en el
sistema inmune y los linfocitos T continua siendo
una incognita (Figura 17). Sin embargo existen
algunos indicios que nos llevan a pensar que las
GTPasas Ral pueden tener un papel relevante en
la biologia linfoide. Para empezar no todos los
efectos de Ras en expresion génica y activacion
de los linfocitos T se pueden explicar por la via
de MAPK: En linfocitos T CD4 estimulados con
péptido, la activacion constitutiva de Ras puede
inducir expresion de marcadores de activacion y
sintesis de citoquinas, de manera independiente
de Raf Y. También apoya la existencia de
vias alternativas a Raf/ERK el hecho de que el
anticuerpo OX-35, estimulador de la subunidad
Cd3e del TCR, sea capaz de inducir la produccion
de IL2 de manera independiente de la via de
MAPK 59,

Las publicaciones que relacionan a Ral

22

Receptor de
células T

MAPK

Figura I7:

Posible funcion de Ral en la transduccién de sefiales
del TCR mediadas por Ras:

En la figura resumimos las diversas rutas de
sefializacion que se originan en el TCR que llevan
a la activacion de la GTPasa Ras. De las rutas
efectoras de Ras se ha estudiado en profundidad el
papel en sistema inmune y activacion linfocitaria
de la ruta Raf-MAPK, y también, aunque en menor
grado, de PI3K. Sin embargo, la contribucion de

la via RalGEF/Ral a la activacion de los linfocitos
T es casi por completo desconocida. El estudio de
esta contribucion es parte del interés de esta tesis
doctoral.

y el sistema inmune son escasas; en relacion
con el tema que nos ocupa, la activacion de los
linfocitos T, quiza una de las mas significativas
sea, paradojicamente, la que describe ciertos
experimentos realizados en células B. De manera
analoga a las células T, Ras controla tanto el
desarrollo y maduracion de los linfocitos B (2%
D" como su proliferacion tras estimular el BCR
63 recientemente se ha descrito que Ral se activa
en las lineas B DT40 y RAMOS en respuesta a
la estimulacion del BCR con anticuerpos contra
IgM, y que esta activacidon es en gran medida
dependiente de Ras . En estas condiciones, el
bloqueo de la actividad de Ral reduce la expresion
de NFAT, c-fos y c-jun, con lo que podria derivar
en una activacion defectuosa de estas células.
En estos experimentos se pone de manifiesto,
ademas, la relevancia que puede tener la ruta de




PLCy2-DAG-RasGRP-Ras y los incrementos en
la concentracion de calcio a la hora de activar
Ral.

Otra indicacion de que Ral puede tener
relevancia en activacion linfocitaria es el hecho
de que una variante truncada de Rgr, un RalGEF
con alta identidad con RalGDS, aparece en
numerosas lineas de linfoma T, asi como en
muestras de pacientes con estas patologias 159, Al
examinar los timos de ratones que sobre-expresan
Rgr en linfocitos T se observa un bloqueo en
seleccion positiva y un fenotipo muy activado
de los linfocitos que llegan a diferenciarse ‘7.
Esta variante carece del dominio C-terminal, con
lo que no esta sujeta a la regulacion por Ras ni
al control de su dominio inhibitorio REM, que
también se encuentra en esta region.
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La citotoxicidad celular:

Una de las caracteristicas principales
de la respuesta inmune adquirida mediada por
linfocitos T es su direccionalidad y polarizacion.
Es necesario que la respuesta de estas células
se limite a la zona de contacto entre la célula T
efectora y la célula presentadora o diana, con
el fin de conseguir una respuesta especifica y
efectiva. De esta manera se minimizan los efectos
colaterales sobre las células vecinas; en resumen,
se trata de una respuesta altamente polarizada.
Aunque la polarizacion de la respuesta efectora
se observa tanto en la secrecion de citoquinas
por células CD4" como en la secrecion de
factores liticos por células CD8" ') es en este
ultimo proceso donde los mecanismos de la
direccionalidad de la secrecion se han estudiado
en mayor profundidad.

La citotoxicidad celular estd mediada por
las células T citotoxicas (de ahora en adelante
CTLs) y las células natural killer (NK), que
constituyen una defensa fundamental contra
infecciones virales y contra la aparicion de células
tumorales ?% 2%, Ambos tipos celulares tienen
sistemas para reconocer células que requieren ser
eliminadas, unirse a ellas e inducir su destruccion.
Esto lo hacen a través de dos mecanismos
diferentes; en primer lugar, mediante la expresion
de las moléculas de la familia TNF FasL (CD178)
(244,270 v TRAIL ©* 28 que son reconocidos por
los llamados receptores de muerte en la célula
a eliminar. Estos receptores son Fas ©% %9 vy
TRAIL-R1 y TRAIL-R2 @729 respectivamente,
y su estimulacion inicia programas apoptoticos
al reclutar, a través de dominios FADD (Fas
Associated Death Domain), el complejo DISC,
que actia sobre pro-caspasa 8 y desencadena la
muerte celular °7. El otro mecanismo por el cual
los linfocitos pueden eliminar células consiste
en la secrecion de granulos liticos que inducen
la muerte de la célula diana. Nuestro trabajo se
centra principalmente en este tltimo mecanismo.
Introduciremos ~ brevemente  las  células
especializadas en este proceso, describiremos
como se desarrollan la secrecion de los granulos

24

y finalmente plantearemos los argumentos para
un posible papel de Ral en este proceso.

infocitos T citotoxicos y células
Natural Killer:

Los linfocitos T citotoxicos son
linfocitos CD8" diferenciados que identifican
especificamente a sus dianas mediante su TCR.
Este reconoce un péptido especifico presentado en
la célula diana en contexto del MHC de clase I **
219 Los linfocitos T adquieren esta especificidad
contra antigenos ajenos al organismo durante
su maduracion; cada una de estas células sufre
recombinacion somadtica de los genes que
codifican sus receptores (recombinacion VDJ) (145
197.235) "adquiriendo en tltima instancia un receptor
unico que reconoce especificamente un péptido
presentado en una molécula de MHC. El hecho
de que cada célula reordene independientemente
los genes que codifican su TCR confiere una
enorme diversidad al conjunto de células T
a la hora de reconocer antigenos. Solamente
prosperan las células capaces de reconocer un
péptido en contexto de MHC de clase I, en un
proceso que se conoce como seleccion positiva
242 Es importante ademdas evitar que estas
células se activen en respuesta a la presentacion
de antigenos propios, por lo que en el proceso
denominado seleccidon negativa se eliminan las
células autorreactivas %%,

Las células NK sin embargo, no poseen
un receptor especifico ni reorganizan los genes de
sus receptores para aumentar su variabilidad %,
en realidad, mas bien su actividad responde a un
balance entre sefiales que inhiben citotoxicidad
y otras que la inducen “”. Un ejemplo de
receptores inhibitorios serian los que reconocen
MHC de clase I, como las familias de CD94/
NKG2A, KIR (presente s6lo en humanos) o la de
Ly49 (presente solo en ratones) ©?. Las células
infectadas por virus o las células tumorales
frecuentemente disminuyen su expresion de
MHC-I en membrana %9; ante una célula de
este tipo, una célula NK recibiria una senal
inhibitoria menor y el equilibrio de senales se




desplazaria hacia la eliminacion de esta célula.
Ademas existen toda una serie de receptores
activadores o de combinaciones de receptores que
inducen citotoxicidad. Estos suelen reconocer
elementos que se expresan tras la infeccion de
ciertos virus, como Ly49H, que reconoce un
péptido de citomegalovirus . Otros reconocen
elementos que se expresan ectopicamente o en
mayor medida de lo normal, como las familias
de NKG2D, NKP46, NKp44 o NKp30 @59,
También existen receptores, como el receptor
de baja afinidad de IgG FcyRIIIA, o CD16, que
reconoce células recubiertas de anticuerpos, lo
que las identifica como células que requieren ser
eliminadas ©% %), Ademas de los receptores que
se consideran activadores, algunas moléculas
de superficie generalmente consideradas de
adhesion (como la al32 integrina LFA-1) o de
coestimulacion (como 2B4 o CD28) también
pueden desencadenar citotoxicidad % %Y Se
ha demostrado que la ausencia de LFA-1 lleva a
severos defectos en este proceso que incluso se
han asociado con inmunodeficiencias - 14

NCRs Receptores
de Fcy de
baja cb2
afinidad

sajes|n

Introduccion

La sinapsis inmunoldgica:

Pese a lo diferentes que pudieran parecer
los mecanismos de activacion de un CTL o de una
célulaNK, lamaquinariaquellevaalaeliminacién
de la célula diana es muy parecida en ambos
tipos celulares "°®. Al contactar, se establece
un macrocomplejo sefializador denominado
sinapsis inmunologica, que pone en marcha
los mecanismos intracelulares que llevan a la
eliminacion de la diana. En CTLs la estimulacion
del TCR provoca la fosforilacion en tirosinas de
unos motivos llamados ITAM (Inmunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif), que reclutan
una serie de moléculas sefializadoras que incluye
quinasas como ZAP70 e Itk y de la familia Src
como Lck, @, adaptadoras como LAT o SLP76
@)y GEFs como SOS " RasGRP ®” y Vav -
279 Ademas, se acumula Cdc42 activa y se inicia
polimerizaciéon de actina via WASP (Wiskott-
Aldrich Syndrome Protein), que estabiliza la
propia sinapsis .

La maquinaria de las células NK es mucho
mas variada, pero concluye en la activacion de

D

Rec. de moléculas
relacionadas con

IHlHCI B2
Integrinas

g
::':

n Motivo ITAM @

‘ Motivo YINM

U Motivo ITAM

Figura 18:

Receptores activadores de células NK humanas y cémo inician su transduccion de sefales:

La figura recapitula algunos miembros de las familias mas importantes de receptores activadores de las células
NK. A) Miembros de las familias de NCR (por Natural Cytotoxicity Receptor) y CDI16, que o bien contienen
ITAMs propios o se asocian con moléculas que los tienen, por lo que pueden sefalizar a través de Lck o Fyn.
B) Las moléculas de la familia CD2 como 2B4 o CD2, cuando se unen a sus ligandos, reclutan a SAP (Slam
Associated Protein), que a su vez atrae a Fyn. C) Receptores de moléculas relacionadas con el MHC. NKG2C
contiene motivos ITAM, mientras que NKG2D se asocia a Dapl0, que al igual que CD28, contiene un motivo
YINM que se fosforila en tirosinas y senaliza a través de Lck y PI3K. D) La 32 integrina LFA-1 es capaz de
sefalizar a través de SLP76, PKC, PLD y Ras, aunque los detalles moleculares permanecen oscuros.
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las mismas moléculas (Figura 18). Algunas
moléculas receptoras como CD16 se asocian a
elementos que contienen motivos ITAM, como
CD3C. Otras moléculas, como DAP12, se asocian
a otros receptores activadores de NKs y cuentan
con sus propios dominios ITAM . Por otro
lado, receptores de la familia SLAM como 2B4
acaban reclutando proteinas de la familia Src
como Fyn a través de SAP, que ademas también
parece inducir aumentos en la actividad de cdc42
a través de PAK (%, La relevancia de SAP es
en células NK enorme, ya que deficiencias en
esta proteina desencadenan inmunodeficiencias
muy severas como XLP (X-linked proliferative
syndrome) 1519 El receptor NKG2D por su
parte se asocia con DAP10, que cuenta con un
motivo YINM similar al de CD28, por el que
se recluta a PI3K y Lck 7. Vemos pues, que
el abanico de moléculas de sefializacién que se
ponen en marcha tras la activacion de receptores
activadores de células NK es similar al de las
células T cuando se estimula el TCR ©”. Por el
contrario, los receptores inhibitorios de las células
NK, suelen contar con dominios V/IxYxxL, o
ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition
Motif), que al fosforilarse reclutan la fosfatasa
SHP-1, que contribuye a inactivar la respuesta
39, Asi pues, lo que en suma acaba determinando
si un estimulo es activador o represor de la
citotoxicidad en una célula NK, no deja de ser
un balance entre reclutamiento de quinasas y
fosfatasas . En la Figura I8 resumimos las
rutas de sefializacién que se ponen en marcha en
las células NK©®?,

Se han observado diversas organizaciones
de las sinapsis inmunologicas segun el tipo
de células que estén interaccionando y seglin
su funcion. Existen sinapsis relativamente
poco organizadas y con multiples centros de
sefializacion, como parece ser el caso de los
timocitos durante la seleccion negativa ?*?, pero
por lo general suelen mostrar una agrupacion
y segregacion muy definidas de receptores,
moléculas de adhesion y proteinas senalizadoras.
La sinapsis inmunoldgica de las células liticas
es una estructura que define una zona muy
especifica donde los granulos seran secretados
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170 Esta estd organizada de la siguiente manera,
comun para cé¢lulas NK y CTLs: el receptor de
antigeno, moléculas asociadas como CD28 ©'y
CTLA4 @Y, correceptores 4" como CDS8 en el
caso de los CTLs, y los receptores activadores
en el caso de las células NK, forman el cSMAC
(central supramolecular activation cluster),
aproximadamente en el centro de la sinapsis.
Asociadas a esta estructura encontramos
moléculas sefializadoras como Lck y PKCHO
@40 Es importante sefialar que los receptores
inhibitorios en las células NK también forman
un ¢cSMAC 7. Alrededor del cSMAC se forma
un anillo de actina cortical, talina y moléculas
de adhesion, entre ellas LFA-1. Esta region se
denomina pSMAC (peripheral supramolecular
activation cluster) '®?. Finalmente, se habla de
un dSMAC, que constituye el lamelipodio que
contacta con la célula diana. Esté4 definido por una
region rica en CD45 ©¥, una familia de fosfatasas
(3% esenciales en la regulacion de la sefial del
TCR "*Y, En esta region también se ha descrito la
presencia de otra familia de fosfatasas, CD148, y
de la sialoforina CD43 73169,

Hasta este punto, la sinapsis de las
células liticas es similar a la de una célula CD4".
Sin embargo existen diferencias muy notables
(Figura 19); la sinapsis de células liticas, aparte
de los cSMAC y pSMAC, presenta un espacio
muy restringido libre de actina que permite el
acceso de los granulos a la membrana celular, en
el llamado dominio de secrecion. En este punto
se forman puentes entre la membrana de la célula
diana y la citotoxica, formando una hendidura
entre las dos. Es aqui especificamente donde se
secreta el contenido litico ¢*2*". Ademas de esta
gran diferencia con la sinapsis de una célula no
litica, a los CTLs y a las células NK les basta un
contacto relativamente transitorio (menos de 20
minutos) para secretar su contenido y eliminar a
sus dianas, mientras que una célula CD4" puede
mantener sus contactos durante 24 horas ?'.
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Figura 19:

La sinapsis inmunoldgica de células citoliticas:

A) Tipos de sinapsis inmunologica seglin su organizacion. Las sinapsis muestran regiones claramente
diferenciadas que se han denominado SMACs (por Supramolecular Activation Cluster). En rojo mostramos

el SMAC central o cSMAC, mientras que en verde mostramos el SMAC periférico o pPSMAC. En azul oscuro
se muestra el dominio secretor de las células liticas. La parte inferior del apartado indica el tipo de células que
realizan cada tipo de sinapsis. B) Estructura y composicion de la sinapsis citolitica. En este tipo de sinapsis, el
SMAC periférico, o pPSMAC, mantiene una zona libre de actina entre esta region y el SMAC central o cSMAC.
En esta region tan especifica, llamada dominio secretorio, es donde se concentran y anclan los granulos liticos
para ser secretados. El recuadro muestra las moléculas asociadas a cada una de las regiones que compone

este tipo de sinapsis. C) Imagenes de inmunofluorescencia donde se muestra una sinapsis litica; se observa

los granulos liticos, en azul, concentrarse y secretarse en un espacio muy concreto definido entre el cSMAC,
marcado con anticuerpo contra Lck, y el pPSMAC, marcado con anticuerpos contra LFA-1. El detalle de debajo

es una reconstruccion del plano definido entre la célula citolitica y su diana. Imagenes de microscopia confocal
de @47,

Los Granulos Liticos: en el lugar donde la célula litica y la diana estan

contactando. Estas vesiculas electrondensas, de

Pasamos ahora a describir los mecanismos por entre 700nm a Sym, en realidad son lisosomas
los cuales los granulos liticos inducen la muerte especializados, que ademds de su funcién en
de la c¢lula diana. La citotoxicidad mediada por trafico celular y degradacion de proteinas,
granulos es un proceso complejo, que requiere ¢l son capaces de secretar su contenido ©% %),
encadenamiento de una serie de eventos cuyo fin De hecho, en la membrana que los delimita se
ultimo es liberar el contenido de estos granulos pueden detectar marcadores lisosomales, como la
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proteina asociada a la membrana lisosomal 1y 2
(Lampl y 2) y CD63 @2, CTLs y NKs no son los
unicos tipos celulares con lisosomas modificados,
mastocitos y eosinofilos también tienen lisosomas
secretores %219, Otros tipos celulares, como las
células endoteliales y melanocitos, contienen
granulos que comparten biogénesis con lisosomas,
los cuerpos densos de Weibel-Palade y los
melanosomas, respectivamente 7?. Sin embargo
en estos dos casos, estos cuerpos relacionados
con los lisosomas no los llegan a sustituir
funcionalmente, sino que presentan funciones
especificas. Lo que convierte en caracteristico
a los grénulos liticos es su contenido, un
compendio de elementos que inducen la muerte
en la célula diana con una rapidez sorprendente,
pero que permancen inactivos mientras estan en
el granulo. Uno de los primeros elementos que
se identifico en este coctel letal es la citolisina
o perforina, una proteina con homologia con
el componente C9 del complemento **® que al
igual que éste, actia ensambldndose entre si y
formando poros en la célula diana. Las células
citoliticas sin perforina son incapaces de eliminar
a sus dianas ®”. Inicialmente se pensaba que estos
poros alteraban la permeabilidad de la célula
diana e inducian su necrosis !'¥; sin embargo,
las células diana mueren muy rapidamente y

se observa fragmentacion de su DNA, signo
de que algun elemento de los granulos esta
induciendo apoptosis. En realidad la funcion de
la perforina, pese a que sigue siendo motivo de
controversia, parece que consiste en facilitar la
entrada en la célula diana de unas serin esterasas,
las granzimas; éstas proteolizan gran cantidad de
elementos de la célula a eliminar, por ejemplo
de la ruta de las caspasas, a las que activan e
inducen asi apoptosis °?. Algunos experimentos
apuntan a que los granzimas se unen al receptor
de Manosa-6-fosfato (MPR) *”, son endocitados
y la perforina distorsiona la membrana endosomal
©7 de manera que las granzimas son liberadas
en la célula diana. Existen muchos tipos de
estas serin-esterasas en los granulos liticos
(A, B,C, D, E, F, G, H Ky M) con diferentes
dianas. Granzima B, por ejemplo, activa la ruta
de las caspasas actuando sobre Caspasa 3 ©© y
la DNAsa activada por caspasa (CAD), aunque
también degrada la matriz nuclear de lamina
y elimina sensores PARP de dafio al DNA 59,
Granzima A, por su parte, ademas de proteolizar
lamina e Histona H1, parece provocar cortes en
una de las cadenas del DNA. Existen otros otros
componentes caracteristicos de estos granulos,
que resumimos en la Tabla I:

Perforina Distorsiona la membrana de la célula diana y permite la
accion de las granzimas (90,238, 113)

Granzimas (A, B, C, Serin-Esterasas que proteolizan numerosos elementos de la

D,E,F, G, H, Ky M) | céluladiana, incluyendo elementos de la via de las caspasas.
(192, 97, 158, 189)

Granulisina Enzima citolitica frente a tumores y bacterias, pero cuyo
mecanismo aun esta por esclarecer (146),

Calreticulina Une calcio e inactiva la perforina, evitando autolisis 78),

Catepsina B Degrada la perforina desde la membrana de la célula

citotoxica, protegiéndola de la autolisis a4,

FLIP De Fas associated death domain Like interleukinlf3
converting Inhibitory Protein, evita la apoptosis inducida por
receptores de muerte interaccionando por ejemplo con Fas-L.

Impide la muerte de la célula litica (134),

Serpinas Inhibidores de proteasas que inhiben la accion de las
granzimas a1s),
Serglicina Proteoglicano de membrana resistente a serin esterasas y por
tanto a granzimas (180),
Tabla I:

Contenido de los granulos liticos y funcion de cada uno de sus componentes.
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Mecanismos de secrecion
de los granulos liticos:
A continuacion describiremos los detalles
de las vias que llevan a la correcta secrecion de
los granulos liticos. En la Figura 110 se muestran

los diferentes subprocesos necesarios para la
eliminacion de la célula diana.

Una vez ha contactado con la célula a
eliminar, la célula citolitica inicia la polarizacion
de toda su maquinaria secretora hacia la sinapsis.
Esto es esencial por dos razones. En primer
lugar, la perforina es un enzima muy inestable y
pierde actividad con mucha facilidad, por lo que

MTOC B Granulos liticos

Introduccion

es imprescindible que el ambiente de secrecion
sea reducido y muy controlado ??. De hecho, las
moléculas de adhesion de la sinapsis crean un
bolsillo hermético que facilita que el contenido de
los granulos no se disperse ?*”. La segunda razon
es que este mismo espacio hermético protege a la
célula litica de su propio contenido, porque alli se
concentran elementos del granulo que impiden la
accion litica de la perforina y las granzimas sobre
la membrana de la célula secretora y de las células
colindantes. La polarizacion de la maquinaria
secretora requiere por lo tanto polimerizacion de
actina mediada por Cdc42 y Racl @*®; se forma
un frente de avance (leading edge) en la sinapsis
y se estabiliza la union a través de integrinas que
se anclan al citoesqueleto de actina con ayuda

TCR/Receptores
Activadores

Célula

Célula

Diana
12]
8 >
v
>3 3
&3
gz Muerte
|
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. Rab27a
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Patologl’as activacion celular polarizacion de los  por anclaje deficiente. de eliminar a las células
granulos liticos. FLH por defectos en fusion diana.
causadas por a membrana plasmatica.
estos defectos Sindrome de Chediak-Higashi
por deficiente maduracion de
los grénulos liticos.
Figura 110:

Subprocesos requeridos para la eliminacion de una célula diana mediante granulos liticos:
En la parte superior de la figura esquematizamos los diversos eventos que llevan a la eficiente eliminacion de

la célula diana. Las imagenes del bloque inferior son inmunofluorescencias correspondientes a cada uno de los
pasos en el proceso citotoxico. La célula litica debe reconocer a una célula; identificarla como diana a través de
las sefiales emitidas a través del TCR o al equilibrio entre receptores activadores/inhibidores en una célula NK;
polarizar la maquinaria secretora; y finalmente, concentrar, anclar y secretar los granulos liticos en la sinapsis
inmunologica. Las imagenes de inmunofluorescencia han sido obtenidas de ¢*¥.
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de talina “». Ademas se capturan y estabilizan
los extremos + de los microtibulos. De esta
manera los microtibulos se anclan, y el MTOC
puede moverse en direccion a la zona de contacto
29, Otra proteina que podria estar implicada
en este proceso es WASP, que contribuye al
entrecruzamiento de la actina y también se
acumula en el la sinapsis, en el pSMAC; su
ausencia se traduce en menos polimerizacion
de actina en la sinapsis, y menos estabilidad de
esta, lo que culmina en una peor polarizacién de
la célula y defectos en la secrecion @192, Se ha
sugerido que esto puede ser regulado a través de
su efector WIP, que se encuentra en los granulos
liticos. De hecho, la eliminacién de WIP inhibe
dramaticamente la citotoxicidad “®. Aun asi,
algunos trabajos sugieren que el MTOC puede
viajar a la zona de contacto independientemente
de la actividad del citoesqueleto de actina “?, y
que el unico desencadenante que necesita es la
fosforilacion de ciertos ITAMs. Otro posible
participante en este complejo proceso es la
subunidad § delaproteinaadaptadoradel lisosoma
AP3, cuya funcién se asocia a la biogénesis de
los lisosomas. La ausencia de esta proteina se ha
asociado a Sindrome de Hermansky Pudlak tipo
II, que ademas de albinismo parcial y defectos
en la funcion plaquetaria, presenta células liticas
incapaces de polarizar los granulos y por tanto
severos defectos en citotoxicidad ©'- 259,

Aunque el mecanismo preciso que
desencadena los eventos de polarizaciéon no
esta claro en absoluto, existen publicaciones
que muestran la necesidad de acumulacién de
diacilglicerol en la zona de la sinapsis ?'” y de la
actividad de ERK2 ©%. También parece importante
la integracion de sefiales de los receptores que
estan induciendo la citotoxicidad; de hecho se ha
comprobado que la polarizacion y la secrecion
de granulos se regulan independientemente y un
proceso puede ocurrir sin que ocurra el otro, al
menos en células NK 1%, Por ejemplo, en células
NK preactivadas con IL2 la estimulacion de CD16
es suficiente para inducir degranulacion pero no
polarizacion del MTOC, a diferencia de LFA-1,
que no induce secrecion pero si la reubicacion del
MTOC ©9. Por lo tanto, para una citotoxicidad
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eficaz se requiere la colaboracion de senales que
induzcan polarizacion del MTOC y secrecion.

La relocalizacion del MTOC moviliza
toda la maquinaria secretora hacia la zona
de contacto, incluyendo el aparato de Golgi,
endosoma tardio, el endosoma de reciclaje y
los granulos liticos 7, aunque solamente estos
ultimos llegan a alcanzar lamembrana plasmatica;
los detalles de este transporte permanecen
oscuros, aunque algunos autores *°V sugieren que
Rab7, implicada en transporte de lisosomas en
células no liticas a través de su efector RILP ),
podria ser la responsable de este proceso. Se ha
observado también por microscopia electronica,
que los granulos liticos son transportados a la
zona de la sinapsis a través de los microtiibulos,
pero es el propio MTOC el que los orienta al
dominio de secrecion de manera independiente
de estos %

Una vez en la zona de la sinapsis, los
granulos se anclan y fusionan a la membrana,
secretando su contenido. La correcta
degranulacion requiere la interaccion de diversos
compartimentos intracelulares, ya que los
granulos de por si no son capaces de fusionarse a
lamembrana. Los granulos parecen ser defectivos
en determinadas moléculas que colaboran en
el anclaje y la fusion, y solo la interaccién con
otros compartimentos les permite adquirirlos. El
endosoma de reciclaje, por ejemplo, interacciona
con los granulos liticos e incorpora hMuncl3-
4 a estos 7 una proteina que facilita la accion
de complejos SNARE en el anclaje y la fusion
@b, El endosoma tardio, por su parte parece
proporcionar de la misma manera Rab27a, que
ha demostrado ser imprescindible en el anclaje
de los granulos a la membrana . La estricta
regulacion de este proceso es critica; de hecho
muchas inmunodeficiencias severas aparecen por
defectos en proteinas que median estos ultimos
pasos de la secrecion. Un ejemplo de esto es el
Sindrome de Griscelli 2, que aparece por ausencia
de Rab27a, o la linfohistiocitosis hemofagocitica
familiar (FHL) por defectos en hMunc13-4 ©9,

Aunque profundizaremos en los detalles




en el apartado de resultados, existen numerosas
sugerencias en la literatura de que Ral podria
estar regulando la citotoxicidad mediada por
granulos. En primer lugar, como hemos visto
previamente, Ral regula a través de varios de sus
efectores (como PLDI, RalBP1, filamina y el
exocisto) la reorganizacion del citoesqueleto de
actina en diversos sistemas. Esta reorganizacion
resulta imprescindible tanto para la formacion de
la sinapsis inmunoldgica y un conjugado estable
con la célula diana, como para generar el dominio
de secrecion. También hemos hablado de la
necesidad de polarizar la maquinaria secretora y
del correcto ensamblaje y fusion de los granulos
para que la lisis ocurra correctamente; Ral ha
demostrado ser critico en diferentes sistemas
de secrecion polarizada, como hemos explicado
con anterioridad. Asi pues, al inicio de este
trabajo contdbamos con abundantes evidencias
que nos indujeron a estudiar el papel de Ral en
la citotoxicidad celular mediada por granulos
liticos.
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Hipotesis y Objetivos

Hipotesis y Objetivos:

Papel de las GTPasas Ral en la funcion del los linfocitos T:

Las GTPasas Ral representan una de las tres rutas efectoras del oncogén Ras, junto con la de la
MAPK y la de PI3K. La senalizacion a través de Ras es esencial en el desarrollo de los linfocitos By T,
asi como en la respuesta de estas células ante la presentacion de un antigeno. Por este motivo teniamos
razones para suponer una funcion de las GTPasas Ral en la activacion de las células T a través de su
receptor de antigeno. Estructuramos nuestro estudio en funcion de los siguientes objetivos:

1. Estudio de la actividad y localizacion de Ral en linfocitos T.
2. Estudio in vitro de la activacion de linfocitos T en los que se ha modificado la actividad de
Ral.
3. Extrapolacion de los datos obtenidos al estudio del raton RalGDS”- :
a. Estudio general de las poblaciones del sistema inmune de estos animales.
b. Estudio de la activacion de linfocitos T RalGDS .

Las GTPasas Ral en citotoxicidad celular:

Para que la funcion de los linfocitos B y T sea eficiente se requiere que sus respuestas sean
direccionales y polarizadas, y que se localicen especificamente en la zona de contacto entre el linfocito
y su célula presentadora de antigeno. Un claro ejemplo de esto son las células citotoxicas como los CTLs
y las células NK, que so6lo son capaces de inducir lisis eficientemente en la célula diana si sus granulos
liticos se secretan en la zona de la sinapsis inmunoldgica. Debido a que las GTPasas Ral controlan
procesos de trafico vesicular y secrecion polarizada en diversos sistemas, quisimos comprobar si estas
proteinas regulaban la secrecion de granulos liticos en células citotdxicas. Para confirmar la validez
de esta hipodtesis utilizamos distintas aproximaciones experimentales que nos permitieron abordar los
siguientes objetivos:

1. Estudio de la actividad de Ral en células con capacidad citolitica.
Estudio de la localizacion de Ral en células liticas.

3. Efecto de la disminucion de los niveles de Ral en la capacidad citotoxica de una linea de
células NK.

4. Analisis de los mecanismos moleculares que llevan a los posibles defectos observados.
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Materiales y Métodos:

Cultivo celular:

Las células de linfoma CD4" Jurkat y las

células Raji se cultivaron en DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) (Lonza) + 10% FBS,
20mM Glutamina ImM Hepes y 100U/ml
Penicilina/Streptomicina.
La linea tumoral YTS, derivada de un linfoma
NK, y la linea B-linfoblastoide 721.221, carente
de HLA-I, fueron cultivadas en RPMI (Lonza)
suplementado con 10% FBS. Las células
Schneider de Drosophila SC2-B7.1/ICAMI1
y SC2-ICAM.1 ©9 Jas mantuvimos en medio
Schneider, con 2mM de L-Glutamina y 10%FBS.
La expresion de los ligandos transfectados se
indujo mediante incubacién durante 24h con 1
mM CuSO4.

Los linfocitos T CD8" de raton OT-1
fueron extraidos de bazos de ratones OT-1 '®
que fueron disgregados y se les lis6 los eritrocitos
con tampon hipoténico (NH,CI 8,3 gr/l, Tris Base
20,6gr/1, pH 7.2). Los linfocitos CD8" positivos
fueron aislados por seleccion negativa con Dyna-
beads cubiertas de estreptavidina (Invitrogen)
acopladas a anticuerpos biotinilados contra Grl,
CD4 y B220 (ver tabla de anticuerpos).

Generamos linfocitos T citotdxicos de
raton (mCTLs) especificos contra OVA incubando
esplenocitos de ratones OT1 con esplenocitos
pretratados con mitomicina (SIGMA, 1 mg/
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ml durante 90 min) y preincubados con 1pg/
ml de péptido OT-1 (SIINFEKL). A las 24h
se suplemento el cultivo con 100U/ml de IL2
que se repuso cada dia durante un periodo de
diferenciacion de 6 dias.

Las mediciones de la celularidad se
realizaron mediante un contador CasyCounter
(Roche Innovatis) siguiendo las especificaciones
del fabricante.

Activacion celular:

Antes de ser activadas, las células mCTL
y las YTS se deprivaron de suero (2horas) en
RPMI con BSA libre de endotoxina (SIGMA) al
0.1%. Las células Jurkat se deprivaron en DMEM
con BSA libre de endotoxina (SIGMA) al 0.1%.

Para activar las células YTS con células
Schneider de Drosophila SC2, las incubamos junto
a SC2-B7.1/ICAM o SC2-ICAM en proporcioén
1:1, en un bano a 37°C durante los tiempos
indicados. Inmediatamente antes de introducir las
muestras en el bafio, se centrifugaron (30s, 4°C,
500rpm) para facilitar la interaccion. Para activar
las células YT con anticuerpos contra CD28
humano, tras la deprivacion de suero las células
se incubaron con este anticuerpo (1pg/ml, 4°C,
20min) y se lavaron abundantemente con RPMI
sin suero y frio. A continuacion se procedi6 al
entrecruzamiento de los anticuerpos con anti-IgG
de hamster armenio y sirio (1ug/ml) durante los
tiempos indicados a 37°C.

En el caso de las activaciones utilizando
inhibidores de PI3K o PLC, las células YT se
deprivaron normalmente y a continuacion se
incubaron con 20puM LY 294002 (Sigma Aldrich),
10uM de U73221 (cedido generosamente por
el laboratorio de Isabel Mérida), o el volumen
equivalente de DMSO como control de disolvente
(30min, 37°C). Tras esta incubacion se lavé las
células con RPMI sin suero y se procedi6 a la
activacion como se ha indicado anteriormente.

Los ensayos de activacion de células YT
con células linfoblastoides 721.221 se realizaron
deprivando ambos tipos celulares de suero en
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medio RPMI con BSA libre de endotoxina
(SIGMA) al 0.1%. Para los experimentos
usando células 721.221 fijadas, previamente a la
activacion se centrifugaron las células 721.221,
se incubaron con PFA (4%, Sminutos) y se
lavaron abundantemente con RPMI sin suero. A
continuacion se incubd ambos tipos celulares en
proporciéon 1:1, en un bafio a 37°C durante los
tiempos indicados. En este caso las muestras
también se centrifugaron brevemente (30s, 4°C,
500rpm) antes de introducirlas en el bafio.

Las células Jurkat se activaron de diversas
maneras; para su activacion con anticuerpos
se incubaron con anticuerpo anti-hCD3e (clon
UCHTI, 1pg/ml, 20min, 4°C) o con éste junto a
anticuerpo anti-hCD28 (0.5pg/ml); para inducir
entrecruzamiento de receptores se incubaron
las células a 37°C con anticuerpo anti-IgG de
raton (1pg/ml) durante los tiempos sefalados.
La activacion con PMA o ionomicina se realizo
afiadiendo 50nM y 1uM respectivamente e
incubando las células en un bafio a 37°C los
tiempos indicados.

Los CTLs se activaron mediante
incubacién con anticuerpo anti-mCD3e (1pg/ml,
20min, 4°C) y posterior entrecruzamiento con
anti-IgG de hamster armenio y sirio (1pg/ml)
durante los tiempos indicados a 37°C.

Tras la activacion, las células se lavaron
con PBS frio y se lisaron como se describe a
continuacion.

Experimentos de Pull-down de Ral e

inmunoprecipitacion:

Para los ensayos de pull-down de Ral se
lisaron las células durante 20min en PBS con 1%
Triton-X 100, 5 mM NaF, 1 mM NaVO4, 1 mM
PMSF, 1 mg/ml aprotinina y 1 mg/ml leupeptina
(30min, 4°C). Se incub6 500ug de la proteina
resultante con esferas de agarosa recubiertas
de glutation (GE-Healthcare) conjugadas con
GST-RalBP1 RBD #9(1h, 4°C). A continuacion
lavamos las esferas con el tampon de lisis descrito
antes y dos veces con 25 mM TrisHCI (pH=7.2);
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finalmente las muestras se prepararon para
analisis por Western Blot, en el que utilizamos
anticuerpos contra RalA (BD Biosciences) o
RalB (Upstate).

Los ensayos de pull-down de Ras se
llevaron a cabo de manera andloga, con la inica
diferenciade que las esferas de agarosarecubiertas
de glutation fueron conjugadas a GST-Raf RBD

Las muestras destinadas a
inmunoprecipitacion se lisaron con 20mM
TrisHCI pH 7.5, 200mM NaCl, 0.1mM DTT,
1% Triton X100 y 10% glicerol (30min, 4°).
Se utiliz6 500mg del extracto de proteina por
punto, e inmunoprecipitamos con 2ug de los
anticuerpos indicados y esferas de sefarosa
acopladas a Proteina A (GE-Healthcare ) (4h,
4°C). Tras esto se lavaron las muestras una vez
con tampodn de lisis y tres con S0mM TrisHCI pH
7.5, se hirvieron y analizaron por Western Blot
con los anticuerpos utilizados.

Electroporacion y nucleofeccion:

Para la electroporacion de células Jurkat
se recogieron 12 x 10e6 de éstas y se lavaron con
DMEM sin suero. Se resuspendieron en 400l
de éste medio y se les afiadi6é 20pg del DNA de
interés. Se traslado la mezcla a una cubeta de
electroporacion de 0.4mm y se electroporaron a
975uFay 270V mediante un Biorad Gene Pulser
I1. Cada punto se resuspendid a continuacion en
10ml de DMEM completo y se dejo reposar las
células 48h antes del experimento.

Introdujimos los siRNA en células
YTS mediante nucleofeccion, utilizando el
Amaxa Nucleofector System (Lonza), el kit de
nucleofeccion de linfocitos humanos (Lonza)
y el programa predefinido U-14. Seguimos
el protocolo recomendado por el fabricante,
que describimos brevemente: para cada punto
recogimos 5 x 10° células YTS, las lavamos con
RPMI sin suero y las resuspendimos en 100ul
del tampdn de nucleofeccion, al que anadimos el
siRNA de interés (3pg de siRalA, 10pg de siRalB
y siSec5). A continuacion se nucleofectaron en
las cubetas proporcionadas por el fabricante, se




resuspendieron en 1ml de RPMI completo y se
dejaron reposar 24h a 37°C, momento en el que
anadimos otros4ml de RPMI. Los experimentos se
llevaron a cabo 48h después de la transfeccion.

Pldasmidos y construcciones:

Para el clonaje de las diversas variantes
mutantes de RalA y RalB en pEGFP-BOS,
partimos de las proteinas silvestres clonadas en
el vector pRKS. Se utiliz6 un kit de mutagénesis
dirigida, el Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene), para inducir las mutaciones 28N y
72L en RalA, y 28Ny 23V en RalB. Los vectores
con las variantes de RalA fueron digeridos con
EcoRI (New England Biolabs) y Smal (New
England Biolabs). Para estos insertos el vector
pEGFP-BOS fue digerido con HindIIl (New
England Biolabs), rellenado con la polimerasa
Klenow (New England Biolabs) y digerido
nuevamente con EcoRI. Los insertos se ligaron
en el vector abierto mediante T4 DNA ligasa
(New England Biolabs). Los insertos de RalB
se extrajeron de pRKS5 digiriendo previamente
con HindlIII, rellenando con Klenow y digiriendo
nnuevamente con EcoRI. En este caso, previo a
la ligacién con T4 DNA ligasa, se abri6 el vector
pEGFP-BOS con Xbal y se rellen6 el extremo
cohesivo con Klenow.

SiIRNA y shRNA:

Se utilizaron los siguientes siRNAs
sintéticos (Dharmacon): RalA, RalB y Sec5,
cuyas secuencias se muestran en la tabla siRNA.

Las lineas de YTS que expresaban
establemente shRNAs contra RalA o RalB se
generaron por infeccion con vectores lentivirales
(pLKO.1-puro, Sigma Aldrich) que codifican los
shRNAs RalA1, RalA2, RalB1 y RalB2, cuyas
secuencias se muestran en la tabla shRNA.

Tras la infeccidon, las células que
expresaban la construccion fueron seleccionadas
con 2pg/ml de puromicina (SIGMA).

Citometria de Flujo:
Para los analisis poblacionales de bazos
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y nodulos linfaticos de raton se sacrifico a los
animales y se les diseccionaron los mencionados
organos, se disgregaron y se le lisaron los
eritrocitos mediante un tampon hipotdnico
(NHA4Cl1 8,3 gr/l, Tris Base 20,6gr/l, pH 7.2).
Para cada tincion de citometria se utilizaron 10e6
células, se concentraron en el fondo del pocillo
y se tifieron con anticuerpos especificos (ver
tabla) conjugados con fluor6foros, disueltos en
PBS +5mM EDTA, 0.5% BSA ala concentracion
recomendada por nuestro servicio de citometria.
Las muestras se analizaron mediante un citdmetro
XL Four Color Cytometer (Beckman Coulter).

Inmunofluorescencia:

Se plaquearon las células en cubreobjetos
pretratados con poli-L-lisina (10min, 37°) y se
fijaron con metanol al 100° preenfriado a -20°C.
Se bloque6 las muestras con PBS + 0.5% BSA
+ 0.1% TX-100, 10% suero de cabra inactivado
(30°, RT).

Las tinciones se realizaron con los
anticuerpos primarios indicados; a continuacion
se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados
a fluorocromos (ver tabla anticuerpos). Se
lavo los cubreobjetos con PBS y se montaron
en portaobjetos con PBS + 50% glicerol. Las
muestras se analizaron con un microscopio
confocal Olympus FlowView.

Induccion de contactos en células
Jurkat:

Previamente al experimento se cargaron
células Raji con el superantigeno SEE (Ing/
ml, Toxin Technology) en combinacién con el
colorante vital CMAC (1ul/ml) durante 1ha37°C.
A continuacion se lavaron las células 2 veces con
DMEM completo. Las células presentadoras
se marcaron incubandolas  previamente
con el colorante vital CMAC siguiendo las
especificaciones del fabricante.

Se incubaron 5 x 10° células Jurkat en
proporcion 1:1 con células Raji cargadas o no
con SEE (15min, 37°C). Finalmente las células
se plaquearon en cubreobjetos como se describe
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en el apartado anterior.

Ensayos de conjugacion, degranulacion

y polarizacion en células YTS:

En los ensayos de conjugacion se tifio
células YTS con el colorante verde PKH67
Green Fluorescent Cell Linker (Sigma-Aldrich),
y las 721.221 con el colorante rojo PKH26 Red
Fluorescent Cell Linker (Sigma-Aldrich), segiin
las especificaciones del fabricante. Se incubaron
las células YTS y 721.221 en una proporcion de
1:2 durante diferentes periodos de tiempo, tras los
cuales se fijaron las células con paraformaldehido
al 4%. Las muestras se analizaron por FACS,
donde se cuantific6 como conjugados los eventos
positivos para verde y rojo. El porcentaje de
conjugacion se evalud como [(YTS conjugadas/
YTS totales)x100].

Enlos ensayos de degranulacion se tifieron
las células YTS con PKH26 y se incubaron en una
proporcion de 1:2 en presencia de 4nM monensin
y anticuerpo anti- CD107a (BD Pharmingen)
humano o un control de isotipo. Las muestras se
analizaron por citometria de flujo.

La polarizacion de la maquinaria secretora
se analiz6 incubando células YTS con 721.221
en proporcion de 1:4 durante 15min a 37°C. A
continuacion se prepararon los cubreobjetos como
se ha descrito anteriormente. Los contactos fueron
analizados y cuantificados con un microscopio
confocal Olympus Fluoview.

Ensayos de Citotoxicidad:

En los ensayos de Alamar Blue % se
incubaron 5 x 10° células 721.221 con diferentes
proporciones de células YTS, en RPMI + 10%
Alamar blue (Invitrogen) (16h, 37°C). Las
muestras se analizaron mediante un CytoFluor
2350 (Millipore), utilizando una longitud de onda
de excitacion de 530nm y leyendo a una longitud
de onda de 590nm. El porcentaje de citotoxicidad
especifica se calculd como:

[(Células 721.221 en reposo) [(Células
YTS + Células 721.221) — (Células YTS en
reposo)]]x100/ (Células 721.221 en reposo) 1.
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Lineas de ratones:

Los ratones RalGDS™ fueron disefiados
por Ana Gonzalez Garcia en el laboratorio de
Chris Marshall 199,

La linea de ratones transgénicos del TCR
OT1 fueron proporcionados gentilmente por el
laboratorio de Carlos Ardavin.

Todos los experimentos con ratones se
realizaron en conformidad con todas las guias
nacionales y europeas, y con la aprobacion del
Comité de Etica Animal del Centro Nacional de
Biotecnologia.

PCR Cuantitativa:

Se obtuvo RNA mensajero de las células
indicadas por centrifugacion y purificacion del
mRNA mediante el kit de purificacion RNeasy
Protect (Quiagen). El ADN copia se obtiene
mediante retrotranscripcion con el kit de Applied
Biosystems “High Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit”, siguiendo el protocolo
dictado. El anélisis de PCR cuantitativa se realiza
con oligonucleotidos especificos para cada caso,
empleando la sonda SYBR® Green y el kit
“Fluocycle SYBR©O Green mix for real-time
PCR”, de EuroClone—Genycell. La PCR se
hizo con ABI PRISM 7900HT de Applied
Biosystems, software SDS v2.2.2, con las
siguientes condiciones: 10° a 95°C, y 40 ciclos
de 157 a 95°C y 60” a 60°C. En todos los casos
los resultados se refieren al gen ubicuo 18S y a
la actina.

Los cebadores utilizados para la PCR
cuantitativa se muestran en la zabla QPCR:

Cuantificaciones y Andlisis estadistico:
Las bandas en los Western Blot se
cuantificaron utilizando el software Imagen
(Wayne Rasband, NIH) para medir la intensidad
media de un area determinada.
Se realizd un test t de Student de dos colas
utilizando GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software). A menos que se indique lo contrario,
los datos muestran las medias + SD. Se considero
estadisticamente significativo un valor de




Tablas Anticuerpos:

WESTERN BLOT

Métodos @

RalA BD Biosciences Monoclonal Ratén
RalB Upstate Monoclonal Ratén
B-actina Cell Signaling Monoclonal Ratén
Pan-Ras Oncogene Research P. Monoclonal Ratén
pERK Cell Signaling Policlonal Conejo
ERK Cell Signaling Policlonal Conejo
pAKT Cell Signaling Monoclonal Ratén
AKT Cell Signaling Monoclonal Ratén
Perforina Kamiya Biomedical Monoclonal Rata
Sech Proteintech Conejo

Sec8 BD Biosciences Monoclonal Ratén
Sec10 AbCam Conejo
INMUNOFLUORESCENCIA

RalA BD Biosciences Monoclonal Ratén
RalB Upstate Monoclonal Ratén
Perforina Kamiya Biomedical Monoclonal Rata
pERK Cell Signaling Policlonal Conejo
o-tubulina Calbiochem (DM1A) Monoclonal Ratén
Rab11 Cell Signaling Polclonal Conejo
Rab11 BD Pharmingen Monoclonal Ratén
CD107b (Lamp2) AbCam Policlonal Conejo

IgG de Ratén - Cy3

Jackson Immunotech

Policlonal Cabra

IgG de Conejo-Alexa488

Molecular Probes

Policlonal Cabra

IgG de Rata - Biotina

Jackson Immunotech

Policlonal Raton

IgG de Rata - Cy5

Jackson Immunotech

Policlonal Raton

IgG de Rata - Cy3

Jackson Immunotech

Policlonal Raton

Estreptavidina - Cy5

Jackson Immunotech

IgG de Conejo - Cy3

Jackson Immunotech

Policlonal Cabra

ACTIVACION CELULAR

a-tubulina Calbiochem (DM1A) Monoclonal Ratén
mCD3e BD Pharmingen Hamster Armenio
mCD28 BD Pharmingen Hamster Sirio
hCD3e OKT3 eBiosciences Monoclonal Ratén
hCD3e UCHT1 BD Pharmingen Monoclonal Ratén
IgG Ratén Jackson Immunotech Policlonal Cabra

IgG de Hamster Sirio y Armenio

BD Pharmingen

Policlonal
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mCD3e BD Biosciences 145-2C11
mCD4 Pharmingen 6K1.5
mCD8 Pharmingen 53-5.8
mB220 Beckman Coulter RA3-6B2
mCD69 Pharmingen H1.2F3
mCD25 Pharmingen /D4
mCD44 Pharmingen IM7
mCD62L Pharmingen MEL-14
mGril Pharmingen RB6-8C5
mCD11b Pharmingen M1/70
mF480 Ebiosciences BMS8
mIgM Beckman Coulter 11E10
mCD21 Pharmingen 766
mCD23 Pharmingen B3B4
mIgD Pharmingen IA62
hCD56PE Immunotech N901
hCD11aFITC Immunotech 2531
hCD8O0OFITC Immunotech MAB104
hCD28PE Beckman coulter CD28.2
hCD54FITC Immunotech 84H10
hCD69PE Immunotech TPI 553
Va2 Pharmingen B20.1
avidina-SPRD Beckman Coulter

CD107a-FITC BD Pharmingen H4A3

Tablas Oligonucleotidos:

siRNA

RalA G.A.C.A.G.G.U.UU.CUG.UA.GAAGA.AT.dT

RalB G.G.U.G.A.U.C.AUG.G.UU.G.G.CA.G.CATdT

Sec5 G.G.U.C.G.G.AAAGA.CAAG.G.CAGAUATAT

QPCR

hRalA - left [TGTGTCACCATTGTGTGGTGT

hRalA-right | TGAAATTATGTCCCCAAGTAGCA

hRalB - left [CCATCCTTCGTTTTGAACTACA

hRalB-right | GGGAGGGCATCTTACTCCAC

shRNA

RalAl CCGGCGAGCTAATGTTGACAAGGTACTCGAGTACCTTGTCAACATTAGCTCGTTTTT
RalA2 CCGGCGATGAGTTTGTGGAGGACTACTCGAGTAGTCCTCCACAAACTCATCGTTTTT
RalB1 CCGGCAAGGTGTTCTTTGACCTAATCTCGAGATTAGGTCAAAGAACACCTTGTTTTTG
RalB2 CCGGCCTTTACAGCAACTGCCGAATCTCGAGATTCGGCAGTTGCTGTAAAGGTTTTTG
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Resultados

1. Papel de las GTPasas Ral en la funcion
de los linfocitos T:

Ral se activa en linfocitos T en
respuesta a la estimulacion del TCR.

Para estudiar la funcion de Ral en las
células T utilizamos una linea celular que nos
permitié una aproximacion sencilla, las células
Jurkat, una linea CD4" inmortalizada derivada
de un linfoma T %Y, Estas células se transfectan
facilmente, lo que nos permite el estudio de Ral
mediante la introduccion de mutantes y RNAs de

Resultados

interferencia.

El receptor de antigeno de las células T
pone en marcha numerosas vias de sefializacion,
muchas de las cuales podrian estar potencialmente
reguladas por la accion de Ral. Para comprobar
si en células Jurkat Ral se activa en respuesta
a la estimulacion del TCR, las incubamos con
anticuerpos contra la subunidad CD3e de este
receptor, s6lo 0 en combinacion con un anticuerpo
anti-CD28, receptor necesario paraunaactivacion
completa de los linfocitos T. A continuacion
analizamos la fraccion activa de Ral mediante
ensayos de pulldown, utilizando como cebo el
dominio de unioén a Ral de su molécula efectora
RalBP1 unida a GST @, RalBP1 tnicamente
se une a Ral-GTP, asi que al purificar RalBP1-
GST arrastraremos solamente Ral activo. En la

Figura RI:

Las GTP-asas Ral se activan en respuesta
a estimulos inductores de citotoxicidad
celular:

(A) Estimulamos células Jurkat durante
los tiempos indicados con anticuerpos
anti-hCD3¢ (1ug/ml) o una combinacion
de anti-hCD3e y anti-hCD28, y a
continuacion con lug/ml de anticuerpo

A 4CD3 z%Dng ) an'ti' IgG de raton. Lisamos las Céhﬂ%’lS y
03 7 15 03 7 15 ez utlllzamo§ 500pg del extracto protelcf)
g2 de estos lisados para detectar la fraccion
RalA-GTP . — e 2R'C o opg activa de Ral mediante ensayos de
P ——— €5 | —o—cpsicpes  pulldown utilizando RalBP1-GST como
5 7 15 cebador, seguidos de Western Blot usando
B aCD3 y 4 anticuerpos contra Ral‘A. Mf)stramos
aCD3 aCD28 3 a la derecha una cuantificacion de la
03 715 0 3 7 15 B z, intensidad de la §eﬁal corrgspopdiente
Ras-GTP T R § E a RalGTP, en unidades arbltrar'las. Los
8wt valores corresponden a la media +DE
o de 3 experimentos. (B) Incubamos
C D 0 7o lisados de células sometidas a la misma
PMA 50nM lonomicina 1uM activacion que en el apartado anterior,
0o 3 7 15 0o 3 7 15 con Raf-GST, para detectar la fraccion
RIAGTP B RalA-GTP i activa de Ras. La cuantificacion de la
Ralh  aese I ——— derecha se realizo de la misma manera
que en el anterior apartado. (C y D)
2 2 Realizamos estimulaciones de células
] E] Jurkat con 50nM de PMA y lug de
§51 85 1 ionomicina, respectivamente. Los lisados
g8 g& se sometieron a ensayos de pulldown y
o 0 se cuantificaron como en los apartados
0 3 5 7 15 0 3 5

anteriores.




Figura R1A4 observamos un fuerte incremento de
RalGTP cuando estimulamos células Jurkat con
anti-CD3¢e o con la combinacion de anti-CD3e/
CD28. La estimulacion completa induce una
sefial mas fuerte, y rapida, mientras que cuando
utilizamos sélo anti-CD3e RalA parece inducirse
ligeramente mas tarde. Esta induccion de la
actividad de Ral correlaciona con el incremento
de la fraccion unida a GTP de la GTPasa Ras (Fig
R1 B), medida a través de su union a Raf-GST.
Esto sugiere, teniendo en cuenta la literatura, que
Ras podria ser, al menos en parte, responsable de
la activacion de Ral en este modelo, como ocurre
en lineas de linfocitos B ¢,

Los niveles de Ras GTP en linfocitos
T estan regulados por dos vias mayoritarias, la
accion de su GEF SOS, que se recluta al complejo
sefializador del TCR a través de SLP76 y Grb2
@3 18,178y otro GEF, RasGRP que se activa
por unién al segundo mensajero DAG ®0 76220
Este DAG proviene de la accion de fosfolipasas
como PLCyl en la membrana, que libera DAG
e IP, ). Publicaciones recientes apoyan que,
aunque ambas rutas son necesarias, la activacion
mayoritaria de Ras en linfocitos T podria ser
a través de RasGRP ?*, por lo que quisimos
comprobar si esta fraccion de Ras activo era capaz
de inducir un aumento de RalGTP. Para examinar
esta posibilidad incubamos células Jurkat con
un éster de forbol andlogo al DAG, el PMA
(del inglés Phorbol 12-myristate 13-acetate) y
observamos una rapida y sostenida activacion
de Ral (Fig RIC), de una intensidad parecida
a la obtenida tras la estimulacion del TCR con
anticuerpos especificos. La PLCy también genera
IP, , que induce la liberacion de los reservorios
del calcio intracelular, y en lineas de células
B ya se ha demostrado que este Ca*" provoca
que Ral se active. Examinamos si esto también
sucedia en células Jurkat cuando las incubamos
con ionomicina (Fig RID), un iondforo que
aumenta las concentraciones intracelulares de
Ca?". En estas condiciones detectamos también
un incremento de RalGTP, aunque menos notable
que lo que habiamos observado con otros tipos de
estimulacion. En conjunto, estos datos muestran
que la estimulacion del TCR provoca un aumento
en la actividad de Ral a través de varias vias, con
lo cual es razonable pensar que esta proteina
juega un papel relevante en la sefializacion de las
células T.
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Ral se concentra en la zona de
contacto entre linfocito T:APC

durante la presentacion antigénica.

Las GTPasas Ral se encuentran
generalmente asociadas a membranas, tanto a la
plasmatica como a membranas vesiculares. Es
en estas membranas donde son activadas por sus
GEF y donde reclutan a sus efectores para ejercer
sus funciones. Quisimos analizar la localizacion
deRalencélulas T, paralo cual utilizamos técnicas
de microscopia confocal. Incubamos células
Jurkat con células de la linea linfoblastoide Raji,
presentando o no en membrana la enterotoxina
de Staphylococcus aureus SEE, un superantigeno
que induce una fuerte estimulacion en las células
Jurkat cuando se les presenta por una APC. Estas
células se tifieron con anticuerpos contra RalA 'y
fosfo-ERK1/2 (Fig R2A). Utilizamos este tltimo
anticuerpo porque la fosforilacion de ERK en la
zona de contacto es sefial de que la plataforma de
sefalizacion que arranca del TCR est4 en marcha,
y por tanto la sinapsis es efectiva. En células
Jurkat aisladas observamos que Ral se encuentra
mayoritariamente tanto en la membrana celular
como en el citoplasma, con un patrén punteado
que sugiere vesiculas intracelulares (panel
superior). Cuando una célula Jurkat contacta
con una célula Raji que no estd presentando
SEE, el patron de distribucion de Ral no parece
cambiar ostensiblemente. Ahora bien, cuando
las células Raji han sido preincubadas con el
superantigeno, RalA se transloca a la membrana
plasmatica en la interfase entre la célula Jurkat
y la célula presentadora. Lo mismo ocurre con
RalB (Fig R2A, panel inferior), que también se
relocaliza a la misma zona. Esta relocalizacion
no parece ser solamente una cuestion propia
de células Jurkat ni de células CD4+, puesto
que realizamos la misma tincién con linfocitos
primarios de ratones transgénicos OT1, que
sobrexpresan la variante del TCR Va2p5. Este
TCR reconoce especificamente un péptido de
ovoalbimina presentado en el contexto de MHC-
I M®. Preincubamos células B murinas con el
péptido de OVA SIINFEKL y las expusimos a
células CD8" de ratones OT1, y como podemos
comprobar en el apartado B de la Figura R2, los
resultados de la tincion de RalA son similares a
los obtenidos en células Jurkat. Por lo tanto, la
induccion del TCR no sélo estimula la actividad
de Ral sino que lo recluta a la membrana para
ejecutar ahi sus funciones, concretamente a la




RalA

pERK

Superposicion Transmitida

Jurkat

Jurkat +
Raiji
sin SEE

Jurkat +
Raiji
con SEE

Jurkat +
Raji
con SEE

Figura R2:

Linfocito T +
Presentadora

Linfocito T +
Presentadora
cargada con

Resultados

pERK

RalA Superposiciéon Transmitida

Linfocito T
OTH1

sin cargar

SIINFEKL

RalA v B se encuentran en la membrana plasmatica y en vesiculas intracelulares, pero se relocalizan a la zona

de contacto en respuesta a la estimulacion del TCR:

Analizamos la localizacion de las GTPasas Ral mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos
especificos de las isoformas de Ral y anticuerpos contra fosfo-ERK. Las células presentadoras se identificaron
incubandolas previamente con el colorante vital CMAC siguiendo las especificaciones del fabricante, y estan
marcadas con (¥). (A) Se incubaron células Jurkat solas, con células Raji, o con células Raji preincubadas

con SEE (Ing, 1h 37°C). En los paneles superiores se utiliz6 anticuerpos contra RalA, mientras que el panel
inferior corresponde a anticuerpos contra RalB. (B) Se incubaron células CD8* de ratones OTI solas, con
esplenocitos totales, y con esplenocitos totales preincubados con el péptido OT1 (lug/ml, 1h, 37°C) y se

tifieron con anticuerpos contra RalA y fosfo-ERK.

zona de la sinapsis inmunoldgica.

Las alteraciones en los niveles y en
la actividad de RalA y B modifican

la expresion del marcador de
activacion CD69.

El aumento de la fraccion de Ral unida
a GTP y su relocalizacion tras la estimulacion
del TCR nos indujo a hipotetizar que Ral podria
estar participando en la transduccion de senales
que llevan a la correcta activacion de una célula
T. La actividad de Ral ha sido relacionada con la
expresion de diversos factores de transcripcion,
algunos de ellos relevantes en la activacion y
proliferacion de estas células, como NFAT, AP-1
y NFKB (69, 114, 234).

Para comprobar de manera sencilla si la
alteracionenlaactividaddeRal pudierainfluirenla
correcta activacion de las células T, transfectamos
células Jurkat con diferentes variantes de RalA o
RalB. Utilizamos para este experimento proteinas
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silvestres (que denominaremos RalAWT vy
RalBWT), los dominantes negativos RalA28N
y RalB28N, unas variantes que se unen a sus
GEF pero son incapaces de unirse a sus efectores
®9y los mutantes activos RalA72L y RalB23V,
cuyo bolsillo catalitico estd mutado y no pueden
hidrolizar GTP, con lo que se encuentran
siempre en la conformacién activa ©®. Una vez
transfectadas, estimulamos las células Jurkat con
anticuerpos anti-CD3¢ y medimos por citometria
de flujo la expresion del marcador de activacion
temprana CD69. CD69 es una lectina que apenas
seexpresaen linfocitosnoactivados, y que aparece
en la membrana plasmatica muy rapidamente
tras la estimulacion del TCR “®. Su expresion,
ademas, se regula principalmente por jun/jun o
jun/fos, es decir, AP-1 “” y por miembros de la
familiad de NFxB ® ambos putativamente bajo
regulacion de Ral, como hemos comentado.

En la Figura R3 A y B observamos los
niveles de CD69 en células Jurkat transfectadas
con estos mutantes de Ral antes y después de
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estimularlas. Cuando examinamos las células
que expresan un plasmido vacio (pEGFP-
BOS, basado en “8Y) en condiciones basales
observamos muy pocas cé€lulas positivas para
este marcador; sin embargo, cuando estimulamos
las células con anticuerpos contra CD3e vemos
como las células Jurkat pasan a expresar CD69 en
la membrana plasmatica. La introduccion de las
variantes activas tanto de RalA (RalA72L) como
de RalB (RalB23V) sin embargo, incrementa
significativamente los niveles basales de CD69,
aunque los niveles de expresion no se acrecienten
excesivamente tras la estimulacion del TCR.
Curiosamente no apreciamos  diferencias
significativas al transfectar las células Jurkat con

las variantes silvestres o dominantes negativas.
Por lo tanto, parece ser que la actividad alterada
de RalA lleva a la alteracion de marcadores de
activacion. Quisimos comprobar si los datos de
FACS reflejaban un incremento en el estado de
activacion general delacélula, o estibamos anteun
efecto especifico sobre laexpresion de CD69. Para
ello examinamos por Western Blot los niveles de
fosfo-ERK y fosfo-AKT en estas mismas células.
(Fig R3Cy D). Los datos son consistentes con los
niveles de CD69, y muestran que las diferencias
mas notables las encontramos con las variantes
constitutivamente activas tanto de RalA como
de RalB. Los niveles de fosforilacion de ERK y
AKT son considerablemente mas altos que con
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Las variantes constitutivamente activas de RalA y RalB alteran los niveles de activacion de las células Jurkat:

Electroporamos c¢lulas Jurkat con el plasmido PEF-BOS expresando las variantes silvestre (WT), dominante
negativa (28N) y mutante activa (72L o 23V) de RalA (A y B) y RalB (C y D). (A y C) Se estimularon

las células transfectadas en placas tapizadas con anticuerpos contra hCD3¢g (6h, 37°C) y se midieron los
niveles de CD69 mediante citometria de flujo. Los histogramas muestran las medias £DE de 3 experimentos
independientes. p < 0.01, por el test t- de Student de dos colas. (B y D) Se estimularon las células transfectadas
con anticuerpos anti-hCD3e (1ug/ml), y a continuacion con lug/ml de anticuerpo anti IgG de raton durante
los tiempos indicados. Los lisados se utilizaron para analisis por Western Blot de los niveles de fosfo ERK y
ERK total, en los paneles superiores, y fosfo-AKT y AKT, en los paneles inferiores. A la derecha mostramos
la cuantificacion de los niveles de fosfo-ERK y fosfo-AKT respecto a los niveles totales de estas proteinas, en

unidades arbitrarias.
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Resultados

el vector vacio en ambos casos en condiciones

de reposo, y se inducen peor cuando se estimula Las variantes dominantes negativas de Ral
la célula con anticuerpos, especialmente en el no nos habian mostrado el resultado esperado,
caso de RalA72L. Esto sugiere que la célula se y no presentaban ningin fenotipo obvio.
encuentra en un alto estado de activacion que la Las variantes mutantes activas y dominantes
hace relativamente refractaria a la estimulacion negativas de las GTPasas pequefias no siempre
con anticuerpos contra CD3e. se comportan como se espera ®Y; por esta razon,
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Figura R4:

La reduccion de los niveles de RalA y RalB mediante shRNAs reduce la expresion de CD69 en respuesta a la
estimulacion del TCR:

Electroporamos células Jurkat con shRNAs contra RalA, shRalAl y shRalA2 (A y B) y RalB, shRalBl y
shRalB2 (Cy D). (A y C) Se estimularon las células transfectadas con anticuerpos contra hCD3g (6h, 37°C) y
se midieron los niveles de CD69 mediante citometria de flujo. Los histogramas muestran las medias =DE de 3
experimentos independientes. p < 0.05, por el test t- de Student de dos colas. (B y D) Se estimularon las células
transfectadas con anticuerpos anti-hCD3e (1ug/ml), y a continuacion con lug/ml de anticuerpo anti IgG de
raton durante los tiempos indicados. Los lisados se utilizaron para el analisis por Western Blot de los niveles
de fosfo ERK y ERK total. A la derecha mostramos la cuantificacion de los niveles de fosfo-ERK respecto a
los niveles totales de esta proteina, en unidades arbitrarias. (E y F) Niveles de RalA y RalB respectivamente en
las células Jurkat transfectadas con los distintos sShRNAs.
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para asegurarnos de los efectos de la disminucion
de la actividad de Ral, introdujimos shRNAs
contra las dos isoformas de Ral en células Jurkat,
y repetimos los experimentos anteriormente
mencionados. Observamos que la expresion de
dos shRNAs diferentes para cada isoforma de
esta GTPasa reduce la expresion de CD69 en
respuesta a la estimulacion del TCR (Fig A4),
con respecto a las células transfectadas con un
shRNA control. Sin embargo, a diferencia de lo
observado al utilizar los mutantes activos, esto
no parece reflejarse de una manera especialmente
notable en la fosforilacion de ERK1/2.

En cualquier caso, la actividad de RalA 'y
B parece estar influyendo en la induccion de la
expresion de CD69, y por tanto, en la activacion
de las células Jurkat en respuesta a la estimulacion
del TCR.

Los ratones RalGDS " muestran
defectos en la activacion de Ral en

respuesta a la estimulacion del TCR.

Existen pues indicios suficientes como
para sospechar un papel relevante de Ral en la
funcioén linfoide. En el laboratorio contamos con
un modelo animal que nos permite el estudio
de la funcion de Ral en linfocitos primarios,
los ratones RalGDS - 1%, Como se menciond
en la introduccion, RalGDS es uno de los GEFs
de Ral mejor estudiados; se activa a través de su
interaccion con Ras-GTPy su delecion se traduce
en menor actividad de Ral en diversos sistemas

(103225 Resulta pues, una buena herramienta de
trabajo para comprobar in vivo los efectos de una
disminucion de la actividad de Ral en el sistema
inmune.

Para cerciorarnos de que en linfocitos
T realmente ocurre esta disminuciéon de la
activida de Ral, analizamos ésta en linfocitos T
de bazo de Ratones WT o RalGDS™, mediante la
estimulacion del TCR con anticuerpos anti-CD3e
(Fig R5). Comprobamos que mientras que las
células WT muestran una cinética de activacion
de Ral similar a la que habiamos obtenido
con células Jurkat, los linfocitos RalGDS”" no
parecen ser capaces de inducir la activacion Ral
correctamente en respuesta al TCR. Aun cuando
no pierden por completo la capacidad de activar
Ral en linfocitos, vemos una disminucién en
esta, asi que decidimos utilizar este modelo para
el estudio de la funcion de nuestra GTPasa en
linfocitos.

La ausencia de RalGDS no se
traduce en defectos de poblaciones

hematopoyéticas ni en bazo ni en
nodulos linfaticos.

El eje RalGDS-Ral es una de las rutas
efectoras del oncogén Ras. Se ha descrito
anteriormente en otros modelos, concretamente
en cancer, que algunas de las funciones y efectos

celulares de Ras pueden inhibirse al eliminar la
actividad de Ral @10-220),

A Figura R5:
aCD3/aCD28 Niveles de Ral-GTP Los linfocitos T de
o 3 7 15 25 * /ratones RalGDS -
— = muestran menores
- 2 o . .y
RalA-GTP g niveles de activacion
Ras S o 2 18 —— WT de Ral en respuesta a la
o 3 7 15 1 —O— RalGDS KO estimulaciéon del TCR :
RlAGTD = = <t - 05 Estlmulamos ’
’ 4o ol esplenocitos extraidos de
RalA ol B °o s 7 ® ratones WT y RalGDS-
tiempo (min) " con anticuerpos anti-
CD3e (lug/ml,) y a

continuacion con lug/ml de anticuerpo anti-Armenian and Syrian Hamster IgG durante los tiempos indicados.
Se lisaron las células y el extracto se uso en ensayos de pulldown utilizando GST-RalBP1 RBD. Se muestran
los experimentos de Western Blot con anticuerpos contra RalA, en el experimento de pulldown y en el lisado
total. El grafico representa la media + DE de la sefial de RalA-GTP respecto a los niveles totales de Ral, a
diferentes tiempos; las unidades (UA) representan la induccion respecto al t=0 (N=4).
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Teniendo en cuenta que tanto en el
sistema inmune en general y en los linfocitos en
particular, Ras es esencial tanto en su desarrollo
como en su funcidn, la ausencia de actividad de
Ral podria traducirse en defectos importantes.
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Figura R6:

Los ratones RalGDS-- no presentan alteraciones en

el tamafio y celularidad del bazo:

Para cuantificar el nimero total de células de cada
bazo se disgregdé cada bazo individualmente,
se lisaron los eritrocitos y se contaron el resto
de células. El histograma muestra las medias +
EE de celularidad de 25 ratones de cada grupo.

cd4/
cd69

Resultados

de

Analizamos por tanto las poblaciones
origen hematopoyético en bazos y nddulos
linfaticos de ratones adultos control y RalGDS-
/-, haciendo hincapi¢ en los linfocitos T. No
detectamos alteracion alguna en el tamafo ni
en la celularidad de los bazos de estos animales
(Fig R6). Ni en bazo ni en nodulos observamos
diferencias significativas al utilizar marcadores
de poblaciones linfoides o mieloides (Fig R7
Ay B; Dy E); sin embargo, y en contra de lo
esperable, tampoco detectamos alteraciones en
marcadores de activacion o de memoria (C).

Los animales usados en los experimentos
anteriores eran jovenes, de pocos meses de
edad. Pudiera ocurrir que los ratones RalGDS-
- presentasen algin defecto en la correcta
terminacion de la respuesta inmune, en ese
caso, a lo largo del tiempo se irian acumulando
alteraciones en las poblaciones hematopoyéticas
y podria revelarse una alteracion inicialmente
enmascarada. Asimismo, alteraciones en la
actividad de Ras se han correlacionado con
desordenes autoinmunes, por lo que podria ser que
los RalGDS”" mostrasen defectos similares (%2,
Por ello estudiamos los mismos marcadores que
en el experimento anterior en ratones envejecidos,
de 2 afios de edad (Fig RS8). Tampoco en esta

Figura R7:

Las poblaciones
hematopoyéticas de los
ratones RalGDS -/- no

presentan ningun defecto

aparente:
Extrajimos bazos y

nodulos linfaticos

axilares de ratones WT

y RalGDS, lisamos los
eritrocitos, y tefiimos las
células con combinaciones

Marcadores de Activacion
y Memoria en Bazo

cd4/ cd8/ cd8/ cd44high/
cd25 cd69 cd25 cd62Low

m WT

de anticuerpos
O RalGDS KO

A Poblaciones Linfoides Poblaciones Mieloides
60 - en Bazo en Bazo
10
o 50 %)
[
£ g o ®
B 5 S 30
§40 1 3 6 2
Q B 25
2 3 g
597 S, 2 20
O N3 =
3 " 3 S 15
B X o o
R 5
10
0 0
o Gr1 cd11b/F480
cd3 cd4 cd8 b220
Marcadores Linfoides Poblaciones Mieloides
100 en Nédulos Linfaticos en Nédulos Linfaticos
80 4 12 -
@ §10 E
260 1 E=S
@ @ 8 1
8 8
8ao - 3 61
= =]
i) ‘©
o O 41
R 20 A 2
5 4
J o0

cd3 cd4 cd8 b220 Gr1  cd11b

Gr1  F48

cd11b/ cd11b/

0

49

especificos acoplados

a fluoroforos para
analizar las poblaciones
hematopoyéticas por
citometria de flujo. Los
histogramas muestran

el porcentaje de células
positivas para cada
marcador respecto al total
de células, en bazo (A) y
en nodulos linfaticos (B).




ocasiéon apreciamos ningin cambio notable;
aunque podria intuirse un defecto en las células T
de memoria CD44high/CD62L low, la diferencia
no es estadisticamente significativa.

Hay que tener en cuenta que los animales
viven en un ambiente libre de patdogenos, por lo
que es posible que existan defectos funcionales
que no estemos detectando porque los animales
no han sufrido ningiin estrés provocado por
infecciones. Asi pues estudiamos la activacion de
linfocitos T de ratones RalGDS”y WT aislados y
activados ex vivo.

CD25/69 y proliferacion en
estimulacion de linfocitos T naive.

Ral podria tener algun papel en la
transduccion de senales que llevan a una completa
activaciondelacélulaT. Tal y como mencionamos
anteriormente, Ral ya ha sido relacionado con
transcripcion génica; se ha publicado que podria
regular NFxB en fibroblastos 'Y y AP-1 y NFAT
en lineas de células B . Aislamos linfocitos T
de Ratones WT y RalGDS™ y los estimulamos
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en placas tapizadas con anticuerpos anti-CD3e
o —CD3e y —CD28. Estudiamos a diferentes
tiempos tanto la proliferacion de estas células,
un parametro que nos indica la eficiencia de la
activacion, como la expresion de los marcadores
deactivacion CD69 y CD25 (Fig R9). Unamanera
sencillade medirlaproliferacion consiste en medir
la incorporacion de *H-Timidina por linfocitos
activados; este nucleotido tritiado se incorpora al
DNA a medida que se sintetizan nuevas cadenas
durante el ciclo celular y su mediciéon nos indica
el grado de proliferacion celular. Sin embargo,
los linfocitos T de ratones RalGDS™ no presentan
alteraciones notables en la proliferaciéon cuando
estimulamos el TCR de diversas maneras (Fig
R9A). También analizamos la expresion en
membrana de marcadores de activacion como
CD69 (Fig R9B y D) o la subunidad a del
receptor de interleuquina 2 CD25 (Fig R9C y E)
en presencia (B y C)oen ausenciade [L2 (D y E)
suplementada en el medio de cultivo. Estudiamos
la expresion de marcadores de activacion en
ausencia de interleuquina 2 para comprobar si
existia algiin defecto en la secrecion de IL2 en
los linfocitos RalGDS. Sin embargo, en ninguno

Figura RS:
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de los casos analizados observamos diferencia impacto en la activacion y proliferacion de estos,
alguna con respecto a los ratones silvestres. Por ni en el desarrollo de las diferentes poblaciones
tanto a pesar de que en los linfocitos T Ral se hematopoyéticas y linfoides. En la Figura RS se
expresa, se activa y relocaliza a la interfase APC- observa, aunque leve, incremento en RalGTP en
linfocito T, la reduccion de su actividad mediante respuesta a la estimulacion del TCR en linfocitos
la eliminacion de RalGDS no parece tener un gran RalGDS”, probablemente gracias a la accion
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Figura RY:

Los linfocitos T de los ratones RalGDS -/- no presentan defectos en marcadores de activacion ni en
proliferacién en respuesta al estimulo de su TCR:

Extrajimos esplenocitos de bazos de ratones WT y ratones RalGDS™ y los sembramos en placas tapizadas con
anticuerpos contra CD3e o CD3e y CD28 durante los tiempos indicados en los histogramas y graficos. (A)
Medicion de la proliferacion celular de los linfocitos T por incorporacion de *H-Timidina. Los histogramas
muestran en cada condicion las medias del porcentaje de proliferacion respecto al maximo en cada
experimento, +DE. N=3. (B y D) Se recogieron las células a los tiempos indicados y se tiéron con anticuerpos
especificos contra CD69 y CD4 o CD8. En B las células no se suplementaron con IL2 adicional, mientras que
en D se aniadieron 100U/ml de IL2. (C y E) Se recogieron las células a los tiempos indicados y se tifiéron con
anticuerpos especificos contra CD25 y CD4 o CDS. En C las células no se suplementaron con IL2 adicional,
mientras que en E se anadieron 100U/ml de IL2.
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de otros GEFs de Ral. Es posible que este leve
incremento en la actividad sea suficiente para los
efectos bioldgicos de Ral y que esta sea la razon
por la que no observamos alteraciones notables
en los ratones RalGDS™".

Muchas de las funciones de Ral
descritas hasta el momento tienen que ver con
reorganizaciones del citoesqueleto, polarizacion
celular 'y secrecion en compartimentos
especificos; la direccionalidad de la respuesta
de los linfocitos T es esencial en la funcion del
sistema inmune, tanto en células CD4" como en
CD&". Es critico que los linfocitos CD4" secreten
citoquinas hacia las células B o macrofagos
con los que interaccionan; de igual modo, los
linfocitos T citotoxicos y las células NK secretan
su contenido litico en un espacio muy restringido
entre ellas mismas y la célula diana, evitando la
autolisis o dafar otras células. La citotoxicidad
mediada por granulos liticos presenta numerosas
analogias con procesos de secrecidon que son
regulados por Ral, como la secrecion neuronal **
21 o la secrecion plaquetaria de granulos densos
(139 Decidimos, por tanto estudiar si las GTPasas
Ral regulan la citotoxicidad mediada por granulos
liticos.
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2. Las GTPasas Ral en citotoxicidad

celular:

Ral A y RalB se activan en respuesta
a estimulos inductores de

citotoxicidad.

Para analizar el papel de las GTP-
asas Ral en citotoxicidad celular, nos parecio
logico estudiar en primer lugar si Ral se activa
durante este proceso. Existen numerosas vias de
sefializacion que intervienen durante el desarrollo
de los eventos que llevan a la lisis de una célula
diana; las GTPasas Ral han demostrado estar
relacionadas en otros sistemas con varias de estas
rutas, como Ras, PLCy, y Ca*". Los mecanismos
que llevan a una célula a descargar su contenido
litico sobre otra requieren en primer lugar el
reconocimiento de la célula objetivo a través de
una serie de receptores especificos; en CTLs esto
ocurre a través de la estimulacion del TCR. Para
cuantificar la actividad de Ral en respuesta a la
estimulacion del TCR, diferenciamos linfocitos
T citotoxicos (CTLs) a partir de linfocitos CD8"
de ratones OT1 y los incubamos con anticuerpos
contra la subunidad CD3e del TCR. Analizamos
la actividad de Ral por ensayos de Pulldown en
células en CTLs en los que aislamos la fraccion
de Ral unida a GTP. Incubamosun lisado celular ,
como hemos hecho anteriormente, con el dominio
de union a Ral de RBP1 fusionado a Glutation-
S-transferasa (GST), y purificando el complejo
Ral-GTP/RBP1-GST con esferas de sefarosa
recubiertas de Glutation-S. Como vemos en
la Figura RI0A, la estimulacion de CTLs con
anticuerpos anti-CD3e se traduce en un fuerte
incremento de la fraccion activa de RalA a partir
de los 3 minutos. Este incremento no es tan claro
en el caso de RalB, en todo caso parece mas
tenue, tal como se aprecia en la cuantificacion del
panel inferior.

Para determinar si la activacion de Ral
es un fenomeno comun en las células citotoxicas
y no sb6lo de CTLs, realizamos un experimento
similar en células YTS, una linea celular de
NK derivada de un linfoma timico. En células
NK el proceso de activacion es mas complejo,
ya que la puesta en marcha de los mecanismos
citoliticos esta controlada por un balance de
sefales inductoras de citotoxicidad y de otras
inhibitorias. Sin embargo se ha determinado
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que la senal minima que requieren las células
YTS para desencadenar su actividad citotoxica
de manera completa, requiere la estimulacion
de la integrina LFA1l y del correceptor CD28
G613 Asi pues, analizamos los niveles de Ral-
GTP tras incubar a diferentes tiempos células
YTS con células Schneider 2 de Drosophila
melanogaster (SC2) expresando de forma estable
los ligandos de CD28 y LFA-1, B7.1 y ICAM-
1.1 respectivamente (Figura RI10B). Las células
SC2 resultan de por si arreactivas para una célula
YTS, pero como son facilmente transfectables,
se pueden utilizar como plataformas de expresion
de ligandos de membrana. Son muy Ttiles,
por tanto para estudiar la respuesta celular a
interacciones concretas ligando-receptor, en unas
condiciones relativamente fisioldgicas y menos
artefactual que mediante el uso de anticuerpos.
Esto ha convertido las células SC2 en un sistema
ampliamente utilizado en el estudio de los
requerimientos moleculares para la induccion de
citotoxicidad.

Tal y como podemos ver en la Figura
R10B, tanto RalA como RalB se activan a tiempos
muy cortos, parecen perder transitoriamente
actividad y luego vuelven a activarse. A diferencia
de lo que ocurre en los linfocitos T citotoxicos,
las cinéticas de activacion de las dos isoformas
son muy parecidas, como podemos ver en la
cuantificacion del panel inferior.

El hecho de que Ral se induzca en células
YTS en respuesta a la estimulacion de CD28 y
LFAT1 resulta interesante, ademas de por el hecho
de que confirma que Ral se activa en diversos
tipos de células citotoxicas, porque introduce
a Ral en las vias de senalizacién de estas dos
moléculas de superficie que hasta ahora no se
habian relacionado con esta GTP-asa. Por ello,
aunque nuestro interés principal se centraba en
como podria regular Ral los mecanismos que
llevan a citotoxicidad, decidimos comprobar si
la activacion de Ral depende mayoritariamente
de uno u otro de estos receptores; estimulamos
células YTS con anticuerpos anti-CD28 o con
células SC2 expresando de manera estable
ICAMI1.1 y analizamos la induccion de Ral-GTP
por pulldown. Las Figuras R10C y D muestran
que en ambos casos se produce activacion de
Ral, asi que es posible que sea relevante para la
sefializacion de ambos receptores. En cualquier
caso, el modo por el cual Ral llega a ser activado
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Las GTP-asas Ral se activan en respuesta a estimulos inductores de citotoxicidad celular:

Sometimos diferentes tipos celulares a estimulos que inducen mecanismos citoliticos, lisamos las células y
utilizamos 1mg del extracto proteico de estos lisados para detectar la fraccion activa de Ral mediante ensayos
de pulldown utilizando RalBP1-GST como cebador, seguidos de Western Blot usando anticuerpos contra RalA
o RalB (A) Estimulamos CTLs de raton OT1 con anticuerpos anti-CD3¢e (1ug/ml) y a continuacion con 1ug/ml
de anticuerpo anti-Armenian and Syrian Hamster IgG. El grafico representa la media = EE de la sefal de RalA
o B, a diferentes tiempos; las unidades (UA) representan la induccion respecto al t=0 (N=2). (B). Se incub¢ la
linea de NK YTS con células Schneider SC2 expresando B7.1/ICAM-1.1, en proporcién 1:1 durante los tiempos
indicados. Se cuantificaron las sefiales como en el apartado anterior (N=4) (C) Estimulacion de células YTS

con anticuerpo anti-CD28 (1ug/ml), pulldown y WB contra RalA. (D) Estimulacion de células YTS con

células Schneider SC2 expresando ICAM-1.1, pulldown y WB contra RalA y RalB. (E) Se trataron células YTS
con LY294002 o DMSO (vehiculo), se estimularon con células Schneider SC2 expresando B7.1/ICAM-1.1, en
proporcion 1:1. A continuacién se realiz6 un pulldown con RalBP1-GST y WB contra RalA. La cuantificacién

se realizo como anteriormente.
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al estimular CD28 o LFA-1 no resulta obvio. En
el caso de LFA-1, podria ser que la activacion de
Ral dependiese del eje PLD-DAG-RasGRP-Ras
o PLCy1-DAG-RasGRP-Ras, pues ambas vias
de senalizacion parecen transducir las senales de
“fuera a dentro” de LFA-1 (183132139 en ¢] caso de
CD28 la cuestion nos resulta menos clara. Como
datoadicional sobrelosmecanismosimplicadosen
la estimulacion de Ral-GTP, pudimos comprobar
que existe una considerable contribucion por
parte de la sefializacion a través de PI3K (Figura
RIOE); realizamos una estimulacion completa
(utilizando SC2+B7.1 y ICAMI1.1) de células
YTS en ausencia y en presencia de LY294002,
un inhibidor reversible de la actividad catalitica
de las PI3K. Comprobamos como la inhibiciéon
de la actividad de PI3K impide en gran medida la
activacion de RalA, que no llega a estimularse de
manera notable en ningiin momento. Refinamos
éste experimento estimulando las células
YTS solamente con anticuerpos contra CD28,
preincubando las células con DMSO o con
LY294002 (Fig R11A4), y comprobamos que la

Resultados

activacion de RalA en presencia del inhibidor de
PI3K resulta mucho mas transitoria. Realizamos
también un Western Blot contra Akt fosforilado
como control de que el inhibidor de PI3K estaba
funcionando. Como dijimos en la introduccion, se
ha descrito una interaccion de PDK1, un efector
de PI3K, con RalGDS, uno de los GEFs de Ral;
esta interaccion estimula la actividad de RalGDS
al inducir un cambio conformacional que libera
un dominio inhibitorio en su N-Terminal. Tanto
PI3K como PDK1 estan implicados en la correcta
respuestaaCD28 @77, asiqueestopodriaexplicarla
activacion de Ral. Por ultimo, y para cerciorarnos
de que como pensabamos, el responsable de la
activacion de Ral por LFA-1 es Ras, incubamos
las células YTS con el inhibidor general de las
PLC U73221 y las activamos con células SC2
expresando ICAMI1.1 en membrana (Fig R11B).
El inhibidor de PLC impidiria la estimulacion de
RasGRP por DAG, y por tanto la activacion de
Ras, por lo que si Ral depende de esta ruta, su
actividad deberia verse afectada. Sin embargo,
comprobamos que las cinéticas de activacion, en
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Figura R11:

Andlisis de los mecanismos de activacion de RalA en respuesta a CD28 o LFA-1.

(A) Las células YTS fueron deplecionadas durante 2h y a continuacion se incubaron 30min en presencia de
20uM LY294002 o DMSO como control del disolvente. Las células se lavaron y se incubaron con anticuerpos
contra CD28 humano durante los tiempos indicados. Las muestras se lavaron, lisaron y sometieron a ensayos
de pulldown, que se analizaron por Western Blot. El panel de la derecha muestra la cuantificacion de RalA-
GTP en unidades arbitrarias. (B) Las células YTS fueron deplecionadas durante 2h y a continuacion se
incubaron 30min en presencia de 10uM U73122 o DMSO como control del disolvente. Tras lavarlas, se
incubaron con células Schneider SC2 que expresan ICAM-1.1, en proporcion 1:1 durante los tiempos indicados.
Las células se lisaron y se utilizaron los extractos proteicos para ensayos de pulldown de la misma manera que
en (A).
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presencia o en ausencia de U73221, son bastante
parecidas a pesar de que se aprecia una notable
disminucion en el ERK fosforilado. Esto sugiere
que LFA-1 esta activando a Ral de una manera no
dependiente de Ras. Sera interesante estudiar en
el futuro en mayor profundidad los mecanismos
concretos que llevan a la activacion de Ral por
LFA-1.

Ral A y RalB se encuentran en los
granulos liticos en células

citotoxicas.

Una vez determinada la actividad de
Ral en nuestro modelo experimental quisimos
determinar el compartimento celular donde se
encuentran estas GTPasas; por esta razon tefiimos
RalA y B en células YTS tanto en estado de
reposo como expuestas a células diana de origen
linfoblastoide 721.221, ampliamente utilizadas en
experimentos con YTS ©3200-279 No s6lo carecen
de MHC-I, algo que comparten con otras células
diana como las K562, sino que ademas expresan
B7.1 y estimulan CD28 en la célula efectora.
Aun asi, para comprobar que los datos sobre la
activacion de Ral obtenidos en células SC2 son
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extrapolables alas células 721.221, comprobamos
la expresion de ICAMI1.1 y B7.1 en estas células
(Fig RI2A y B). Determinamos también por
citometria los niveles de expresion de CD28 y
LFA-1 en nuestras células YTS (FigR12Cy D).
También nos cercioramos, a través de ensayos de
pulldown, de que Ral se estimula en células YTS
en respuesta a la incubacion con células 721.221
(Fig RI2E). Teniendo en cuenta que las células
721.221 son humanas y que nuestros anticuerpos
reconocen Ral humano, decidimos incubar las
células YTS con células 721.221 sin tratar o
fijadas previamente con paraformaldehido al
4%. De esta manera nos aseguramos de que el
Ral activo observado en el ensayo de pulldown
corresponde a las células YTS. En la Figura
R12C vemos como Ral se activa de manera muy
similar a cuando las céulas YTS son incubadas
con células SC2, tanto fijando como sin fijar las
células diana 721.221. Por lo tanto los resultados
obtenidos en los experimentos de activacion
usando SC2+B7.1 y ICAM1.1 son extrapolables
a los experimentos funcionales con 721.221 que
discutiremos en adelante.

Numerosas publicaciones situan a Ral
en la membrana celular y en algunos casos en

Figura R12:

Las células 721.221 expresan ICAM1 y B7.1,

y son capaces de inducir activacion de Ral en
células 721.221:

Anallizamos la expresion de ICAM-1 y B7.1

en células 721.221 tifiéndolas con anticuerpos
especificos contra CD54 humano (ICAM1),
CD80 humano (B7.1) o un control isotipico

de IgG de hamster, todos unidos a FITC.
Cuantificamos la tincién mediante citometria de
flujo y comparamos la sefial de ICAM-1 o B7.1
con la del control isotipico (A y B). De la misma
manera estudiamos los niveles de CD28 y LFA-
1 en las células YTS, esta vez con anticuerpos
especificos contra CD28 humano y CDl1a
humano, respectivamente. E) Se incubaron
células YTS con células 721.221 en proporcion
1:1 durante los tiempos indicados. Se utilizaron
células 721.221 sin fijar (parte superior) o
prefijadas con PFA al 4% para la estimulacion.
Los lisados fueron sometidos a ensayos de
pulldown con RalBP1-GST y analizados por
WB.
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Ral A y RalB se encuentran asociados a los grénulos liticos en células YTS:

Analizamos la localizacion de las GTPasas Ral mediante inmuofluorescencia utilizando anticuerpos
especificos de las isoformas de Ral y de marcadores de diferentes compartimentos celulares. (A y B) Se tifieron
células YTS, en reposo o incubadas con células 721.221 en proporcion de 4:1, con anticuerpos anti- RalA (A)
o -RalB (B) y —Rabll. En la superposicion, el rojo corresponde a RalA o B y verde a Rabl1. (C y D) Tincién
con anti-RalA (C) o a-RalB (D) junto a anti-perforina. En la superposicion, el rojo corresponde a RalA o By
verde a perforina. (E y F) triple tincion con anti-RalA o —RalB, junto con anti-Lamp2 y anti-perforina. En la
superposicion Ral esta representado en verde, Lamp2 en azul y perforina en rojo. (G) Preincubamos células
YTS con el marcador lisosomal Lysotracker (75nM), y las tefiimos con anti-RalA como anteriormente. En

la superposicion RalA esté representado en verde y Lysotracker en rojo. Tincién de RalA en CTLs (H) de
raton, o en NIH-3T3 (I) con anticuerpos anti-RalA, junto con anti-Lamp2 y —perforina. Los colores en la
superposicion son los mismos que en (E).
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compartimentos relacionados con endosomas
tempranos o del sistema de reciclaje ©% >
23 El endosoma de reciclaje tiene un papel
fundamental en la citotoxicidad celular, puesto
que es necesaria una interaccion heterotipica
entre este compartimento, el endosoma tardio
y los granulos liticos ™. Pensamos que en
las células YTS Ral podria encontrarse, pues,
en el endosoma de reciclaje. Para comprobar
esto tefilmos el endosoma de reciclaje con
anticuerpos especificos contra Rab11, marcador
de este compartimento, y tefiimos ademas RalA o
RalB (Fig R13A4 y B) Tanto Rabl1 como RalA o
B muestran un patrén vesicular en el citoplasma,
pero para nuestra sorpresa, no parecen compartir
el mismo compartimento. En el panel inferior de
ambos apartados mostramos contactos con células
721.221, en los cuales observa como RalA y B
se acumulan junto a la zona de contacto al igual
que habiamos observado con las células Jurkat.
También se observa cierto enriquecimiento de
Rabl1 en la zona de contacto.

En algunos tipos celulares, no obstante,
Ral se halla en las vesiculas que van a ser
secretadas; se ha encontrado por ejemplo Ral en
vesiculas sinapticas ?¥ y en granulos densos en
plaquetas 7. Con estos precedentes, pensamos
que Ral podria hallarse en los propios granulos
liticos, por lo que realizamos una tincién de RalA
o B junto con anticuerpos especificos contra
perforina (Fig R13C y D). Podemos ver que tanto
RalA como RalB muestran una localizacion
similar a la de perforina, no so6lo en presencia
de células diana, sino ya en estado de reposo.
Esto nos indica que ambas isoformas de Ral se
encuentran en los granulos liticos en las células
YTS, y que se mueven con ellos a la zona de la
sinapsis al contactar con una célula diana.

A continuacion realizamos una serie de
tinciones para confirmar que las proteinas Ral se
encuentran en estos granulos. Al ser lisosomas
especializados con capacidad de secretarse,
contienen marcadores lisosomales como la
proteina asociada a lisosomas 1 y 2, o Lampl
y Lamp2 (también denominadas CD107a y b
respectivamente). Por esta razon realizamos una
tincion con Ral, y Lamp2 (Fig RI3E y F). La
tincidon confirma nuestro resultado anterior, ya
que ambas proteinas parecen compartir la misma
distribucion, tanto en ausencia como en presencia
de células diana. Otro marcador que nos resulta
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de utilidad para marcar los lisosomas y que no
requiere tincidn con anticuerpos es el Lysotracker.
Este es un colorante fluorescente y acidotropico
que se acumula en compartimentos celulares de
pH bajo, como los lisosomas. Como vemos en la
figura C2G, la localizacion de RalA coincide con
los compartimentos donde la sefial de Lysotracker
es mas intensa. En nuestro sistema celular, por
tanto, RalA y B se encuentran en los granulos
liticos. Para estar seguros de que esto no es solo
una caracteristica de nuestra linea de células NK
realizamos una triple tincion de RalA, perforina
y Lamp2 en linfocitos T citotoxicos, CTLs (Fig
RI3H). La tincion con los tres anticuerpos
coincide en los mismos compartimentos, por lo
que podemos concluir que la presencia de Ral en
los gréanulos liticos es una caracteristica comin
de las células citotoxicas.

La localizacion de Ral en el lisosoma
parece que estarestringidaalas células citotoxicas,
ya que la tincion de Ral A y Lamp?2 en la linea de
fibroblastos 3T3 (Fig R13I') muestra como ambas
proteinas estan en compartimentos diferentes.

La disminucion de los niveles de
RalA o RalB reduce la capacidad

citotoxica de las células YTS.

En los apartados anteriores hemos
determinado que las proteinas Ral se hallan en
los granulos liticos de células citotoxicas y se
activan cuando estas células reciben la sefial que
las lleva a eliminar una célula diana. Es logico,
pues, pensar que la disminucion de los niveles
de Ral reducira la capacidad citotoxica de una
célula. Con el fin de comprobar esto medimos la
induccion de lisis de células YTS sobre células
721.221 utilizando el colorante Alamar Blue
(199 Este producto tiene un color azulado, pero
al ser oxidado en las mitocondrias de células
metabolicamente activas, vira de color de manera
cuantificable con un citofluordmetro, cuando
estimulamos con una longitud de onda de 530nm
y medimos la emision a 590nm. Esta emision
serd menor, por tanto, cuantas menos células
vivas haya en un pocillo. Teniendo en cuenta
la emision de las diferentes concentraciones de
células YTS y la de células 721.221 en reposo, y
comparandolas con la emision de la incubacion
de las dos lineas, podemos cuantificar la muerte
de las células diana, de esta manera:




(Células 721.221 en reposo) —
—[(Células YTS + Células 721.221) —
— (Células YTS en reposo)]
x100

(Células 721.221 en reposo)

Esta formula nos indica el porcentaje
de células 721.221 muertas respecto al total de
721.221,porcentaje quesedenominacitotoxicidad
especifica . Anteriores trabajos utilizando este
método "9, demuestran que tiene la ventaja de
que no es radiactivo, es facilmente cuantificable,
extremadamente sensible y no necesita grandes
cantidades de células.

Para comprobar el impacto de lareduccion
de Ral en citotoxicidad, utilizamos la tecnologia
de siRNAs y shRNAs para reducir los niveles
de proteina de RalA y RalB en células YTS. En
primer lugar nucleofectamos siRNAs control,
contra RalA o contra RalB en células YTS y a las
48hrealizamos experimentos de citotoxicidad con
Alamar Blue usando diferentes concentraciones
de células efectoras. La reduccion de cualquiera
de las isoformas de Ral reduce la capacidad
citotoxica de las células YTS (Fig R14A), aunque
parece que el impacto del siRNA de RalA es
mayor que el de RalB. Tal y como mostramos
en el apartado B, los siRNAs son especificos de
su isoforma e inhiben alrededor de un 80% de la
expresion de la proteina.

Resultados

observados se debiesen a algln tipo de defecto
de senalizacion que tuviese como consecuencia
una menor produccion de granulos liticos o su
contenido, analizamos por WB los niveles de
perforina en las células expresando los siRNAs
utilizados (Fig R14C). Como se puede observar,
no parece haber ninguna diferencia en los niveles
de esta proteina al reducir los niveles de RalA o
RalB. Asi pues, dedujimos que la disminucion de
la citotoxicidad debe ser causada por otro tipo
de alteraciones funcionales, como veremos mas
adelante.

ApesardequelassecuenciasdelossiRNAs
utilizados ha sido publicada previamente y que
en otros sistemas han demostrado ser especificos,
nos parecio que el uso de un solo RNA interferente
para cada una de las isoformas de Ral podria ser
poco riguroso. Esto nos hizo querer comprobar
nuestros resultados utilizando YTS infectadas
de forma estable con vectores lentivirales que
codifican diferentes shRNAs para cada una de
las isoformas. Los resultados que discutimos a
continuacion representan los obtenidos con dos
shRNAs contra RalA (shRalA1 y shRalA2) y dos
contra RalB (shRalB1 y shRalB2) respecto a un
shRNA control (shCtrl). Como podemos ver en
la Fig RI5B, la reduccion de los niveles de las
dos isoformas es especifica y en torno al 80%. Al
analizar la capacidad citotoxica de estas células
estables, confirmamos los resultados obtenidos
con los siRNAs (Fig RI5C y D). En este caso
tampoco observamos diferencias en los niveles

Para descartar que los defectos de perforina (Fig RISE).
A B Figura R14:
& ¥ P La disminucion de los niveles de Ral mediante
100 L £ & siRNAs en células YTS reduce su capacidad
% —e— siCtrl RalA - citolitica.
g . —o— siRalA " (A) Nucleofectamos células YTS con
g o -0 siRalB B-actin i — siRNAs especificos de RalA, RalB o un
8 siRNA control, y las incubamos con cé¢lulas
§ Zz 721.221 a diferentes razones efector:diana.
k<] Se determino la citotoxicidad mediante un
g 0 C \c}"\ ,@?}v ,g:tg’ ensayo de Alamar Blue. Los datos mostrados
g % ° ° ° representan un experimento representativo
oo perforing ma— - . 3 realizados, y muestra la media + EE de
1 B-ACtiNA e = === |0s triplicados para cada punto. (B) Analisis
0

N N '~’\ 5
S 6)'\ f‘:}"\ Q}t\ R ,}%‘ Q‘)

Proporcidn Efectoras:Dianas
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de la eficacia y especificidad de los siRNAs
utilizados mediante WB. (C) Analisis por
WB de los niveles de perforina en las células
nucleofectadas con los siRNAs.
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Nuevamente observamos que lareduccion
de RalA induce mayores defectos en la capacidad
litica de las YTS que si interferimos RalB. En
algunos tipos celulares una de las isoformas es
mas abundante que la otra y esto se correlaciona
con que esa isoforma regula mayoritariamente
ciertos procesos ?*%. Sin embargo, al determinar
la cantidad de mRNA de una u otra isoforma
en dos cultivos independientes de células YTS,
comprobamos que, al menos a nivel de mRNA,
RalA y RalB se sintetizan de la misma manera.
No podemos descartar, sin embargo algun tipo
de regulacion post-transcripcional que hiciese
predominar RalA sobre RalB.
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Figura R15:

La reduccion de los niveles de Ral

en células YTS expresando de forma
estable shRNAs contra RalA y RalB
también altera su capacidad citolitica.
Infectamos células YTS con vectores
lentivirales que inducen expresion

de shRNAs con una secuencia
control (shCtrl) o contra diferentes
regiones de RalA y RalB (shRalA1/2)
o shRalB1/2). Seleccionamos las
células que los expresaban de forma
estable mediante tratamiento con
2ug/ml de puromicina durante

10 dias. (A) Determinacion de la
susceptibilidad de las células YTS

a puromicina a lo largo de 72H. (B)
Comprobacion de las especificidad

y eficiencia de los shRNAs

mediante WB. (C y D) Ensayos de
citotoxicidad utilizando Alamar Blue
en células YTS expresando de forma
estable sShRNAs contra RalA como
contra RalB. (E) Analisis por WB de
los niveles de perforina en las células
expresando los diferentes shRNAs

Q§;Iz
2

N
NS

[ PPN utilizados. (F) Determinacién de la
O B-Actin cantidad relativa de mRNA de RalA
O RalA y RalB por Q-PCR en dos cultivos
m RalB independientes de células YTS,

YTS2
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comparados con el mRNA de 3-
actina y al rRNA 18S.

Ral no regula la conjugacion entre

células YTS y sus dianas.

La citotoxicidad es un proceso complejo
que requiere la culminacion de varios eventos
que se ponen en marcha secuencialmente en el
momento en que una célula litica reconoce a
una potencial diana. Estos subprocesos podrian
resumirse en tres; en primer lugar la célula efectora
debe contactar con la célula diana, establecer
interacciones con ella a través de moléculas
de adhesion y receptores, y reorganizar el
citoesqueleto de actina para establecer una union
estable con la otra célula. Esto lo denominamos
capacidad de conjugacion. Un conjugado
estable se constituye en una plataforma de
sefializacion para numerosas rutas, que culminan
con la polarizacion del centro organizador de
microtibulos (MTOC) y la maquinaria secretora a
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El proceso de conjugacion entre YTS y células diana 721.221 no se ve afectado por la reduccion de los niveles
de Ral.

Tefiimos células YTS con el colorante de lipidico verde PKH67, y las incubamos con sus dianas 721.221
tefiidas con el colorante PKH26, de color rojo, durante los tiempos indicados. (A) Representacion de los datos
obtenidos por citometria de flujo tras inducir conjugados entre Y TS nucleofectadas con siRNAs y 721.221. El
tiempo mostrado es de 20 minutos. (B) Representacion de la conjugacion, cuantificada como 100x[eventos
positivos para rojo y verde (conjugados YTS:721.221)/ eventos verdes totales (células YTS)]. (C y D)
Experimentos de conjugacion realizados con YTS expresando shRNAs contra RalA y RalB respectivamente.

la zona de contacto con la otra célula. Finalmente correlacionado defectos en la actividad de ambas
los granulos liticos, una vez polarizados a la zona con polimerizacion deficiente del citoesqueleto
de secrecion, deben anclarse a la membrana y de actina en la sinapsis inmunologica 77 49,
secretarse a la interfase entre célula efectora y Otro efector de Ral, el complejo octamérico
diana. del exocisto, también se ha relacionado con
procesos que requieren reorganizacién masiva
Ral podria regular la reorganizacion de del citoesqueleto de actina como lamelipodios
actina necesaria para estabilizar la sinapsis. Se ha @2 filopodios " y ondulaciones de membrana
encontrado Ral activo en lamelipodios nacientes en respuesta a quimioquinas ¥, aunque
de células MDCK y COS7 ®9 un proceso que probablemente el papel del exocisto en estas
requiere una polimerizacion de actina y unos funciones sea mas el proporcionar membrana a
movimientos de membrana andlogos a los de la un lugar determinado que regular el citoesqueleto
sinapsis “?. También podrian estar relacionados de actina. Por lo tanto, es logico hipotetizar
con el control de la conjugacion a la otra célula una funcion para esta GTPasa en el proceso de
sus efectores RalBP1 y filamina. Se ha descrito, conjugacion con la célula diana.
por ejemplo, que filamina facilita la acumulacion
de rafts lipidicos en la sinapsis mediada por Para comprobar esta hipotesis tefiimos
CD28 @37; asimismo, existen indicios de que célulasYTSy 721.221 conlos colorantes lipidicos

RalBP1 podria regular la actividad de cdc42. PKH-67 (verde) y PKH-26 (rojo) respectivamente
Esta GTPasa regula la polimerizacion de actina y las coincubamos durante diferentes tiempos a
en numerosos sistemas a través de WASP, y se ha 37°C para permitir que estableciesen conjugados.
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A continuacion cuantificamos por citometria de
flujo los eventos positivos para rojo y verde, que
corresponden a células YTS:721.221 conjugadas
(Fig RI16A) Este experimento lo realizamos
con células YTS nucleofectadas con los siRNA
utilizados en el experimento de citotoxicidad (Fig
RI16B) y con las lineas de YTS que expresan de
forma estable shRNAs contra RalA o RalB (Fig
R16C). Sin embargo, en ninguno de los casos
se aprecian diferencias significativas respecto al
control cuando interferimos con la expresion de
RalA o RalB. Por lo tanto, parece que el papel de
Ral en citotoxicidad no esta relacionado con el
establecimiento de un conjugado estable.

RalA, pero no RalB, regula la
polarizacion de la maquinaria de

secrecion a la zona de contacto.

Una vez se establece un conjugado
estable y se inician los procesos de sefializacion,
el MTOC se polariza a la zona de contacto y lleva
consigo diferentes elementos de la maquinaria
de secrecion, incluyendo el aparato de Golgi, el
endosoma de reciclaje y los granulos liticos.

Es razonable pensar que Ral podria influir
en la polarizacion del MTOC y la maquinaria
secretora a la zona de la sinapsis, al fin y al cabo,
este proceso no es muy diferente de la polarizacion
de una célula al emitir un lamelipodio para
adherirse a un sustrato y migrar. Como hemos
visto anteriormente, la regulacion del exocisto
por parte de Ral parece tener gran relevancia en
establecimiento de polaridad celular 256229 105.187),
Ral y el complejo del exocisto también podrian
interaccionar directamente con el MTOC, como
ocurre durante citoquinesis ©® y facilitar su
relocalizacion. Asi pues, Ral podria colaborar en
la polarizacion de los elementos necesarios para
la lisis de la célula diana.

Para estudiar si la ausencia de Ral afecta
la capacidad de relocalizar la maquinaria de
secrecion, incubamos células Y TS nucleofectadas
con siRNAs o YTS expresando shRNAs de
manera estable, con células diana 721.221.
Analizamos después las muestras por microscopia
confocal, tifiéndolas antes con anticuerpos contra
a-tubulina y perforina. De esta manera pudimos
identificar visualmente el MTOC y los granulos
liticos. Buscamos células diana y efectoras que
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se hallasen en contacto, y cuantificamos cuantas
células polarizaban a la zona de contacto tanto
los granulos con perforina, como el centro
organizador de microtibulos. La Figura RI174
muestra YTS nucleofectadas con los diferentes
siRNAs, aisladas o en contactos. Como podemos
ver, no hay grandes diferencias en la distribucion
de los granulos o los microtubulos en células
en reposo. Ahora bien, cuando se establece una
sinapsis con una célula 721.221, tanto las células
nucleofectadas con siCtrl como con siRalB
polarizan la maquinaria secretora, mientras
que en las nucleofectadas con siRalA un buen
numero de células parecen tener dificultades para
hacerlo. Cuando representamos graficamente
la cuantificacion (Fig RI7B) vemos que esta
diferencia en la eficiencia de polarizacion es
significativa. Esta incapacidad de polarizar el
MTOC vy los granulos liticos parece ser global,
es decir, las células con el siRalA no polarizan
ninguno de los dos elementos; si observamos
la Figura RI7C vemos que no se producen
situaciones intermedias en las que se polarice
solo el MTOC o los granulos. Por lo tanto, el
defecto parece encontrarse en el inicio de la
polarizacion.

A la hora de analizar este resultado,
debemos tener en cuenta que los siRNAs que
utilizamos no estan marcados con ningin
fluor6foro que nos permita saber qué células han
sido realmente nucleofectadas con el interferente;
por lo tanto en la cuantificacion probablemente
estemos teniendo en cuenta células que no
hayan adquirido el siRNA. Este problema no
lo tenemos con las células que expresan los
shRNAs, ya que la seleccion con puromicina
elimina las células que no han integrado la
construccion. Asi pues, realizamos los mismos
experimentos de polarizacion utilizando YTS
expresando de manera estable shRNA control,
shRalAl, shRalA2, shRalBl y shRalB2. En
la Figura R17D y E vemos que se reproducen
los resultados obtenidos con los siRNAs: No se
observan diferencias en polarizacion al reducir
los niveles de RalB, pero de nuevo, al interferir
RalA hay un nimero menor de células capaces de
polarizar la maquinaria secretora. Las diferencias
obtenidas con los shRNAs son mayores que las
obtenidas con los siRNAs, probablemente porque
la mayoria de células expresan la construccion.

Obtenemos pues una explicacion para
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Figura R17:

La polarizacién de los granulos
liticos a la zona de contacto entre
YTS y sus dianas requiere la
presencia de RalA pero no de
RalB.

Incubamos células YTS
nucleofectadas con siRNA o
expresando de forma estable
shRNAs con células diana
721.221 en proporcion 1:4
durante 20min a 37°C. Las
células fueron fijadas, tenidas
con anti-a-tubulina y —perforina,
y analizadas por microscopia
confocal. (A) Imagenes de
microscopia confocal de

células YTS nucleofectadas

con siRNA control, contra

RalA o RalB, en ausencia y
presencia de dianas 721.221. (B)
Cuantificacion de la polarizacion
de la maquinaria secretora

como [(nimero de contactos

que muestran polarizacion del
MTOC y perforina/nimero

total de contactos) x 100] en
YTS tratadas con los diferentes
siRNAs. Se muestra la media

+ EE de tres experimentos
independientes. p < 0.05, por el
test t- de Student de dos colas.
(C). Clasificacion de los tipos

de contacto de un experimento
representativo, en funcion de si
polarizan tanto el MTOC como
la perforina, el MTOC solo, los
granulos liticos s6lo o ninguno
de los dos. (D) Imégenes de
inmunofluorescencia de células
YTS expresando diferentes
shRNAs, en ausencia y
presencia de dianas 721.221. (E)
Cuantificacion de la polarizacion
como en (B), comparando YTS-
shCtrl con YTS-shRalAl o
-shRalA2, en el panel superior,
o con YTS-shRalB1 o -shRalB2.
Se muestra la media & EE de tres
experimentos independientes. p
< 0.01, por el test t- de Student de
dos colas.
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Figura R18:

La disminucion de los niveles de RalA o RalB

no afectan la fosforilacion de ERK en respuesta
estimulos que inducen citotoxicidad.

Se estimularon células YTS expresando de forma
estable shRNAs contra RalA (A) y RalB (B) con
células Schneider SC2 expresando B7.1/ICAM-1.1,
en proporcion 1:1. Se analizé la fosforilacion de ERK
mediante anticuerpos contra fosfo-p44/42 (ERK1/2),
y mostramos el resultado del Western Blot a 0, 3 y
15 minutos. En el panel inferior mostramos el ERK
total.

la reduccion en la capacidad citotoxica cuando
interferimos RalA, pero estos resultados
no explican la menor citotoxicidad cuando
disminuimos los niveles de RalB, puesto que
no afecta a la polarizacion de la maquinaria
secretora.

Hemos visto que Ral se activa en
respuesta a la estimulacion de LFA-1, esencial
en la polarizacion de la célula litica ©* ', La
sefializacion de fuera a dentro (outside-in) de
LFA-1 estimula la actividad de RasGRP/Ras/.../
ERK1/2 %9y se ha demostrado que la actividad
de ERK1 y ERK?2, especialmente éste ultimo, es
necesaria para la correcta polarizacion del MTOC
y en consecuencia, de la maquinaria secretora %,
Por esta razon examinamos los niveles de pERK
en células YTS expresando de manera estable
shRNAs control, contra RalA o RalB, a diferentes
tiempos tras estimular con células diana con
SC2-ICAM1.1/B7.1 (Fig R184 y B). En ninguno
de los tiempos examinados vemos diferencias
notables en la fosforilacion de ERK; por lo tanto,
descartamos la ruta de MAPK como la que media
la regulacion de RalA de la polarizacion de los
granulos liticos.
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La interferencia con RalA y RalB
altera la degranulacion de las

células YTS.

La secrecion de los granulos liticos es
el ultimo paso del proceso de citotoxicidad, y
requiere el anclaje de los granulos, la fusion de
estos a la membrana plasmatica, y la liberacion
del contenido litico. En la introducciéon hemos
descrito varios procesos andlogos de secrecion
polarizada regulados por Ral. Ya hemos
mencionado el papel de esta GTPasa en secrecion
especifica al compartimento basolateral en
epitelios polarizados, pero existen muchos otros
ejemplos. Los cuerpos de Weibel Palade, sin ir
mas lejos, son lisosomas secretores al igual que
los granulos liticos y su secrecion esta controlada
por RalGDS-RalA, de manera dependiente de
calcio ®. Otros ejemplos son el control de la
secrecion neuroendocrina en células PC12 a
través de RalA-PLD1-Arf6 #7*2%% o la exocitosis
de granulos densos en plaquetas, en la cual el
exocisto resulta esencial *Y. La regulacion
del exocisto por parte de Ral parece necesaria
en la mayoria de estos sistemas; este complejo
heteroctamérico podria establecer un parche que
permitiese la interaccion entre los granulos liticos
y la membrana.

Una manera frecuentemente utilizada para
medir la degranulacion de células NK o CTLs se
basa en aprovechar la naturaleza lisosomica de
los granulos liticos . Lampl y 2 (CD107a y b
respectivamente) son moléculas transmembrana
de los lisosomas, que no se expresan en la
membrana plasmatica en una célula litica en
reposo. Ahora bien, cuando los granulos liticos
(lisosomas secretores especializados) se fusionan
con la membrana plasmatica, podemos detectar
estos marcadores tifiendo con anticuerpos
extracelulares y analizando las muestras por
citometria de flujo. Para comprobar si en células
YTS en las que hemos interferido la expresion
de Ral se producian defectos en degranulacion,
tefiimos células YT con PKH-26 y las incubamos
con 721.221 en presencia de anticuerpo anti-
CD107a conjugado con FITC. A las 4 horas
determinamos el porcentaje de células que
habian aumentado los niveles de CD107a en la
membrana y por tanto estaban degranulando.

En la Figura RI94 mostramos los
histogramas que representan la seial de CD107a
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Figura R19:

La interferencia de cualquiera de las isoformas de Ral altera la degranulacion de las células YTS ante sus
dianas.

Incubamos células YTS tanto nucleofectadas con siRNAs como estabilizadas con shRNAs con células diana
721.221 en relacionl:2, en presencia de un anticuerpo anti-CD107-FITC (BD-Pharmingen) y monensina A (4nM,
BD-Pharmingen). Tras 4h de incubacion, se analizaron los niveles de CD107 en membrana de las células YTS por
citometria de flujo. (A) Diagramas de contornos obtenidos con células YTS expresando los diferentes sShRNAs.
Los contornos negros corresponden a las células YTS sin estimular, y los rojos las células YTS incubadas con
células 721.221 (B) Cuantificacion por citometria de los porcentajes de células CD107a-positivas en células
YTS nucleofectadas con siRNA. Se representan las medias + EE de 3 experimentos. p < 0.05, por el test t- de
Student de dos colas. (C) Cuantificacion similar a la anterior, en células YTS expresando los diferentes shRNAs.
Representamos las medias + EE de 3 experimentos. p < 0.05, por el test t- de Student de dos colas.

antes y después de incubar con células diana, en capaces de translocar CD107a a la membrana,
YTS estables para shCtrl y para shRNA contra lo que indica que al incubar con células diana
RalA y B. Las células expresando el shCtrl son son capaces de secretar el contenido litico para
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eliminarlas. Sin embargo, las que expresan shRNA
contra cualquiera de las isoformas de Ral no son
capaces de inducir secrecion. Esto ocurre tanto
en los experimentos realizados con siRNAs como
con los realizados con shRNAs, como vemos en
la Figura RI9B y C, aunque nuevamente los
efectos parecen ser mas notables con la expresion
estable de shRNAs. La razon probablemente sea
lamisma que en los experimentos de polarizacion,
es decir, que todas las células YTS utilizadas
expresan el RNA interferente.

Por lo tanto, las GTP-asas Ral parecen
estar controlando dos procesos independientes
durante la citotoxicidad celular mediada por
granulos. En primer lugar RalA regula la
polarizacion de la maquinaria de secrecion,
aparentemente el inicio del proceso. Por otro lado
hemos observado que la inhibicion de cualquiera
de las isoformas de Ral lleva a un desajuste en la
secrecion de granulos liticos. Teniendo en cuenta
que las células con RalB interferido son capaces
de polarizar los granulos liticos, los resultados
nos sugieren que en estas células existe un defecto
en el anclaje y la secrecion de los granulos.
Quisimos profundizar en las bases moleculares
que subyacen la regulacion de la citotoxicidad a
través de Ral. Por el tipo de defectos observados
y con los precedentes de publicaciones anteriores,
nos pareci6 que la regulacion del exocisto era la
ruta efectora de Ral con mayores posibilidades de
estar implicada en el proceso. Dedicaremos los
proximos apartados al estudio de la implicacion
de esta ruta en este sistema.
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El exocisto se ensambla al
producirse un contacto entre YTS y

una célula diana.

El exocisto regula el transporte y anclaje
de numerosos tipos de vesicula a una membrana
objetivo; suele encontrarse desensamblado
en forma de hemicomplejos en diferentes
compartimentos celulares ©* 22, Varias GTP-
asas pequefias intervienen en el ensamblaje de
este complejo, entre ellas proteinas de la familia
Rho y Ral. Dado que se requiere la actividad
de Ral para que este complejo se ensamble
correctamente ®”, examinamos si el exocisto
se forma al inducir citotoxicidad de una célula
diana. Al igual que en los experimentos de la
Fig R10, estimulamos células YTS con células
SC2-B7.1/ICAM1.1 a diferentes tiempos. A
continuacion inmunoprecipitamos RalA o RalB
en células YTS estimuladas de la misma manera
que antes, y analizamos la presencia de Sec8 por
Western Blot (Fig R20A). En el panel superior se
aprecia como a 3 minutos se produce un fuerte
incremento en el Sec8 asociado a RalA y B; en
el panel inferior vemos una cuantificacion de
esta asociacion. Teniendo en cuenta que de las
subunidades del exocisto las proteinas Ral solo
se asocian a Sec5 87 y Exo84 #) ¢l hecho de
observar Sec8 coprecipitando es indicativo de
que el exocisto se estd ensamblando y que el
complejo resultante contiene Ral. Para demostrar
que es la fraccion activa de Ral la que se une al
complejo, realizamos experimentos de pulldown
en estos mismos lisados utilizando RalBP1-RBD
unido a GST. De esta manera purificamos la
fraccion activa de las dos isoformas de Ral junto
todo aquello a lo que estén asociadas. Asi pues,
si detectamos Sec5 o Sec8 significa que se han
unido a la fraccion activa de Ral (Fig R20B).
El resultado confirma nuestra hipdtesis, ya que
somos capaces de detectar incrementos de Sec5 y
Sec8 asociados a los mismos tiempos en los que
tanto RalA como RalB estan activos.

Para confirmar los datos bioquimicos
quisimos ver si estos se correspondian con
observaciones de microscopia. Tefiimos diferentes
moléculas del exocisto en células YTS en reposo
y estimuladas con células diana para estudiar
su distribucion subcelular y si se concentran en
la zona de contacto entre la célula efectora y la
diana. Debido a que Sec5 es la subunidad que
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Figura R20:

Ral interacciona con moléculas del exocisto durante la respuesta citotoxica:

A) Se estimularon células YTS con células Schneider SC2 expresando B7.1/ICAM-1.1, en proporcidn 1:1 durante
los tiempos indicados. Se utilizaron los lisados en ensayos de inmunoprecipitacion con anticuerpos contra RalA,
en el panel superior, o RalB, en el central. En ambos casos se analizé por Western Blot la asociacién de Sec8
mediante un anticuerpo especifico. El panel inferior muestra Sec8 total de los lisados como control de carga. En la
parte inferior del apartado representamos la cuantificacion del Sec8 asociado, en unidades arbitrarias, mostrando
las medias y desviacion estdndar de 4 experimentos independientes. *p< 0.05, test de 7-Student’s de dos colas. B)
Se estimulg las células de la misma manera que en A, pero los lisados fueron sometidos a ensayos de pulldown
con GST-RalBP1 RBD. Los paneles superiores muestran el andlisis por Western Blot de estos ensayos. Ademads
de utilizar RalA y RalB, comprobamos la asociacion de Sec5 y Sec8 con anticuerpos especificos. Los paneles
inferiores muestran los controles de carga. En la parte inferior del apartado representamos la cuantificacion de
RalA y B-GTP, asi como del Sec5 y Sec8 asociados, en unidades arbitrarias, mostrando las medias y desviacion
estandar de 4 experimentos independientes. *p< 0.05, test de -Student’s de dos colas

interacciona con Ral, fue la que analizamos en Sec5 en los granulos liticos pensamos que quiza se
primer lugar. Hicimos una tincion de Sec5 junto a encontrara en el endosoma de reciclaje, como se
perforina y observamos que no se localizan en el ha descrito en algunos sistemas *?. En la Figura
mismo compartimento celular (Fig R21A, panel R21B vemos que se observa cierta colocalizacion
superior) pero se produce un enriquecimiento de Rabll con Sec$5, si bien no parece que todo
de Sec5 cerca de la zona de contacto cuando el Sec5 detectado se asocie al compartimento del
los granulos son polarizados. De hecho los dos endosoma de reciclaje.

compartimentos parecen interaccionar, tal y como

se muestra en el detalle a la derecha, lo cual es La tincién con Sec8 y SeclO junto con
consistente con el hecho de que en los ensayos perforina apoya la implicacidon del exocisto en
de pulldown veamos Sec5 asociado a Ral activo este sistema; tal y como se habia publicado, Sec8
(Fig R20C), asi como con las publicaciones que y 10 se encuentran en lugares diferentes (Fig
demuestran que es fundamental la interaccion de R2IC); Sec8 parece hallarse principalmente en
diversos compartimentos del sistema de trafico los granulos liticos, mientras que Secl0 parece
vesicular con los granulos liticos para que estos encontrarse de forma difusa por el citoplasma.
puedan ser secretados 7. Ya que no encontramos En el panel inferior observamos que cuando
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Las subunidades del exocisto Sec5, Sec8 y Secl0 se concentran en la zona de contacto entre la célula efectora y

la célula diana.

Analisis por microscopia confocal de la localizacion de diferentes subunidades del complejo del exocisto
en células en reposo o incubadas con células 721.221 en proporcion 1:4 (20min, 37°C). (A) Tincién usando
anticuerpos anti-Sec5 (Proteintech) y —perforina (Kamiya Biomedical). La superposicion muestra Sec5 en verde
y perforina en rojo. A la derecha mostramos una ampliacion de un detalle. (B) Tincion con anticuerpos anti-Sec5
y —Rabl 1. La superposicion muestra Sec5 en verde y Rabl1 en rojo. (C) Tincion con anticuerpos anti-Sec8 (BD-
Biosciences), —Secl0 (AbCam) y —perforina. La superposicion muestra Sec8 en rojo, perforina en verde y Secl0
en azul. A la derecha se muestra la ampliacion de un detalle.

incubamos YTS con 721.221 las dos subunidades
del exocisto se concentran en la zona de contacto,
donde observamos colocalizacionconlos granulos
liticos, lo que confirma que estos interaccionan
con otros compartimentos vesiculares antes de la
secrecion.

Por lo tanto los datos de microscopia
confocal confirman los datos obtenidos por el
analisis bioquimico, y sugieren un papel para el
exocisto en la citotoxicidad celular.

La reduccion de los niveles de Sec5
reduce la capacidad citotoxica.
Para confirmar la importancia del exocisto
en la citotoxicidad decidimos medir la capacidad

litica de células YTS con niveles reducidos de
Sec5. Decidimos interferir esta subunidad por ser
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el nexo entre la activacion de Ral y el ensamblaje
del exocisto.

Nucleofectamos células YTS con siRNA
control y contra Sec5, y comprobamos su
eficiencia y especificidad por Western Blot (Fig
R22A4). El siRNA contra Sec5 no afecta a los
niveles de RalA, RalB o perforina, sin embargo
produce una reduccion en torno al 80% de Sec5.

Al medir la capacidad citotoxica de
células YTS con niveles reducidos de Sec5 por el
método del Alamar Blue observamos un notable
defecto en la capacidad de eliminar sus dianas
(Fig R22B). Este resultado apoya por tanto la
importancia del exocisto en la citotoxicidad
mediada por granulos.
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Figura R22:

La reduccion de los niveles de la subunidad del exocisto Sec5 disminuye la capacidad citotéxica de células
YTS.

Nucleofectamos en YTS un siRNA especifico contra Sec5. (A) Analisis por Western Blot de los niveles

de Sec5, RalA, RalB y B-actina en YTS nucleofectadas con siCtrl o siSec5. (B) Ensayo de citotoxicidad
contra 721.221 con Alamar Blue en células YTS con siCtrl o siSec5 a diferentes relaciones efector:diana.
Representamos la media + EE de los triplicados de los diferentes puntos, en un experimento representativo.

El exocisto regula la degranulacion asi que realizamos los mismos pasos logicos
pero no la polarizacion de la que seguimos cuando queriamos determinar los
maquinaria de secrecion. mecanismos afectados por Ral; analizamos la
capacidad de establecer conjugados, de polarizar
Nuestro siguiente paso fue intentar la maquinaria secretora y finalmente de secretar
determinar a qué nivel participa el exocisto en el contenido de los granulos liticos (Fig R23).
los mecanismos que llevan a la citotoxicidad,
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Figura R23:

Sec5 no esta implicado en el proceso de conjugacion o de polarizacién de la maquinaria citolitica, pero regula
el proceso de degranulacion.

Comparamos las células Y TS nucleofectadas con un siRNA control o uno contra Sec5 en diferentes experimentos:
(A) Ensayo de conjugacion, realizado como en Fig 16. Representamos la media = EE de 3 experimentos
independientes. (B) Ensayo de polarizacion de la maquinaria de secrecion, realizado como en la Fig 17.
Representamos la media = EE de 3 experimentos independientes. (C) Ensayo de degranulacion, de la misma
manera que habiamos hecho en Fig8. Representacion de la media + EE de tres experimentos independientes. p
< 0.05, por el test t- de Student de dos colas.
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Cuando analizamos la conjugacién no
observamos ninguna diferencia entre las células
interferidas y las control (Fig C23A4). Esto no
resulta sorprendente, ya que tampoco habiamos
observado defectos en la formacion de conjugados
estables al inhibir la expresion de RalA o RalB
(Fig R16). Si habiamos observado diferencias
en la polarizacion de la maquinaria secretora al
inhibir RalA; atin asi, tal como muestra la Figura
23B, la disminucion de los niveles de Sec5 no
parecen afectar este proceso. En cambio, cuando
medimos degranulacion (Fig R23C) observamos
como las células interferidas muestran una menor
capacidad para inducir secrecion que las control,
y esta diferencia es estadisticamente significativa
(p<0.05).

La reduccion de los niveles de Sec5, por
tanto, afecta a la degranulacion, sin embargo
no afecta a la polarizacion de la maquinaria de
secrecion. Esto, junto al hecho de que soélo la
inhibicion de RalA lleva a alteraciones en la
polarizacion, sugiere que RalA esta regulando
este proceso a través de otras vias efectoras no
relacionadas con el exocisto, y que estas vias
dependen s6lo de RalA.
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DISCUSION:

Papel de las GTPasas Ral en la funcion
de los linfocitos T:

En la primera parte del trabajo hemos
intentado dilucidar un posible papel de las
GTPasas Ral en la activacion de los linfocitos
T a través del TCR. Hemos observado que esta
proteina se activa en respuesta a este receptor
de antigeno y se relocaliza a la zona de contacto
entre la célula presentadora y el linfocito T, y que
en el modelo celular de Jurkat alteraciones en su
expresion o actividad desencadenan cambios en
la capacidad de estas cé€lulas para activarse. Aun
asi, al estudiar los ratones RalGDS™, con defectos
en la estimulacién de Ral-GTP, no observamos
diferencias ni en el desarrollo del sistema inmune
ni en la funcionalidad de los linfocitos T.

La estimulacion del TCR lleva al
reclutamiento y activacion de numerosas
moléculas transductoras de sefiales, formando una
plataforma de senalizacion denominada sinapsis
inmunologica ©> %' 279 Entre estas proteinas
se encuentra Ras, cuya actividad no solo es
necesaria para la sefializacion y funcionalidad de
los linfocitos, sino que es el principal regulador de
Ral a través de los RalGEFs. Mediante ensayos
de pulldown hemos demostrado que se produce
una activacion temprana de Ral (Figura RI),
en respuesta a la estimulacion del TCR, lo que
sugiere que esta GTPasa se encuentra también
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en el complejo sefializador que se asocia al TCR.
En células Jurkat, la incubacion con anticuerpos
contra CD3¢ provoca incrementos en Ral-GTP a
tiempos cortos, mostrando un pico de activacion
cercano a los 3 minutos. El principal candidato a
regular este pico de activacion es, como hemos
dicho Ras. De hecho, las cinéticas de activacion
de Ras y de Ral, tal y como se ve en la Figura
R1, son bastante parecidas. En linfocitos T la
actividad de Ras es el resultado de la accion
de dos familias de GEFs; al igual que en otros
tejidos, la ruta SLP76/Grb2/SOS 49 estimula
la actividad de Ras en respuesta al TCR. Esta
también se regula por RasGRP, un GEF que
responde a incrementos en la concentracion
intracelular de diacilglicerol originado por la
accion de PLCy1 7680220 [ a accion de este GEF,
por tanto, podria explicar la activacion de Ral
observada en respuesta al éster de forbol PMA,
analogo del DAG. PLCyl también genera el
segundo mensajero IP,, que induce liberacion
de los reservorios intracelulares de calcio. Un
dato que podria relacionar la acciéon de PLCyl
con Ral es que observamos cierto incremento
en la actividad de Ral tras incubar células
Jurkat con ionomicina, un iono6foro que provoca
incrementos en el Ca*" intracelular. Esto ocurre de
manera paralela a lo que tiene lugar en las lineas
celulares B RAMOS y DT40 ©”, plaquetas **® y
células endoteliales ®*. Los detalles moleculares
de como Ral responde a los incrementos del
calcio intracelular permanecen todavia sin
esclarecer, aunque como hemos comentado en la
introduccion, o bien Ral responde directamente
a Ca? 119 a través de GEFs sin dominio de
unién a Ras ® o, como se postula en algunas
publicaciones, RalGDS podria unirse a CaM y
activar Ral ©>?7?, Los niveles de activacion de Ral
observados tras el tratamiento con ionomicina,
no obstante, son considerablemente mas tenues
que cuando estimulamos directamente el TCR o
usamos PMA, por lo que todo apunta a que Ras
es el responsable de la mayor parte del Ral activo
en respuesta a la estimulacion del TCR, como
ocurre en plaquetas %9,

Cuando examinamos las cinéticas de
activacion comprobamos que la intensidad de
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la activacion de Ral aumenta cuando ademas de
anticuerpos contra CD3¢ utilizamos anticuerpos
contra CD28. Como comentamos en la
introduccionydiscutiremostambiénmasadelante,
CD28 induce picos en la actividad de PI3K 277,
esto provoca el reclutamiento de PDK1 “, una
proteina quinasa que fosforila AKT, y que se ha
demostrado que no sélo se asocia con RalGDS
sino que estimula su actividad ®**. La activacion
de CD28 podria llevar a un mayor reclutamiento
y activacion de RalGDS en la zona de activacion
que cuando se estimula solamente el TCR, lo
que se traduciria en un potente incremento de la
fraccion unida a GTP de Ral.

Considerando los diferentes tipos de
estimulacion de las células Jurkat que hemos
utilizado, vemos que diversas sefales que se
ponen en marcha tras la activacion del TCR
confluyen en la activacion de Ral.

Junto con el hecho de que se active a
tiempos tan tempranos, la prueba de que Ral
es un componente del complejo sefializador de
la sinapsis inmunoldgica es que esta GTPasa
se relocaliza a la zona de contacto con la
célula presentadora, tal y como demuestran los
datos de inmunofluorescencia (Figura R2). En
condiciones de reposo, Ral aparece con un patrén
vesicular, y se diria que en algunos momentos,
asociado a la membrana plasmatica. Esto es
consistente con otras publicaciones, en las que se
situa a Ral asociado en general a endomembranas
(56259 y 3 la membrana plasmatica 4! ® Ahora
bien, la localizacidon cambia notablemente cuando
estimulamos el TCR de células Jurkat utilizando
células Raji presentando SEE, o el de células
CD8" mediante células presentadoras mostrando
el péptido OTI en membrana. Este estimulo
induce la relocalizacion de Ral a la zona de la
sinapsis. Esto resulta interesante, en especial si lo
sumamos al hecho de que detectamos actividad
de Ral a tiempos cortos tras estimulacion del
TCR. Se ha descrito que Ras-GTP se acumula
en la membrana plasmatica cuando se activa este
receptor, yrecientes estudioslositianen lasinapsis
230 aunque las isoformas implicadas son motivo
de controversia % 29 Independientemente
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de la isoforma de Ras que se esté activando en
membrana tras la estimulacion del TCR, los
RalGEF serian reclutados a la zona de activacion
de Ras y explicarian la acumulacion de Ral
observada. Aunque seria conveniente examinar
la localizacion de Ral con respecto a PKCO o
Lck, marcadores del cSMAC de la sinapsis, la
distribucion de Ral en la zona de contacto no
parece tan discreta como cuando se tifie PKCB.
Esto no es extrano, Ras-GTP parece localizarse
en el pSMAC @049 En proximos experimentos
seria interesante estudiar la localizacion de Ral
conrespecto a marcadores de las diversas zonas de
la sinapsis inmunolodgica. Atn asi, si recopilamos
los resultados bioquimicos obtenidos y los
combinamos con estas inmunofluorescencias,
contamos con suficientes indicios como para
sospechar una funcion relevante de Ral al activar
una célula T.

Las células Jurkat se transfectan con gran
facilidad, por lo que constituyen un modelo ideal
para ensayar la introduccion de variantes de
proteinas en una célula y examinar la activacion
tras estimular el TCR. Introdujimos diferentes
variantes de RalA y B: las silvestres, mutantes
activos y dominantes negativos. Si realmente
Ral esta transduciendo sefiales emitidas por Ras,
esperabamos observar diferencias en activacion
celular. Para ello examinamos la expresion en
membrana del marcador temprano de activacion
de células T CD69 “®. Lo mas notable es que la
introduccion de las variantes de ambas isoformas
de Ral que no hidrolizan GTP (RalA72L y
RalB23V) inducen mayor expresion de CD69 en
membrana, lo que indica una mayor activacion
de estos linfocitos. Al examinar el estado de
algunas rutas de activacion que desembocan en
expresion génica tras activacion del TCR, como
AKT y ERK1/2 vimos que los niveles de pERK
se encuentran también aumentados al introducir
RalA72L o RalB23V. No solo eso, sino que apenas
incrementan su actividad al estimular el TCR,
lo que correlaciona con la expresion de CD69.
Ocurre algo similar con los niveles de pAKT,
aunque no resulta tan evidente como con pERK.
Ya se han observado efectos parecidos cuando
se sobreactiva la via de Ras; la variante mutante




activa RasV12 lleva a niveles basales muy altos
de CD69 @?7. En esta misma publicacion se
observa también que mutantes activos de Ras que
se unen Unicamente a RalGDS también aumentan
los niveles basales de CD69, casi al mismo nivel
que los mutantes que solo activan Raf. Todo
esto apoya que los mutantes constitutivamente
activos de Ral estan induciendo un estado de
mayor activacion celular y estimulan de manera
anormal las rutas que llevan a la expresion de
CD69, entre ellas la ruta de ERK/AP1-1 @7 183,
La relevancia del papel de Ral en la activacion de
las células Jurkat se reafirma al estimular el TCR
de células transfectadas con RNAs interferentes
contra RalA o RalB. En este caso observamos un
menor nimero de células CD69 positivas. Sin
embargo, en el caso de los RNA de interferencia,
no observamos diferencias notables ni en pERK
ni en pAKT, lo que sugiere que Ral podria
contribuir a la activacién por otras vias y que
Ras es suficiente para mantener altos los niveles
de pERK y AKT. Aun asi, el hecho de observar
alteraciones en la expresion del marcador de
activacion CD69 apoya la implicacion de Ral en
la activacion de los linfocitos T.

En el laboratorio contamos con ratones
RalGDS", desarrollados por Gonzalez Garcia,
et al 19, La reduccion en la actividad de Ral en
estos ratones afecta notablemente a los efectos
oncogénicos de Ras, que se ven intensamente
reducidos en un modelo de cancer de piel. Por esta
razon, al analizar estos ratones esperabamos que
se recapitulasen parte de los defectos observados
en el desarrollo del sistema inmune y en la funciéon
de éste al alterar la funcion de Ras 7892233, 28D,
La reduccion en la sefalizacion en la via TCR/
Ras, o la expresion de H-RasN17 especificamente
en linfocitos T, lleva a problemas de desarrollo
timico, concretamente en seleccion positiva "
233.28D - Aunque la mayoria de estos defectos se
asocian a menor actividad de ERK, no podiamos
descartar el papel de Ral. Atun en el caso de que la
actividad de Ral fuese relativamente prescindible,
en otros sistemas como el desarrollo de tumores
en raton, se ha observado una fuerte sinergia
entre las rutas de MAPK y Ral !9, También hay
que tener en cuenta que defectos en algunas rutas
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reguladas putativamente por Ral, como la de
JNK “? ]levan a problemas de seleccion negativa
y linfocitos autorreactivos, resistentes a la muerte
inducida por antigeno 7. Por lo tanto, el estudio
de estos ratones nos permitia dos cosas: en
primer lugar, comprobar si la ruta de RalGEF-
Ral tiene relevancia en el desarrollo del sistema
inmune. En segundo lugar, estudiar la funcion
de linfocitos T en los cuales hemos reducido la
actividad de Ral.

Realizamos, por tanto, tinciones con
anticuerpos contra marcadores de diversas
poblaciones del sistema inmune y las estudiamos
por citometria de flujo, prestando especial
atencion a las poblaciones linfoides, tanto en
ratones adultos como en ratones envejecidos.
Curiosamente, no vimos diferencia alguna en
las poblaciones analizadas. En el desarrollo
de poblaciones analizadas de células T y B, el
GEF de Ral RalGDS, parece ser prescindible.
Tampoco identificamos ningun defecto en células
mieloides como neutréfilos o macréfagos. Atn
asi, examinamos ratones de edades avanzadas,
por si algiin defecto en seleccion timica negativa
o positiva quedaba enmascarado y se manifestaba
mas tarde. Al fin y al cabo, alteraciones en la
actividad y expresion de Ras se han asociado a
desarrollo de patologias autoinmunes como lupus
eritematoso sistémico 9, No so6lo eso, sino que
mutaciones en GEFs de Ras, como RasGRP llevan
a problemas en seleccion positiva que inducen
linfoadenopatias tipo lupus en ratones adultos
(152 La deficiencia de RalGDS, por tanto, al ser
un posible canalizador de parte de las sefales de
Ras en linfocitos T, podria reproducir patologias
similares. Sin embargo, tampoco parece que
a largo plazo haya acumulacion de ninguna
poblaciéon ni anomalias relevantes en estos
ratones. Por lo tanto, al menos en el desarrollo del
sistema inmune la ausencia de RalGDS no tiene
consecuencias severas; esto puede deberse a que
las rutas efectoras de Ras PI3K y MAPK son
suficientes para el desarrollo y homeostasis de los
linfocitos, o bien a que otros GEFs de Ral estan
compensando la ausencia de RalGDS. Sobre este
ultimo punto volveremos mas adelante.
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Intentamos por lo tanto examinar la
capacidad de linfocitos T RalGDS™ de activarse
in vitro. Con los resultados anteriormente
obtenidos en Jurkat con los mutantes activos y
los shRNAs, es en este punto donde esperabamos
encontrar diferencias mas notables entre los
ratones RalGDS” y los WT. Ahora bien, no
observamos diferencias ni en proliferacion, ni en
la expresion de marcadores de activacion como
CD69 o CD25; tampoco parece haber defectos
en la secrecion de IL2. Los resultados indican
que el papel de RalGDS en linfocitos T de ratén
es prescindible también a nivel de su activacion,
a pesar de que Ral se localiza en sinapsis y se
activa de manera temprana. Cuando realizamos
experimentos de pulldown para determinar el
descenso de la actividad de Ral en linfocitos
T tras estimular su TCR observamos que la
eliminacion de ésta no era total. Existen otros
GEFs de Ral, como RIf @9, Rgl2 #8219 o Rgl3
23 que también contienen dominios de union a
Ras, y podrian sustituir parcialmente el defecto
de RalGDS. De hecho RIf se expresa en tejidos
linfoides como el bazo ?'¥. Recientemente se ha
creado el portal BioGPS, que retine gran cantidad
de informacion de diversas bases de datos acerca
de la expresion de genes ?*®. Entre la informacion
que se puede obtener de este portal destaca la
posibilidad de estudiar la distribucion por tejidos
de la expresion del gen de interés, a partir de datos
obtenidos por microarrays. Examinamos con la
ayuda de este portal la expresion de RalGDS y
de otros GEFs, tanto dependientes de Ras como
RIf y Rgl2, como independientes de éste, como
RalGPS1 y 2. Con esta aproximacion quisimos
estudiar someramente si en células CD4" y
CDS8* humanas y de raton algin otro GEF podria
compensar la deficiencia en RalGDS. Los datos
indican que en células T CD4" humanas y de
raton, la expresion de RIf se encuentra elevada.
Ademas, en linfocitos T de raton CD4" y CDS8",
RalGPS2 también se expresa bastante mas que en
otros tejidos. Estas isoformas podrian, por tanto,
mantener unos niveles minimos de activacion de
Ral, suficientes para que realizase sus funciones.

No podemos descartar, de todas maneras,
la posibilidad de que realmente la actividad de
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Ral no sea imprescindible en los linfocitos de
animales RalGDS”. Aunque podria deberse a
efectos no deseados, hemos observado que el
dominante negativo de RalA o RalB no tiene
efectos sobre las células Jurkat, mientras que la
reduccion de los niveles de Ral mediante shRNAs
si reduce la activacion mediada por el TCR. Una
posible explicacion a esto seria que los efectos
de Ral en la activacion de los linfocitos T no
dependen tanto de su estado GTP como de su
union constitutiva a alguno de sus efectores. Un
posible candidato a esto seria PLD1, que se une
de manera constitutiva a Ral, en un complejo
que recluta a Arf e incrementa la actividad de
esta proteina (1% 170-268  Arf se ha relacionado con
remodelacion de actina y con regulacion de Rac
@19 otra GTPasa pequefia de enorme importancia
en la transduccidn de sefiales que provienen del
TCR ©. Ral podria por tanto estar implicado en
la regulacion de Arf a través de PLD de manera
independiente de su actividad. Finalmente, hay
que remarcar que existen notables diferencias
entre células de raton y células humanas a la hora
de transducir las sefiales de Ras, como demuestran
los distintos requerimientos entre las dos especies
para inducir transformacion celular. En HEK-HT,
humanas, el mutante activo de Ras Ras12V37G,
que activa especificamente la via de RalGDS es
suficiente para inducir transformacion celular,
frente a las variantes que se unen a Raf y PI3K
(19 Sin embargo, en NIH-3T3 so6lo la variante
que activa selectivamente Raf es transformante,
la variante Ras12V35S. Es importante sefalar
que cuando se activa la ruta de RalGDS junto a
la de Raf los efectos transformantes son mayores.
Por lo tanto, podria ser que la actividad de Ral
sea relevante en linfocitos humanos pero no en
linfocitos de raton.




GTPasas Ral en citotoxicidad

celular:

Las

En este trabajo describimos por primera
vez un rol para las GTPasas Ral en células NK,
concretamente en el proceso de citotoxicidad
mediada por granulos liticos. Hasta la fecha, las
GTPasas pequefias que habian mostrado tener
mayor relevancia en citotoxicidad habian sido
las GTPasas de las familias Rho, Ras o Rab %%,
Las proteinas de la familia Rho, por ejemplo,
estan relacionadas con el establecimiento de
conjugados estables, la estructura de la sinapsis y
la polarizacion de la maquinaria secretora (%200,
Ras esta implicado en la activacion de cascadas
de MAPK/ERK1/2, que llevan a la transcripcion
génica y a la activacion de la célula NK ©- 179,
asi como a la polarizacion de la maquinaria
secretora ©* ™_ Por su parte, la familia Rab
interviene sobretodo en las fases finales de la
secrecion de los granulos, en su anclaje y su
fusion a la membrana 7, aunque también se ha
descrito que Rab7 podria regular la polarizacion
del MTOC %, Asi pues, con nuestros datos
aportamos un nuevo participante en el complejo
proceso de la citotoxicidad mediada por granulos
liticos, ya que demostramos que las GTPasas Ral
regulan la polarizacion de estos granulos y su
degranulacion.

En primer lugar hemos demostrado que
Ral se activa en células liticas. Hemos observado
que tanto en CTLs como en la linea celular NK
YTS, tras suministrarles un estimulo que induce
citotoxicidad, se produce un fuerte incremento en
los niveles de Ral-GTP. En el caso de los CTLs
de ratén no hemos sido capaces de identificar una
activacion notable de RalB; esto no parece debido
a que RalB se exprese en menor medida en CTLS
que RalA, puesto que los niveles de mRNA de
RalA y RalB en estas células son equivalentes.
En cualquier caso, en el modelo que utilizamos
en nuestros experimentos funcionales, las células
YTS, estd claro que ambas isoformas estan
presentes y se activan de una manera similar. Se
aprecia un pico de actividad a tiempos cortos,
un rapido descenso, y un nuevo remonte de los
niveles de Ral-GTP. Las razones por las cuales
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Ral muestra esta cinética podrian ser varias;
una de ellas podria ser la activacion de Ral-
GAPs que aceleren la hidrélisis de GTP de Ral.
Se ha demostrado que en células estimuladas
con EGF la actividad de Ral estd controlada
por el complejo RalGAP1 @9, Es posible que
la activacion de los receptores que activan Ral
recluten también complejos con actividad GAP;
muchos de los GAPs de Ras tienen dominios
SH2 de unidn a tirosinas fosforiladas, o PH de
union a lipidos @”, con lo que se reclutan a las
regiones donde se estan activando receptores
de membrana. Es posible que los GAPs de Ral
funcionen de manera analoga. La inactivacion
posterior de este GAP explicaria la recuperacion
de la actividad de Ral. Una razon biologica
para estas dos fases de activacion podria estar
relacionada con la regulacion de dos procesos
distintos durante la citotoxicidad. Esto parece
concordar con el hecho de que RalA participe en
la polarizacion de la maquinaria secretora y en la
degranulacion, como discutiremos mas adelante.
Sin embargo, RalB sigue esta misma cinética y
solo parece ser necesario en la degranulacion, lo
que invalidaria la explicacion de que los dos picos
se corresponden con dos funciones. Curiosamente
en la literatura no hemos encontrado muchos
casos en que Ral muestre una cinética asi; bien
es cierto que en general las publicaciones que
examinan la actividad de Ral suelen analizarla
hasta los 10 minutos, con lo que es posible que
por esto no se haya observado previamente % 2%
260.286) De hecho la estimulacion de plaquetas con
PAF causa un rapido aumento de Ral-GTP a 1
minuto, pero Ral vuelve a niveles casi basales a
los 3 minutos . Unicamente en una publicacion,
en la que estimulan neutrofilos también con
PAF, se ve una cinética similar, con un aumento
entre 1 y 3 minutos, remision de la actividad a
5 y un nuevo pico a 10 7?; en este sistema este
patron de activacion de Ral es paralelo al de
otra GTPasa pequefia, Rapl 7Y, por lo que este
comportamiento no parece exclusivo solamente
de Ral.

La manera por la cual Ral podria
activarse en respuesta al TCR la hemos discutido
en la seccion anterior; nos llamo la atencion
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sin embargo la activacion de Ral en respuesta a
CD28y LFA-1, que proporcionan la estimulacion
minima necesaria para inducir citotoxicidad “).
Ambos inician rutas de sefializacién que hasta
ahora no habian sido relacionadas con Ral. LFA-
1 ha sido estudiado extensamente sobre todo en lo
concerniente a laregulacion de su adhesividad por
los llamados mecanismos inside-out "*¥, aunque
los mecanismos de sefalizacion que parten de
esta integrina (outside-in) siguen sin estar claros
en absoluto. Moléculas como talina 7, SLP76
272 o PLD/Ras "%9, se han implicado en esta ruta,
aunque su exacta contribucion se desconoce.
También se ha descrito que la estimulacion
de LFA-1 es capaz de inducir fosforilacién de
PLCyl "3y a través de esta lipasa, incrementos
en el calcio intracelular "*. El desconocimiento
de las vias de senalizacion de LFA-1 hace que
el estudio de Ral como una nueva molécula
implicada esta transduccion de sefiales pueda
resultar interesante como futuro tema de estudio.
Pensamos que la activacion de Ral podria estar
reguladapor Ras, debido alaparticipacion de PLD
y PLCyl1 en la sefalizacion a través de LFA-1.
Ambas moléculas generan DAG en la membrana
que aumenta la actividad de RasGRP y éste de
Ras. Utilizamos un inhibidor general de las PLC,
el U73221, y observamos una disminucion en la
fosforilacion de ERK, sin embargo RalA no vario
notablemente activaciéon maxima, lo que sugiere
que otra ruta alternativa a Ras podria regular a
Ral en respuesta a LFA-1. Una posibilidad seria
que otros GEFs no dependientes de Ras activasen
Ral; se ha descrito en HEK293 que RalGPS2, un
RalGEF incapaz de unirse a Ras, interacciona con
PLCY a través de un dominio rico en prolinas ©?.
Aun asi, en este momento estamos trabajando en
aclarar los mecanismos moleculares que llevan a
la activacion de Ral en respuesta a LFA-1.

Tampoco resulta obvia la explicacion de
como CD28 estimula la actividad de Ral. En la
primera seccion de los resultados comprobamos
que CD28 potencia la produccion de Ral-GTP
tras la activacion del TCR. La union de CD28
a su ligando B7.1 induce la fosforilacion de
residuos de tirosina en los denominados dominios
YINM; estos, al fosforilarse reclutan Vavl y
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PI3K @ La actividad PI3K en membrana
induce la aproximacion de PDK1, que fosforila
AKT @270 Se ha descrito un complejo PDK1/
RalGDS/Akt requerido para la fosforilacion de
Akt, pero que ademas libera el dominio catalitico
de RalGDS @2 1o que permitiria la activacion
de Ral. Esta hipotesis la apoya el hecho de que el
inhibidor de PI3K LY 94002 reduce notablemente
la capacidad de Ral para activarse en respuesta a
SC2 ICAM-1/B7.1. Esto no seria extrafio, puesto
que en otros sistemas RalA también se inhibe
por LY94002 %260 Sin embargo, se requieren
estudios mas profundos para vincular la actividad
de Ral a PI3K en respuesta a CD28.

En la mayoria de tejidos en los que se ha
estudiado la distribucion de Ral, esta GTPasa
se suele encontrar asociada a la cara interna de
membranas, ya sea la plasmatica #2590 de
vesiculas intracelulares ©* 25, Sin ir mas lejos,
cuando examinamos su distribucion en células
Jurkat o linfocitos T primarios en la primera parte,
observamos que Ral sigue este patron. De hecho,
en los casos que se ha visto Ral en vesiculas,
Ral pareceria asociarse al compartimento
endosomal temprano o de reciclaje ?*%3¢259, Por
eso nos sorprendid ver que en las células liticas
examinadas, YTS y CTLs, Ral se encuentra en
los granulos liticos, que son de origen lisosomal.
No obstante, en algunos sistemas de secrecion,
se ha observado Ral A o B en vesiculas que van a
ser secretadas. Ejemplo de esto son las vesiculas
sinapticas ®¥ o los granulos densos de plaquetas
(70 También se ha detectado Ral en la misma
fraccion que los cuerpos de Weibel-Palade en
gradientes de densidad en plaquetas 7°. Hay
que resaltar el hecho que los cuerpos de Weibel-
Palade son LRO, (lysosome related organelles),
es decir, comparten biogénesis con los lisosomas.
Por lo tanto, esto sentaria un precedente para la
localizacion de Ral en lisosomas modificados,
que es lo que en definitiva son los granulos
liticos. Hemos demostrado que esta localizacion
es especifica, ya que hicimos uso de diversos
marcadores para granulos liticos; por un
lado utilizamos anticuerpos contra perforina,
componente esencial de estos granulos. También
utilizamos marcadores de lisosomas, como Lamp2




o lisotracker, que funcionan como marcadores
especificos de los granulos liticos porque en las
células citotoxicas no existen otros lisosomas
que los granulos liticos ®®. Otra prueba de que
esta localizacion es muy especifica es el hecho
de que en células 3T3 Ral tampoco muestra
colocalizacion con marcadores lisosomales.

Con estos precedentes, y antes de
profundizar en procesos mas concretos, decidimos
examinar la capacidad citolitica de células YTS
en las que hubiésemos disminuido los niveles
de RalA o B, ya fuese mediante tecnologia de
siRNAs o expresando de manera estable ShRNAs
a través de lentivirus. Utilizamos como células
diana las células 721.221, ya que expresan
niveles altos de B7.1 y ya han demostrado ser
sensibles a células YTS ¥, El hecho de que
ademas tengan niveles bajos de MHC, hace que
el paralelismo entre los resultados bioquimicos
obtenidos con células SC2-ICAM1.1/B7.1 sea
mayor. Aun asi, quisimos asegurarnos de que
los datos bioquimicos obtenidos con las células
SC2 se reproducian al estimular células YTS
con 721.221 (Fig RI2E, panel superior). Vimos
que la cinética de activacion de Ral es similar a
cuando estimulamos células YTS con las células
de Drosophila. Sin embargo, es posible que parte
de la fraccion activa detectada en estos ensayos
de pulldown corresponda a las células 721.221,
ya que son de origen humano y el anticuerpo
contra RalA no discerniria entre el Ral de uno u
otro tipo celular. Ademas, la conjugacion entre
la célula citolitica y su diana también produce
reorganizaciones de citoesqueleto en esta ultima,
porlo que Ral podria activarse también en la célula
diana. Para eliminar estas posibles interferencias,
deprivamos de suero las células 721.221 y las
fijamos con 4% PFA (Fig RI2E panel inferior),
eliminando asi la posibilidad de que en estas
células Ral aumente su actividad. Los resultados
son idénticos a los anteriormente obtenidos, por
lo que concluimos que las células 721.221 eran
un modelo idoneo para seguir nuestros estudios.

Tras examinar la posibilidad de usar
diversos métodos para establecer la capacidad
citolitica, decidimos utilizar el colorante Alamar
Blue "*, que permite una lectura sencilla (un
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fluorimetro), no es radiactivo como el 51Cr ©*
179 ni téxico, ya que no forma cristales como el
MTT 29 marca las células de manera uniforme
y es extremadamente sensible. Ademas, ya ha
sido utilizado previamente con éxito para medir
la citotoxicidad inducida por células NK 19,
Redujimos los niveles de RalA y RalB en células
YT, y tanto en el caso de la interferencia mediante
siRNA como shRNA obtuvimos resultados muy
similares: en ambos casos se aprecia un descenso
de la citolisis de células 721.221, aunque es mas
acusado cuando la isoforma afectada es RalA.
La diferencia del impacto de la interferencia de
una u otra isoforma es probablemente debida
al hecho de que, como comentaremos en breve,
RalA afecta a dos subprocesos esenciales para
el desarrollo normal de la citotoxicidad celular,
mientras que RalB solo afecta a la degranulacion.
En cualquier caso, al reducir los niveles de Ral
no conseguimos eliminar del todo la capacidad
citolitica. Esto puede deberse, o bien a que la
disminucion de las isoformas mediante siRNA o
shRNAs no es total (y la poca proteina restante
es suficiente para amortiguar el efecto), o a que el
resto de GTPasas pequeias que participan en el
proceso consiguen atenuar las consecuencias de
los defectos en Ral; al fin y al cabo, la citotoxicidad
celular es un proceso muy robusto y regulado,
debido a que problemas en ella llevan a patologias
muy graves &1 Una aproximacion razonable
seria comprobar el efecto de inhibir las dos
isoformas simultaneamente, RalA y RalB, algo
que por el momento estamos poniendo a punto en
nuestro laboratorio. AUn asi, hay que resaltar que
la doble interferencia no tiene por qué resultar en
un defecto mayor de la citotoxicidad. En diversas
publicaciones, especialmente las que se acercan
a las funciones de Ral en cancer, muestran unos
efectos paraddjicos entre RalA y RalB. Por
ejemplo, en migracion de células tumorales
muy invasivas, como UMUC-3 y DUI145, la
inhibicion de RalA no tiene efectos sobre la
migracion, mientras que la reduccion de RalB la
anula completamente “?*Y, probablemente porque
en estas células RalA y RalB tengan diferentes
afinidades por sus efectores, como ocurre en
otros sistemas, tanto de secrecion % como de
migracion ?*?, Ahora bien, la inhibicion de las
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dos isoformas restaura la capacidad migratoria de
estas células. Chien y White ®® muestran papeles
no solapantes de RalA y B en células tumorales.
RNAs de interferencia contra RalA afectan a
la proliferacion independiente de anclaje, algo
que se ha constatd mas tarde ‘°Y mientras que
la inhibiciéon de RalB induce apoptosis masiva.
Nuevamente, la disminucion simultanea de RalA
y RalB no tiene efecto sobre la muerte celular.
En este caso los autores proponen un equilibrio
entre las dos isoformas en que el déficit de
RalB induciria muerte y la ausencia de RalA 'y
RalB reestableceria el equilibrio. En cualquier
caso, estamos poniendo actualmente a punto en
el laboratorio la disminuciéon de RalGDS con
shRNAs, para intentar disminuir la actividad
de las dos isoformas simultaneamente como
aproximacion alternativa.

Una vez comprobado que las GTPasas Ral
influyen en el proceso citotoxico, examinamos los
posibles subprocesos que podrian estar afectados
por la funcion de Ral. Ral ha sido relacionado con
la formacion de protrusiones de membrana >
51256y eventos regulados por el citoesqueleto
de actina "%, Ademads, Cdc42, es esencial en la
ramificacion del citoesqueleto de actina a través
de su interaccion con WASP, lo que estabiliza la
estructura de la sinapsis *® y como dijimos en la
introduccion, RalBP1 podria regular la actividad
de cdc4? a través de su dominio GAP 2% Sin
embargo, no observamos ninguna diferencia en
la capacidad de establecer conjugados estables
entre la célula dianay laYTS al reducir los niveles
de Ral. Esto puede deberse a la localizacion de
Ral, ya que el hecho de que Ral se encuentre en
los granulos liticos sugiere que el papel de estas
GTPasas puede estar mas vinculado al destino
de estas vesiculas. Buena prueba de ello es que
es cuando examinamos la polarizaciéon de la
maquinaria secretora observamos los primeros
defectos notables al inhibir RalA. Esto no ocurre,
sonembargo, con RalB. LamaneraporlaqueRalA
puede estar regulando la reubicacion del MTOC
y los granulos no es facil de explicar, sobretodo
si tenemos en cuenta que RalB no parece influir
en este proceso y que en general se unen a los
mismos efectores. Un posible candidato a mediar
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los efectos en polarizacion de RalA es el exocisto.
Este complejo ya ha demostrado asociarse al
MTOC durante citoquinesis ©®, por lo que podria
colaborar en la localizacion de este en la zona
de la sinapsis. Ademas, en varios sistemas RalA
se asocia con mayor afinidad a Sec5 que RalB
23.59 1o que explicaria las diferencias a la hora
de reducir sus niveles. Ahora bien, tal y como
demostramos, la reduccion de los niveles de
Sec5 mediante siRNAs no afecta la capacidad
de las células YTS de polarizar el MTOC ni los
granulos liticos (Fig R23). Algunos articulos
atribuyen las diferencias fenotipicas entre RalA'y
B a diferencias en localizacion ?*%, Este no parece
ser tampoco nuestro caso, puesto que tanto RalA
como RalB los encontramos en los granulos
liticos y se movilizan a la zona de contacto de la
misma manera.

De todas maneras, debido a que cuando
reducimos los niveles de RalA no observamos
polarizacion ni del MTOC, que es el primer
elemento en movilizarse a la sinapsis “* 2%,
ni de los granulos liticos, que son arrastrados
a través de los microtiibulos hacia la zona de
contacto, pensamos que el defecto que induce la
ausencia de RalA responde a una alteracion en
la transduccion de sefiales que lleva al inicio del
proceso de polarizacion. Se ha descrito que la
estimulacion de LFA-1 es suficiente para inducir
la polarizaciéon del MTOC y de los granulos
liticos (no su secrecion) 1%-39; hemos demostrado
que la estimulacion con SC2-ICAM.1 inducen
una fuerte activacion de Ral, asi que es licito
considerar, por tanto, que defectos en Ral pueden
llevar a problemas en la polarizacién inducida
por LFA-1. Ahora bien, LFA-1 también activa
RalB, por lo que nos resulta extrafio que la
interferencia de RalB no afecte a la polarizacion
de la maquinaria secretora. Es posible que
RalB solamente tenga un papel de apoyo en
este subproceso. Como hemos comentado en
la introduccion, dos rutas principales han sido
relacionadas con la polarizacion. Nuevamente
hablaremos de cdc42 , y la ruta de las MAPK,
ERK1 y 2 643, (Cdc42 ha sido relacionado
en numerosos trabajos con la polarizacion
del MTOC 18.250.265. 278 por su regulacion del




citoesqueleto de actina a través de WASP y CIP4.
WASP se acumula en el pSMAC, y su ausencia
se traduce en una reducida polimerizacion de
actina en la sinapsis, y defectos en la polarizacion
de la célula 1°%2°D CIP4 por su parte se asocia
a o-tubulina y se relocaliza a la sinapsis junto
con el MTOC y WASP ®%V. Ral podria regular
cdc4?2 a través de su efector RalBP1. Algunos de
los primeros articulos que discutian una posible
regulacion de cdc42 por parte de Ral proponian
que Ral podria potenciar la actividad de cdc42 al
inhibir el dominio GAP de RalBP1 ®9, asi que si
esto fuese cierto, en nuestro sistema un defecto
en Ral podria traducirse en menor actividad de
cdc42. Otro hipotético nexo entre Ral y cdc42
es IQGAPI1, una proteina que se ha demostrado
que se une, tanto en levaduras como en células de
mamifero, a cdc42 22229 y a las subunidades del
exocisto Sec3 ??y Exo70 @, constitutivamente
vinculadas a la membrana plasmatica. Hay que
puntualizar, sin embargo, que si hubiera defectos
en la polimerizacion de actina, una posible
consecuencia seria que la conjugacion con la
célula diana deberia estar afectada, y no éste no es
el caso. De cualquier forma, como experimentos
futuros nos hemos planteado estudiar la actividad
de cdc42 mediante pulldown utilizando los
dominios CRIB de WASP o PAK ®*¥tras interferir
RalA o RalB. De esta manera certificariamos
o descartariamos un posible control de Ral de
cdc42-Arp2, etc.

Otra alternativa es que Ral esté regulando
la ruta de ERK1 y 2 a través de su efector PLDI1.
Se ha demostrado que la polarizacion de la
maquinaria secretora ocurre con mayor dificultad
en presencia de inhibidores de MEK1 o 2 y de
ERK1 o 2 ©%. De hecho, resulta especialmente
critica la disminucion de los niveles de ERK2,
que anula completamente la polarizacion del
MTOC. La manera por la cual Ral pudiera
regular esta via consistiria en que, en respuesta
a una sefal inductora de citotoxicidad, la PLDI1
asociada constitutivamente a Ral llevaria a un
aumento del DAG, que como dijimos antes,
a través de DAG/RasGRP/Ras aumentaria la
fosforilacion de ERK1/2 126-183)_ Esta posibilidad
ya hemos empezado a estudiarla, examinando los
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niveles de pERK en células YTS que expresan de
manera estable sShRNAs de RalA y de RalB. Los
experimentos no muestran grandes diferencias
entre células con un shCtrl y las que expresan
shRNAs contra RalA o B, ni inicialmente ni tras
estimularlas con células diana. Sin embargo, es
posible que la sefializacion a través CD28, que
no induce polarizacion de por si, esté generando
pERK que enmascare un posible defecto en esta
ruta al interferir Ral. Los procesos de polarizacion
y de secrecion no son mutuamente dependientes,
pueden ocurrir uno en ausencia del otro, por lo
tanto el experimento realizado podria refinarse
utilizando como estimulo células SC2 expresando
solamente ICAM1.1, lo cual induciria solamente
polarizacion, y asi detectariamos sélo el pERK
correspondiente a la estimulacion de LFA-1. En
todo caso, seria interesante examinar si el pERK
detectado presenta la misma localizacion en las
células control que en las que expresan el sShRNA
de RalA, puesto que en algunos casos, una sefal
activadora deslocalizada puede llevar al MTOC
a no polarizarse en absoluto; esto ocurre en
CTLs tratados con PMA o carentes de actividad
DGKII, que simulan una sefal deslocalizada de
DAG @7,

Al examinar la funcién secretora de
los granulos liticos hemos comprobado que la
reduccion tanto de RalA como de RalB afecta
notablemente la capacidad de secretar granulos
liticos de las células YTS, cuantificada a través de
la expresion de Lamp1(CD107a) en la membrana
plasmatica ¢ 9 Habiamos comprobado
previamente que las células con niveles bajos
de Ral expresan perforina de manera normal
y que no muestran defectos en la cantidad
de grénulos liticos, como se observa en las
inmunofluorescencias. Asi pues, la translocacion
defectiva de CD107a en la membrana parece
deberse a un problema en la propia secrecion.
Hemos comentado ya con anterioridad diversas
funciones de exocitosis y secrecion polarizada
en los que la funcidén de Ral es imprescindible,
subrayando la relevancia del exocisto al mediar
los efectos de Ral en estos procesos. La secrecion
polarizada al compartimento basolateral %
187.239 o la secrecion plaquetaria de granulos
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densos 3 son sélo algunos ejemplos. Este
ultimo sistema resulta de gran interés al analizar
nuestros resultados; en primer lugar porque los
granulos densos contienen Ral 7%, de manera
analoga a lo que vemos en granulos liticos. En
segundo lugar, porque muchas de las proteinas
que regulan el anclaje y fusién de granulos
densos, como hMunc13-4 @*V, tienen una funcién
esencial también en secrecion citolitica, como
discutiremos mas adelante.

El hecho de que RalA y RalB
se unan al exocisto (como muestran las
inmunoprecipitaciones) y que la inhibicion de
Sec5 disminuya la induccién de la secrecidon nos
lleva a pensar que la regulacion de la secrecion
es a través de este complejo octamérico.
Hemos demostrado que diferentes subunidades
de este complejo se encuentran en diversos
compartimentos o localizaciones subcelulares;
Sec8 se encuentra mayoritariamente en los
granulos liticos, al igual que Ral, aunque en las
inmunofluorescencias se aprecia que una fraccion
de Sec8 no forma parte de estos granulos. Sec10
aparece difuso por el citoplasma o asociado a
vesiculas cuya naturaleza no hemos determinado
aun. Por su parte, Sec5 se encuentra en vesiculas
diferentes a los granulos liticos, parcialmente
asociado al endosoma de reciclaje, puesto que
parte de la tincién de Sec5 es similar a la de
Rabl11. Si revisamos la literatura, la localizacion
especifica de las isoformas no parece constante
entre sistemas. Por ejemplo, en plaquetas Sec5
y 8 se encuentran en el citosol, pero también en
membrana plasmatica *¥; en células de rifion
de rata Sec8 y Sec5 se encuentran asociados
constitutivamente en un hemicomplejo, que
requiere la actividad de Ral para ensamblarse
con el resto de subunidades ***. De cualquier
modo, cuando estimulamos una célula YTS con
células diana una fraccion de estas subunidades
se agrupa y concentra proxima a la zona de
contacto. Sumado a los datos bioquimicos y a
que la disminucion de Sec5 afecta a la secrecion,
mostramos aqui un papel del exocisto en la
degranulacion de los granulos liticos. Su funcién
precisa no la podemos concretar, aunque existe
informacion suficiente para especular acerca de
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ella. Una pista de lo que puede estar ocurriendo
nos las dan los complejos SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive  factor  attachment
protein receptor) implicados de manera critica
en el anclaje de los granulos liticos. Algunos
autores proponen que en los sistemas de secrecion
mediados por el exocisto, este complejo actia
ensamblandose como parche entre la membrana
diana y la vesicula, colaborando en el anclaje
especifico de las vesiculas a la membrana diana,
justo antes de que se formen los complejos
SNARE y estabilicen el anclaje ('#%-2542%) Estudios
relativamente recientes remarcan la importancia
de estas proteinas en la secrecion litica. Defectos
en Sintaxinall no sélo reducen la capacidad
secretora de células NK sino que ademas se han
asociado a linfohistiocitosis fagociticas (FHL)
®, La ausencia de la v-SNARE Vamp8 también
disminuye la degranulacion "%, Lo mas notable
es que, a pesar de los defectos en degranulacion,
la conjugacion y la polarizacion de los granulos
liticos, asi como la produccion y numero de
estos, permanecen intactos. Observamos, pues,
un gran paralelismo con nuestros resultados (los
defectos en la polarizacion del MTOC al reducir
RalA no estan mediados por el exocisto, como
demostramos al reducir los niveles de Sec5).
Estas similitudes sugeririan que también en este
sistema el exocisto facilita la union del granulo
litico a la membrana diana, actuando antes de
los complejos SNARE. Aun asi, ésta no es la
unica explicacion posible del papel de Ral y el
exocisto en degranulacion. Tal como describimos
en la introduccion, Rab27a y hMunc13-4 son
esenciales en el anclaje y fusion de los granulos
liticos a la membrana plasmatica ®- !9, Defectos
en cualquiera de los dos deriva en patologias
graves, al igual que en el caso de los defectos
en proteinas de la familia SNARE. Pues bien, la
subunidad del exocisto Exo84, que interacciona
directamente con Ral activo, es capaz de
interaccionar con BAIAP3, miembro de la
familia de hMunc13 ©°®, De igual manera, Sec15
se asocia a Rab27a en ensayos de doble hibrido
@Dy hMunc13-4 es necesario en secrecion de
granulos densos de plaquetas ?*V, un proceso
en el que el exocisto tiene un papel crucial. Se
nos ocurren por lo tanto, dos maneras en la que
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Figura DI1:

Modelo de secrecion de granulos liticos regulado por Ral v el exocisto:

En este modelo proponemos que las GTPasas Ral y el exocisto podrian regular la fusion heterotipica entre los
granulos liticos y componentes del endosoma de reciclaje y del endosoma tardio, y de esta manera facilitar la
imprescindible maduracion de estos granulos, sin la que no pueden ser secretados. A) Vesiculas del endosoma
de reciclaje se fusionarian con otras del endosoma tardio generando vesiculas con componentes de ambas

(B), entre ellos Rab27 y hMuncl3-4. C) Ral regularia el ensamblaje del exocisto; algunas de sus subunidades
son capaces de interaccionar con hMuncl3-4 y con Rab27a, de manera que la formacion del exocisto

podria colaborar en la fusion entre los granulos liticos y la vesicula mixta. D) Una vez adquiridos todos los
componentes necesarios para el anclaje y la fusion de membranas, el granulo litico se secreta.

Ral y el exocisto podrian estar implicados en el
anclaje y secrecion de los granulos liticos. En
primer lugar, Ral activo induciria el ensamblaje
del exocisto especificamente entre el granulo
y la membrana plasmatica, lo que facilitaria el
anclaje mediado por SNAREs y finalmente la
fusion. Sin embargo, esto implicaria que todos
los componentes del exocisto se encuentran en
el granulo, en la membrana plasmatica o solubles
en el citoplasma; ahora bien, hemos visto que
algunos componentes como Sec5 se encuentran
en vesiculas independientes de los granulos
liticos, lo cual restaria validez a este modelo. La
presencia en células YTS de componentes del
exocisto en distintos compartimentos vesiculares
que finalmente colocalizan en la zona de contacto
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al formarse el conjugado con la célula diana
(Figura R2IC), sugiere que existe una fusion
heterotipica entre estas vesiculas. La fusion entre
los granulos liticos, el endosoma tardio (en el que
se encuentra Rab27a) y el de reciclaje (donde
encontramos h-Munc13.4 y Rabll, que se ha
relacionado con Sec15 *1-2%)) es necesaria, como
hemos dicho, para la maduracion de los granulos
liticos. Ral, al inducir el ensamblaje del exocisto,
estaria favoreciendo la fusion de estas vesiculas
(Figura DI), un paso sin el cual estos nunca
llegan a anclarse ni a secretar su contenido 7.

Aunque se requieren mas estudios, en
este trabajo aportamos, por tanto, una nueva
pieza del rompecabezas molecular que es el
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ultimo paso de la secrecion de granulos liticos.
Habra que profundizar en el futuro en el papel
exacto de Ral en este proceso, y también en
las posibles implicaciones en patologia. Como
hemos dicho, mutaciones o defectos en proteinas
como sintaxina 11, h-Muncl3.4 y Rab27a
llevan a linfohistiocitosis hemofagociticas ®
87.29%)  Estos sindromes se caracterizan por
hiperactivacion del sistema inmune, fiebre,
sarpullidos, esplenomegalia y severos defectos
en citotoxicidad mediada por CTLs y NKs 2%,
Seria interesante, asi pues, estudiar la posible
asociacion de mutaciones en Ral o componentes
del exocisto a patologias de este tipo.

Finalmente, la contribucion de estas
GTPasas a la secrecion polarizada abre también
nuevas posibilidades en el estudio de la secrecion
de citoquinas por parte de células CD4"-
cooperadoras. Estas células muestran una sinapsis
secretora muy similar a la de las células liticas
pero su mecanismo de secrecion estd todavia
relativamente poco estudiado. La implicacion
en este proceso, ademas, supondria un papel de
Ral en células T no liticas, en las cuales, como
hemos visto en la primera parte de la tesis, Ral
se activa y relocaliza a la zona de la sinapsis. Por
esta razon seria muy interesante evaluar el papel
de Ral en secrecion polarizada de citoquinas.
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Conclusiones

Conclusiones:

Parte 1: Papel de las GTPasas Ral en la funcion de los linfocitos T:

1.) Las GTPasas Ral se activan en respuesta a la estimulacion del receptor de antigeno de los
linfocitos T. La fraccién unida a GTP de Ral aumenta tras estimular el TCR con anticuerpos
especificos. El hecho de que también aumente en respuesta a PMA o ionomicina sugiere la

implicacion de PLCy en la activacion de Ral.

2.) En linfocitos T, Ral A y B se encuentran en mayoritariamente en vesiculas intracelulares, pero
también en membrana plasmatica. Sin embargo, en presencia de una célula presentadora de

antigeno RalA y RalB se relocalizan a la zona de contacto entre las dos células.

3.) Los incrementos en la actividad de Ral mediante la utilizacidon de mutantes activos, o la
interferencia con alguna de sus isoformas alteran la capacidad de las células Jurkat de activarse

en respuesta a la estimulacion del TCR.

4.) Los linfocitos T de ratones RalGDS”" muestran una menor capacidad para activar Ral tras la
estimulacion de su TCR. Sin embargo, estos ratones no presentan defectos en el desarrollo de

las poblaciones linfoides, ni los animales adultos ni ratones envejecidos.

5.) Al analizar la funcion de linfocitos T de animales RalGDS™, estos no muestran defectos ni en

proliferacion ni en expresion de marcadores de activacion en respuesta a la estimulacion del
TCR.

Parte 2: Las GTPasas Ral en citotoxicidad celular:

1.) Ralse activa en respuesta a estimulos que inducen citotoxicidad, tanto en linfocitos T citotoxicos
como en la linea de células NK YTS. En las células YTS se producen incrementos en la fraccion
unida a GTP de Ral tanto en respuesta a CD28 como a LFA-1. La actividad de PI3K es necesaria
en la estimulacion de Ral via CD28; sin embargo no parece requerirse actividad de Ras para la
activacion de Ral a través de LFA-1.

2.) Tanto Ral A como RalB se encuentran en los granulos liticos en células citotoxicas, como

muestran diferentes marcadores de este compartimento subcelular. Cuando los granulos liticos

se relocalizan a la zona de contacto, Ral también se moviliza con ellos.
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3.)

4.)

5.)

La reduccion de los niveles tanto de RalA como de RalB reduce la capacidad citotdxica de
células YTS. Este defecto se debe a alteraciones en la degranulacion, y en el caso de RalA,
también a problemas en la movilizaciéon de la maquinaria secretora a la zona de la sinapsis

secretora.

El complejo octamérico del exocisto, relacionado con secrecion polarizada y cuya formacion
regula Ral, se ensambla en respuesta a estimulos que inducen citotoxicidad. En este complejo se
encuentra Ral activo. La subunidad Sec8 del exocisto se encuentra en los granulos liticos, mientras
que otras subunidades como Sec5 o Sec10 muestran localizaciones vesiculares independientes
de estos granulos. Al producirse una interaccion con una célula diana, todas estas subunidades

se agrupan en torno a la zona de contacto.
La interferencia con el ensamblaje del exocisto mediante la reduccion de los niveles de Sec5

disminuye la capacidad citolitica de las células YTS. Este defecto se debe a que la interferencia

con Sec) altera la secrecion de granulos liticos frente a una célula diana.
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Abstract

Natural killer (NK) cells are key components of the immune response to virally-infected and tumor cells.
Recognition of target cells initiates a series of events in NK cells that culminates in target destruction
via directed secretion of lytic granules. Ral proteins are members of the Ras superfamily of small
GTPases; they regulate vesicular trafficking and polarized granule secretion in several cell types. Here
we address the role of Ral GTPases in cell-mediated cytotoxicity. Using a human NK cell line, we show
that both Ral isoforms, RalA and RalB, are activated rapidly after target cell recognition. Furthermore,
silencing of RalA and RalB impaired NK cell cytotoxicity. RalA regulated granule polarization towards
the immunological synapse and the subsequent process of degranulation, whereas RalB regulated
degranulation, but not polarization of lytic granules. Analysis of the molecular mechanism indicated
that Ral activation in NK cells leads to assembly of the exocyst, a protein complex involved in polarized
secretion. This assembly is required for degranulation, as interference with expression of the exocyst
component Sec5 led to reduced degranulation and impaired cytotoxicity in NK cells. Our results
thus identify a role for Ral in cell-mediated cytotoxicity, implicating these GTPases in lymphocyte

function.
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Introduction

Cytotoxic lymphocytes (CTL) and natural killer cells (NK) are essential for the elimination of tumor
and virally infected cells. In CTL and NK cells, recognition of target cells triggers several signaling
cascades that culminate in the formation of the immunological synapse. The synapse allows directional
secretion of lytic granules to the target cell membrane. These granules contain perforin, granzyme and
other hydrolytic enzymes able to induce apoptosis in target cells. Cell-mediated cytotoxicity proceeds
through several precisely regulated steps; target recognition is followed by extensive reorganization
of the actin cytoskeleton and formation of a stable conjugate between the cytotoxic and the target cell.
Shortly after conjugate formation, the secretory machinery is polarized. The microtubule-organizing
center (MTOC), normally located near the nuclear membrane, moves towards the contact zone between
the two cells. The lytic granules then move along the microtubules towards the synapse, when they
reach the plasma membrane at the secretion site, the granules dock and fuse to the membrane, releasing
their enzymatic content (1). Several molecules such as Rab27, Munc13-4 and syntaxin 11 are implicated
in granule docking and fusion (2-4), but the molecular mechanisms that regulate granule secretion are
not yet fully understood.

The Ral GTPases belong to the Ras superfamily of small GTPases. Mammals have two Ral genes,
RalA and RalB, that encode ubiquitous proteins with 85% sequence identity (5). Ral proteins mediate
some Ras functions in the cell, since certain Ral guanine exchange factors (GEF) that promote Ral
activation can interact directly with active Ras. Ral GTPases regulate gene transcription, vesicular
trafficking, migration and cytokinesis, and contribute to tumor development. To date, three Ral effectors
have been identified: RalBP1 (6), the exocyst complex (7, 8), and the ZonaB transcription factor (9).
Both RalA and RalB also bind constitutively to phospholipase D1 and phospholipase C-51 and are
needed for their activation (10-12).

The exocyst is a protein complex involved in tethering post-Golgi secretory vesicles to specific
plasma membrane domains. It is composed of eight evolutionarily conserved subunits, Sec3, Sec5,
Sec6, Sec8, Secl0, Secl5, Exo70 and Exo84 (13). The exocyst is involved in establishing epithelial
polarity, membrane delivery, polarized growth and polarized secretion (14). Exocyst complex function
is regulated by several small GTPases including Ral and members of the Rab and Rho families. Active

RalA and RalB interact directly with the exocyst subunits Exo84 and Sec5 (7, 8, 15), although RalB
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binds to these proteins less efficiently than RalA (16). Ral GTPases regulate exocyst assembly, and
disruption of Ral interaction with the exocyst alters protein targeting to the basolateral membrane in
polarized epithelial cells (7). The exocyst also mediates Ral functions such as cell transformation,
cytokinesis and cell migration. As Ral GTPases participate in polarized secretion, we studied Ral
function in the regulation of NK cytotoxicity and analyzed their effect on granule polarization and

degranulation through exocyst assembly.

Materials and Methods
Cells and reagents

The human NK-like YTS tumor cell line and the HLA class I-negative 721.221 B lymphoblastoid
cell line were cultured in RPMI medium with 10% FBS. The Drosophila cell line SC2 B7.1/ICAMI1
was maintained in Schneider medium containing 2 mM L-glutamine and 10% FBS. Expression of
transfected ligands in SC2 cells was induced by 24 h incubation with 1 mM CuSO,.

The following antibodies were used: anti-RalA (BD Biosciences), -RalB (Upstate), -perforin (Kamiya
Biomedical), -a-tubulin (DM1A; Calbiochem), -Sec5 (Proteintech), -Sec8 (BD Biosciences), -Sec10
(AbCam) and -CD107a (BD Pharmingen).

siRNA and shRNA

The following synthetic siRNAs were used (Dharmacon): RalA (5’-GACAGGUUUCUGUAG
AAGAdTdT-3’), RalB (5’-GGUGAUCAUGGUUGGCAGCATAT-3") and Sec5 (5’-GGUCGGA
AAGACAAGGCAGAUdTAT-3’). siRNA was transfected in YTS cells using the Amaxa Nucleofector
System.

shRNA lentiviral plasmids (pLKO.1-puro, Sigma Aldrich) were stably infected in YTS cells to
downregulate RalA and RalB expression; we used the sequences RalAl (CCGGCGAGCTAATG
TTGACAAGGTACTCGAGTACCTTGTCAACATTAGCTCGTTTTT), RalA2 (CCGGCGATG
AGTTTGTGGAGGACTACTCGAGTAGTCCTCCACAAACTCATCGTTTTT), RalB1 (CCGG
CAAGGTGTTCTTTGACCTAATCTCGAGATTAGGTCAAAGAACACCTTGTTTTTG) and RalB2
(CCGGCCTTTACAGCAACTGCCGAATCTCGAGATTCGGCAGTTGCTGTAAAGG TTTTTG).
Generation of mCTL and cell activation

OVA-specific CTL were generated by coincubating OTI mouse splenocytes (17) with mitomycin-
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treated splenocytes (1 mg/ml, 90 min) preloaded with OT-I peptide (SIINFEKL). After 24 h, IL-2
(100 TU/ml) was added and cells allowed to differentiate for 6 days. All animal experiments were
performed in accordance with national and EU guidelines, with the approval of the Centro Nacional de
Biotecnologia Animal Ethics Committee.

Before cell activation, OTI mCTL and YTS cells were starved (2 h) in RPMI containing 0.1% low
endotoxin BSA (Sigma). YTS cells were activated by coincubation with SC2 B7.1/ICAM target cells
at a 1:1 ratio for various times at 37°C. To activate mCTL, cells were incubated with anti-CD3 (1
ug/ml, 20 min, 4°C), washed, and incubated with anti-Armenian and Syrian hamster IgG (1 ug/ml; BD
Pharmingen) (times indicated, 37°C). After activation, cells were washed with cold PBS and lysed as
described below.

Ral pulldown experiments and immunoprecipitation

Cells were lysed (30 min) in PBS with 1% Triton-X 100, 5 mM NaF, 1 mM sodium orthovanadate,
1 mM PMSF, and 1 mg/ml each aprotinin and leupeptin. Lysates containing 500 ug protein were
incubated with GST-RalBP1 RBD-conjugated glutathione-Sepharose beads (18) (1 h). Beads were
washed once with lysis buffer and twice with 25 mM Tris (pH 7.2), boiled, and samples analyzed by
Western blot using anti-RalA or -RalB antibodies.

For immunoprecipitation, cells were lysed with 20 mM Tris-HCI1 pH 7.5, 200 mM NacCl, 0.1 mM
DTT, 1% Triton-X 100 and 10% glycerol (30 min, 4°C). The resulting extract (500 ug) was incubated
with the indicated antibodies (2 ug) and precipitated with Protein A-coupled Sepharose beads. Beads
were washed once with lysis buffer and three times with 50 mM Tris-HCI pH 7.5, boiled and analyzed
in Western blot.

Immunofluorescence

Cells were plated on poly-L-lysine-pretreated coverslips and incubated (10 min, 37°C), then fixed
with ice-cold 100% methanol (3 min) and washed in PBS. Cells were blocked with BSA + 0.1% Triton-
X 100, 10% heat-inactivated goat serum and 0.5% BSA (30 min), then stained with primary antibody
and incubated with fluorochrome-coupled secondary antibodies. After washing in PBS, coverslips were
mounted with PBS + 50% glycerol and analyzed with an Olympus FlowView confocal microscope.

Conjugation, degranulation and cytotoxicity assays

YTS cells were stained with PKH67 Green Fluorescent Cell Linker and 721.221 cells with PKH26
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Red Fluorescent Cell Linker (both from Sigma-Aldrich). YTS and 721.221 cells were coincubated at
a 1:2 ratio for different times, fixed in 4% paraformaldehyde and analyzed by FACS. Events positive
for red and green fluorescence were considered conjugates, and the percentage of conjugation was
calculated as (conjugated YTS cells/total YTS cells) x 100.

For degranulation assays, YTS cells were stained with PKH26 and incubated with 721.221 cells at a
1:2 ratio with 4 nM monensin and FITC-labeled anti-human CD107a or an isotype control antibody (4
h, 37°C), after which samples were analyzed by flow cytometry.

To assay cytotoxicity, target 721.221 cells (5 x 10%) and various concentrations of effector YTS cells
were cultured in RPMI with 10% Alamar blue (overnight, 37°C; (19)). Samples were analyzed using
a CytoFluor 2350 (Millipore) with an excitation wavelength of 530 nm and reading at 590 nm. The
specific percentage of cytotoxicity was calculated as 100 x ((AF target cells - (AF experimental - AF
effector cells))/AF target cells)(19), where AF represents (sample fluorescence — fluorescence of the
culture medium) (19).

Polarization assays

YTS cells were incubated with 721.221 target cells at a 1:4 ratio (15 min, 37°C) and cells were
prepared on coverslips as above. Contacts were analyzed by confocal microscopy.

Statistical analysis

Two-tailed Student’s ¢ test was calculated using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software). Unless

otherwise indicated, data represent the mean = SD. P <0.05 was considered significant.
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Results

RalA and RalB are activated in cytotoxic cells

Initiation of NK cell cytotoxic function requires signaling through several intracellular pathways,
including activation of the Ras oncogene (20, 21). We used YTS cells, a thymic lymphoma-derived NK
cell line, to determine whether Ral GTPases mediate some Ras functions in natural cytotoxicity. YTS-
mediated cytolysis is dependent on CD28 and LFA-1 interaction (22), we therefore stimulated YTS
with SC2 Drosophila cells expressing B7.1 and ICAMI1 (23). Levels of GTP-loaded RalA and RalB
were subsequently determined by pulldown assays, using GST/RalBP1 Ral-binding domain (RBD)
as bait (18). RalA and RalB showed rapid, transient activation with similar kinetics. Both isoforms
exhibited biphasic activation, with a first peak of Ral activation at 3 min post-YTS stimulation; active
Ral levels then decreased almost to basal levels and a second activation peak was observed at 15 min
post-stimulation (Fig. 1A).

To analyze whether Ral activation was a general event during cell-mediated cytotoxicity or was NK
cell-specific, we examined Ral-GTP levels in anti-CD3-stimulated primary mouse CTL. We found a
transient increase in RalA-GTP levels shortly after stimulation, similar to that observed for YTS cells
(Fig. 1B); in contrast, there was only slight RalB activation. Activation of Ral GTPases might thus be
a general mechanism that regulates cell-mediated cytotoxicity.

RalA and RalB localize to the lytic granules

To get insight into Ral function during cytotoxicity, we determined Ral subcellular localization in
YTS cells by confocal microscopy. Ral GTPases are geranyl-geranylated and associate to the plasma
membrane and vesicular structures (24). In several cell types with secretory function such as platelets,
endothelial cells and neurons, Ral localizes to secreted granules (25-27). We costained YTS cells
with anti-RalA or -RalB and anti-perforin antibody as a marker of lytic granules. Both Ral isoforms
colocalized with perforin in resting YTS cells (Fig. 2A, B, upper panels). Stimulation of YTS cells with
the MHC-I-deficient B cell line 721.221 led to Ral translocation to the effector-target interphase, where
it continued to colocalize with perforin-containing granules (Fig. 2A, B, lower panels). In conjunction
with the Ral activation observed after cytotoxicity induction, these data suggest a role for Ral in cell-
mediated cytotoxicity.

Interference with Ral impairs YTS cytotoxic response
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To examine the role of Ral GTPases in NK cell function, we used siRNA to silence RalA and RalB
in YTS cells, followed by cytotoxicity assays using 721.221 as target. Despite partial RalA knockdown,
the siRNA reduced YTS cell killing of target cells (Fig. 3A); interference with RalB also impaired
cytotoxicity, although to a lesser extent than RalA (Fig. 3B). Both RalA and RalB siRNA were specific
and reduced expression of the corresponding isoform by ~80% (Fig. 3C).

We also generated stable YTS cell lines expressing lentiviral vector-driven short hairpin (sh) RNA
for RalA and RalB (Fig. 3D). Results in these cells were similar to those in transiently transfected cells;
both RalA shRNA- and RalB shRNA-expressing YTS cells showed reduced Ral isoform expression and
reduced cytotoxicity compared to controls, with a more pronounced effect in RalA shRNA-expressing
cells (Fig. 3E, F).

To confirm that the cytotoxic machinery is unaffected by RalA or RalB knockdown, we measured
perforin levels in silenced YTS cells; RalA shRNA- and RalB shRNA-expressing YTS cells and controls
showed similar perforin levels (Fig. 3G). Reduction of RalB and, more clearly, of RalA thus resulted in
reduced cell-mediated cytotoxicity.

Ral GTPases regulates granule polarization and secretion

Efficient cell-mediated killing requires the completion of three steps: formation of a stable conjugate
with target cells, polarization of the secretory machinery and finally, granule secretion. To determine
which of these processes is regulated by activation of Ral GTPases, we first analyzed the effect of
Ral silencing on YTS conjugate formation with 721-221 target cells by two-color FACS analysis.
Interference with neither RalA nor RalB affected YTS cell conjugation with target cells (Fig. 4A).

Ral is linked to various polarized secretion events that require vesicle targeting to specific membrane
domains; these include basolateral secretion in epithelia (16), synaptic vesicle release in neurons
(28), and secretion of Weibel-Palade bodies in endothelial cells (29). Ral might thus be involved in
lytic granule polarization during cell-mediated cytotoxicity. To analyze the effects of Ral silencing
on granule polarization, we induced conjugate formation between YTS cells stably expressing RalA
shRNA and RalB shRNA and target 721.221 cells, then stained for perforin and tubulin as markers
of lytic granules and the MTOC, respectively (Fig. 4B). Incubation with target cells led to MTOC
reorientation and perforin polarization to the contact zone in control YTS cells; in cells expressing

RalA shRNA, however, we observed aberrant localization of both MTOC and lytic granules (Fig. 4B).
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Quantification of conjugates showing MTOC reorientation and perforin polarization to the contact zone
showed that RalA knockdown led to a significant decrease in the percentage of cells in which the
secretory machinery was polarized (Fig. 4C); in contrast, RalB silencing did not affect polarization (Fig.
4D).

We determined whether, in addition to regulating lytic granule polarization, Ral is implicated in their
secretion. To assess possible degranulation defects, we measured levels of anti-CD107a (lysosome-
associated membrane protein 1, LAMPI) in YTS cells activated with target 721.221 cells. CD107a is
located at the lytic granule membrane, and forms part of the cell membrane after granule fusion; cell
surface CD107a expression is therefore considered a degranulation marker (30). Incubation with target
cells induced a significant increase in membrane CD107a levels in control cells, as predicted, but did
not notably increase degranulation of YTS cells in the absence of RalA or RalB (Fig. 4E).

The results show that both RalA and RalB participate in cell-mediated cytotoxicity; RalA regulates
granule polarization and secretion, while RalB mediates only the latter step.

Interaction with target cells induces exocyst assembly

RalGTPases interact with several effector proteins, including the exocyst components Sec5 and Exo84
(7, 8). Assembly of the exocyst complex is necessary for a large number of cell functions involving
targeted membrane delivery, and Ral activation is essential for the assembly and localization of the
octameric exocyst complex (7, 8). To determine whether the cytotoxic response in YTS cells requires
exocyst assembly, we immunoprecipitated RalA and RalB and tested for associated Sec8. After CD28/
LFA-1 stimulation, both RalA and RalB coimmunoprecipitated with Sec8 with kinetics resembling
those of Ral activation (Fig. 5A). Since Ral GTPases do not bind directly to the Sec8 exocyst subunit,
these results indicate that triggering of the cytotoxic response induces exocyst assembly. To determine
whether Ral/Sec8 interaction was dependent on Ral activation, we performed a pull-down assay and
analyzed the exocyst proteins associated to active Ral. Sec5, one of the exocyst components that binds
directly to Ral GTPases, interacted with active RalA and RalB; Sec8 levels also paralleled those of
active RalA and RalB, suggesting that exocyst assembly depends on Ral activation (Fig. 5B).

The unassembled exocyst exists as hemicomplexes distributed in distinct cell locations; these
hemicomplexes interact to form the functional octameric complex (8). We used immunofluorescence

and confocal imaging to examine the subcellular localization of different exocyst subunits in YTS cells.
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Staining for Sec5 showed a punctate pattern compatible with vesicular localization. These vesicles
differ from lytic granules, however, since Sec5 did not colocalize with perforin (Fig. 5C). After YTS
cells were incubated with 721.221 target cells, Sec5-containing vesicles colocalized partially with lytic
granules (Fig. 5C).

Analysis of the cellular location of other exocyst proteins in unstimulated YTS cells showed Sec8
colocalization with perforin, indicating that some exocyst components are found in lytic granules (Fig.
5D); a fraction of Sec8 also appeared to be lytic granule-independent. In contrast, Sec10 localized more
diffusely in cytoplasm, and did not colocalize with perforin or Sec8 (Fig. 5D). In accordance with the
biochemical data for exocyst assembly (Fig. 5A), YTS conjugate formation with 721.221 cells led to
Sec8 and perforin translocation to the contact zone, where they colocalized with a large Sec10 fraction
(Fig. 5D). These findings suggest exocyst assembly at the contact zone during cytotoxicity, and indicate
a possible role for the exocyst in lytic granule polarization and secretion.

Analysis of the cellular location of other exocyst proteins before stimulation of YTS cells showed
that a fraction of Sec8 colocalizes with perforin, indicating that some exocyst components are found in
lytic granules in unstimulated cells (Fig. 5D). In contrast, Sec10 localized more diffusely in cytoplasm,
and did not colocalize with perforin or Sec8 (Fig. 5D). Incubation of YTS with target cells confirmed
fusion of perforin-positive lytic granules with vesicles containing exocyst components. Indeed, YTS
conjugate formation with 721.221 cells led to Sec8 and perforin translocation to the contact zone, where
they colocalized with a large fraction of Sec10 (Fig. 5D); this result is in agreement with the biochemical
data for exocyst assembly (Fig. 5A). These findings show exocyst assembly at the contact zone during
cytotoxicity, suggesting a role for the exocyst in lytic granule polarization and secretion.

Sec5 knockdown reduces cytotoxicity and degranulation in YTS cells

To test whether impaired cytotoxicity in Ral-deficient cells was due to defective exocyst assembly, we
silenced Sec5 in YTS cells using siRNA (Fig. 6A) and tested their ability to kill 721.221 target cells in an
Alamar blue assay. Interference with Sec5 impaired YTS cytolytic capacity, similar to results obtained
after RalA silencing (Fig. 6B). Analysis of the mechanism involved indicated that Sec5 silencing did
not affect YTS cell capacity to form stable conjugates with target cells (Fig. 6C). At difference from
RalA interference, MTOC reorganization and lytic granule polarization to the immunological synapse

were also unaffected in Sec5-silenced cells (Fig. 6D). Nonetheless, interference with Sec5 reduced
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CD107 translocation to the YTS cell plasma membrane after activation with target cells (Fig. 6E),

supporting a role for exocyst assembly during granule secretion.

118




Discussion

Here we show that Ral GTPases regulate cell-mediated cytotoxicity in NK cells. Both RalA and
RalB are activated rapidly in YTS cells after interaction with target cells, and interference with either
Ral isoform impaired YTS capacity to kill target cells. Analysis of the essential stages involved in
cytotoxicity indicated that RalA regulates polarization of the lytic machinery to the immunological
synapse as well as the degranulation step; in contrast, RalB regulates only the latter step in cytotoxicity.
Study of the molecular mechanism underlying Ral modulation of cytotoxicity showed that RalA and
RalB regulated exocyst assembly, and that this complex is needed for YTS degranulation and efficient
killing of target cells.

Ral GTPases are associated to the plasma membrane and to vesicular structures within the cell.
In epithelial cells, RalA and RalB are found in the endosomal compartment (16, 31); we observed
no RalA or RalB colocalization with endosomal markers in YTS cells (not shown), suggesting that
these GTPases have a different location in NK cells. In some secretory cells, Ral localizes to secreted
vesicles (25-27). In NK cells, we found that both RalA and RalB associated with lytic granules, which
constitute a specialized type of lysosome called secretory lysosomes (32); Ral GTPases associate to
other secretory lysosomes such as the dense granules in platelets (27). This lysosome association is
restricted to secretory lysosomes, as we did not detect colocalization of RalGTPases and the lysosomal
marker LAMP2 in 293T cells (not shown).

RalA and RalB share 85% amino acid sequence identity; despite this similarity, RalA and RalB are
reported to have some specific, non-overlapping functions. For instance, both isoforms contribute to
oncogenesis, but RalA is needed for anchorage-independent cell growth and RalB regulates tumor cell
survival (33); RalA regulates stabilization of the intracellular bridge during cytokinesis, whereas RalB
is required for abscission (34). We found that both isoforms contributed to cell-mediated cytotoxicity,
although our results suggest distinct functions for RalA and RalB. Interference with RalA impaired
granule polarization and secretion, whereas RalB knockdown affected granule secretion, but not
polarization of the cytotoxic machinery. RalA involvement in two separate cytotoxic steps could explain
the greater effect of silencing this isoform on cytotoxicity.

A critical step in cell-mediated cytotoxicity is the directed secretion of lytic granules at the

immunological synapse, by which lytic molecules are delivered specifically to the target cell and
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neighboring cells are protected from damage. The octameric exocyst complex regulates polarized
vesicle secretion in several cell types. In basal conditions, exocyst hemicomplexes are located in distinct
vesicle compartments (8). We observed that Sec8 is found mainly in lytic granules, while Sec5 and
Sec10 localize to other vesicles. Prior to their secretion at the immunological synapse, lytic granules
must mature through heterotypic vesicle fusion (35, 36). In YTS cells, interaction with target cells
promoted Ral-mediated exocyst assembly as well as Sec5 and Sec10 relocalization to the lytic granules
(Fig. 7C, D); Ral-mediated exocyst assembly might thus trigger heterotypic vesicle fusion, leading to
granule maturation. Patients with deficiencies in Rab27 and Munc13-4, the proteins responsible for
heterotypic vesicle assembly during cytotoxicity (35, 36), show impaired cytotoxicity and defects in
granule secretion (2, 3) similarly to the alterations observed in Ral-silenced cells.

In addition to regulation of granule secretion, RalA also controls polarization of the secretory
machinery in a Sec5-independent manner (Fig. 4C, 6C). Polarization is dependent on microtubules
and the actin cytoskeleton (37), and Ral GTPases modulate cytoskeleton dynamics though interaction
with RalBP1 and filamin (38, 39). Further study is required to determine whether these effectors are

downstream of Ral in cell-mediated cytotoxicity.
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Figure legends

Figure 1. RalA and RalB are activated after induction of a cytotoxic response. A, YTS NK cells were
coincubated with SC2 target cells expressing B7/ICAM-1 at a 1:1 ratio for the indicated times. RalA
and RalB-GTP levels were analyzed by pulldown assay followed by Western blot using anti-RalA
or -RalB antibodies. Graphs show mean + SD of Ral signals in arbitrary units (AU), normalized for
Ral levels at t =0 (n = 4). B, Primary mouse CTL were stimulated with anti-CD3 antibodies for the
indicated times. Levels of active RalA and RalB were determined as above. Data were quantitated as
inA(n=3).

Figure 2. RalA and RalB localize to the lytic granules in YTS cells. YTS cells were incubated alone
or with 721.221 target cells at a 1:4 ratio (20 min), fixed, stained with anti-RalA (A) or -RalB (B) (both
green) and anti-perforin (red) and analyzed by confocal microscopy. *denotes 721.221 target cells.
Figure 3. RalA and RalB regulate cytotoxicity in YTS cells. YTS cells were transiently transfected
with control, RalA (A) or RalB (B) siRNA, and their ability to lyse 721.221 cells was determined
by Alamar blue assay at different effector/target (E:T) cell ratios. Data are shown as mean + SD of
triplicates from one representative experiment of three performed. C, YTS cells were transfected with
control, RalA or RalB siRNA, and RalA and RalB levels were analyzed by Western blot. D, Western
blot analysis of RalA and RalB levels in YTS cells stably expressing lentiviral vector-driven RalA,
RalB or control shRNA, as indicated. E,F, The percentage of specific cytotoxicity against 721.221
target cells of YTS cells expressing control or RalA shRNA (E) and control or RalB shRNA (F) was
determined by Alamar blue assay. Data are shown as mean + SD of triplicates from one representative
experiment of three performed. G, Western blot analysis of perforin levels in control-, RalA- and RalB
shRNA-expressing cells.

Figure 4. Effect of RalGTPases in conjugate formation, polarization and degranulation. A, YTS cells
stably expressing control or RalA shRNA (left), or control or RalB shRNA (right) were labeled with
PKH67 and coincubated with PKH26-1abeled 721.221 target cells at a 1:2 E:T ratio. The percentage
of conjugation was calculated as (conjugated YTS cells/total YTS cells) x 100. The mean + SD of
three independent experiments is shown. Differences between groups were not significant. n.s., not
significant. B, YTS cells stably expressing control, RalA or RalB shRNA were incubated alone or with

721.221 target cells, fixed, stained with anti-a-tubulin and -perforin antibodies and analyzed by confocal
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microscopy. *denotes 721.221 target cells. Quantification of MTOC and lytic granule polarization
frequencies in control- vs. RalA- (C), or control- vs. RalB- (D) silenced YTS cells. Data show mean
+ SD of three independent experiments; at least 50 conjugates were scored in each experiment. *p<
0.01, two-tailed Student’s #-test. E, YTS cells stably expressing control, RalA (left) or RalB (right)
shRNA were labeled with PKH26 and incubated with 721.221 target cells at a 1:2 ratio. The assay was
performed in the presence of antibody to the degranulation marker CD107a; cells were then harvested
and analyzed by flow cytometry. Graphs show the percentage of CD107a* (degranulating) cells within
the PKH26-labeled population (mean + SD, n = 3). Statistical differences were determined using a two-
tailed Student’s #-test, *p< 0.05.

Figure 5. Ral GTPases regulate exocyst assembly during the cytotoxic response. A, YTS cells
were stimulated with SC2 target cells expressing B7/ICAM-1 for the indicated times. Lysates were
immunoprecipitated with anti-RalA or -RalB antibodies and analyzed by Western blot with anti-Sec8
antibody; as a protein loading control, Sec8 levels were tested in whole cell lysates (bottom). Graphs
show mean + SD of Sec8 signals in arbitrary units (AU) normalized for Sec8 levels at t =0 (n = 4)
*p< 0.05, two-tailed Student’s #-test. B, YTS cells were stimulated as in A, and lysates incubated with
GST-RalBP1 RBD-conjugated beads to pull down active RalGTPases. Levels of GTP-bound RalA,
RalB and associated Sec5 or Sec8 were determined by Western blot; as controls, whole cell lysates were
tested with anti-RalA, -RalB, -Sec5 and -Sec8 antibodies (center). After incubation with anti-RalA,
membranes were stripped and incubated with anti-RalB. Graphs show mean + SD of RalA-GTP, RalB-
GTP, Sec5 and Sec8 signals in arbitrary units (AU) normalized for the levels at t = 0 (n = 4) *p< 0.05,
two-tailed Student’s 7-test. C, Confocal microscopy of YTS cells alone or incubated with 721.221 target
cells, then stained with anti-perforin (red) and -Sec5 (green). D, Cells were treated as in C, and stained
with anti-perforin (green), -Sec8 (red) and -Sec10 (blue).

Figure 6. Sec5 regulates cytotoxicity in YTS cells. A, YTS cells were transfected with control or Sec5
siRNA as indicated, and Sec5, RalA and RalB levels were determined by Western blot. B, The percentage
of specific cytotoxicity against 721.221 target cells of control- or Sec5 RNAi-expressing YTS cells was
determined by Alamar blue assay. Data show mean + SD of triplicates of one representative experiment
of three performed. C, Conjugate formation between 721.221 target cells and YTS cells transiently

transfected with control or Sec5 siRNA as indicated (mean + SD, n = 3). D, Quantification of MTOC
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and lytic granule polarization frequencies in control and Sec5-silenced YTS cells. Data show mean +
SD of three independent experiments; at least 50 conjugates were scored in each experiment. E, The
percentage of CD107a* (degranulating) cells is shown in control and Sec5 siRNA-transfected YTS cells

after coincubation with 721.221 target cells (mean + SD, n = 3). Statistical differences were determined

using a two-tailed Student’s #-test, *p< 0.005.
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|Figure 4
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|Figure 5
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|Figure 6 |
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