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RESUMEN

El receptor para antigeno de los linfocitos T (TCR) es un complejo
multiproteico responsable de la activacion y regulacion de la respuesta inmune
adaptativa. Este receptor muestra una gran especificidad y sensibilidad, a la vez que
tiene una baja afinidad por su ligando. El ligando del TCR es un complejo formado por
el péptido antigénico y una molécula del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC). Es mas, los linfocitos T responden a antigeno en un rango muy amplio de
concentraciones. Esto es, los linfocitos T continian dando una respuesta aumentada a
concentraciones de antigeno que exceden en varios Ordenes de magnitud la
concentracion activadora minima. La estequiometria y organizacion del TCR en la
membrana han estado bajo intenso escrutinio porque pueden ser clave para explicar sus
propiedades paradodjicas. Esta revision subraya la existencia de nuevos datos que indican
que el TCR se presenta en linfocitos T intactos y en reposo como una mezcla variable de
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formas monovalentes (con sélo un sitio de unién para el ligando) y formas multivalentes
de distinto grado. Estos resultados contrastan con datos anteriores de estequiometria del
TCR obtenidos por procedimientos bioquimicos. No obstante, la mayor parte de estas
discrepancias pueden deberse al efecto de distintos detergentes en la integridad del
receptor. Aqui discutimos un modelo donde los complejos multivalentes del TCR son los
responsables de dotar a los linfocitos T de sensibilidad a antigeno porque son activados
por bajas concentraciones de antigeno, mientras que los complejos monovalentes son los
responsables del amplio rango dinamico.

Palabras clave: Estequiometria.- Cambio conformacional.- Receptor para
antigeno.- Transduccion de sefiales.- Interacciones de membrana.

ABSTRACT
T cell receptor nanocomplexes: cooperating clusters

The T cell antigen receptor (TCR-CD3) is a multi-subunit complex responsible
for triggering an adaptive immune response. It shows high specificity and sensitivity
while having a low affinity for the ligand. Furthermore, T cells respond to antigen over a
wide concentration range. The stoichiometry and architecture of TCR-CD3 in the
membrane have been under intense scrutiny because they might be key to explaining its
paradoxical properties. This review highlights new evidence that TCR-CD3 is found on
intact, unstimulated T cells in monovalent (one ligand-binding site per receptor) as well
as in several distinct multivalent forms. This is in contrast to the TCR-CD3
stoichiometries determined by several biochemical means, but these data can be
explained by the effects of different detergents on the integrity of the receptor. Here, we
discuss a model in which the multivalent receptors are important for the detection of low
concentrations of ligand, and therefore confer sensitivity, whereas the co-expressed
monovalent TCR-CD3s allow a wide dynamic range.

Key words: Stoichiometry.- Conformational change.- T cell antigen receptor.-
Signal transduction.- Transmembrane interactions.

INTRODUCCION

Coémo los receptores de membrana responden a sus ligandos con
gran sensibilidad y plasticidad es objeto todavia de estudio. El receptor
para antigeno de los linfocitos T (TCR) es un caso particularmente
interesante. Esta compuesto de los dimeros TCRa/f, CD3ye, CD3d¢ y
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CD3C2 (CD247) que se asocian entre si de forma no covalente. Las
subunidades invariables (CD3) contienen, cada una, una region
transmembrana con un aminoacido acido y un tallo citoplasmico con
varios motivos de transduccion de senales (1-3). Las subunidades TCRa
y TCRf contienen cada una un dominio variable (V) de inmunoglobulina,
los cuales forman conjuntamente la superficie de interaccion con el
ligando. Las subunidades TCRa y TCRp tienen también aminoacidos
basicos en sus regiones transmembrana que estdn implicados en la
interaccion con las subunidades CD3 (4-6). El ligando del TCR es un
péptido antigénico presentado por moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) en la superficie de células presentadoras de
antigeno (APCs). Paraddjicamente, los linfocitos T pueden ser activados
por unas pocas moléculas de MHC asociado al péptido antigénico
(pMHC) (7, 8), incluso cuando la afinidad de la interaccion pMHC-
TCRo/p es muy baja (entre 1 y 50 uM) (9). Es mas, las APCs expresan
concentraciones de moléculas de MHC asociadas a péptidos propios que
son de 10’ a 10" veces superiores a las concentraciones de pMHC
antigénico. Los complejos MHC asociados a péptidos propios no son
capaces por si mismos de activar una respuesta en los linfocitos T, incluso
cuando su afinidad por el TCRa/f puede ser tan so6lo 10 veces inferior a
la afinidad del pMHC antigénico. Resulta por lo tanto dificil de entender
como esta pequeiia diferencia en afinidad resulta suficiente para obtener
una gran especificidad cuando existe un gran exceso de péptidos propios
unidos a MHC (10). Ademas de una gran sensibilidad, los linfocitos T son
todavia capaces de mostrar efectos dosis-respuesta a concentraciones de
ligando de 10° a 10° (8, 11, 12). Resulta por lo tanto también intrigante el
comprender como los linfocitos T pueden mostrar una respuesta no
saturada a un rango tan amplio de concentraciones de pMHC, dadas las
propiedades del TCR.

El conocimiento de la estequiometria del TCR (es decir, el nimero
de copias de cada subunidad por complejo) y el ordenamiento del TCR en
la membrana es fundamental para intentar resolver estas paradojas. Esta
revision se centra en los avances concernientes a la arquitectura del TCR
y trata de dar explicacion a algunas de las preguntas mencionadas.
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EL MODELO DE TCR MONOVALENTE

El consenso existente en cuanto a la composicion del TCR es que
estd formado por los dimeros TCRaf3, CD3ye, CD3de y CD3CC (Figura
1). La estequiometria minima del TCR debe ser por lo tanto afyedeCC.
De especial importancia es la valencia del TCR, es decir, el nimero de
heterodimeros TCRo/pB, responsables de la union al ligando, por
complejo.

y X
ur

FIGURA 1.- El receptor para antigeno de los linfocitos T (TCR) esta compuesto por los
dimeros af, ye, d¢ y EC. Las 6 subunidades del TCR se muestran de forma
esquematica. Los dominios variables de tipo inmunoglobulina del TCRaf3 (V) reconocen
el ligando, mientras que los tallos citoplasmicos de las subunidades CD3 (ve, o€, £&)
interaccionan con proteinas citoplasmicas encargadas de la transmision de seriales. Los
puentes disulfuro se muestran como lineas negras gruesas. Las cargas potencialmente
existentes en las regiones transmembrana han sido indicadas también.

Los primeros trabajos dirigidos a dilucidar la valencia del TCR
utilizaton el detergente digitonina para extraer el TCR de la membrana.
Utilizando ratones transgénicos (13) o linfocitos T humanos (14) que
expresan simultdneamente dos heterodimeros TCRo/f distintos, se
demostré que la inmunoprecipitacion de uno de los heterodimeros no
resultaba en la co-precipitacion del otro y viceversa. Estos datos
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alimentaron la hipotesis de que el TCR es monovalente. En 2002 se
presentd una estequiometria completa del TCR, incluyendo todas sus
subunidades (6). Utilizando un procedimiento de co-purificacion de
complejos TCR producidos en un sistema de traduccion in vitro acoplado
a microsomas derivados del reticulo endoplasmico (ER) (6, 15), la
estequiometria ofyedeCC fue experimentalmente confirmada para el
complejo TCR extraido en digitonina (Figura 2, modelo antiguo). Sin
embargo, como CD3C se ensambla con las otras subunidades sélo en el
aparato de Golgi (16) y como el TCR se modifica postraduccionalmente a
lo largo de la ruta secretora, resultaba poco claro si los datos obtenidos en
el sistema de traduccion in vitro represantaban la estequiometria del TCR
en la membrana plasmadtica o tan s6lo su posible estequiomteria en el ER.

Modelo anterior

ke odoo oo adho

TCR
monovalente

Modelo propuesto

odke koo ooendbode

TCR TCR regioén vacia TCR
monovalente bivalente multivalente

FIGURA 2.- Distribucion de los complejos TCR en la superficie celular en linfocitos en
reposo. Modelo anterior: los receptores monovalentes con una estequiometria offyede&g
estan distribuidos de forma uniforme en la membrana plasmatica. Modelo propuesto:
los receptores monovalentes coexisten en la membrana de linfocitos en reposo con una
variedad de receptores multivalentes. Debido a la incertidumbre sobre la estequiometria
ultima de los complejos monovalentes y multivalentes, no se ha querido mostrar ninguna
relacion real entre subunidades. Sin embargo, los TCR monovalentes podrian tener la
estequiometria affyedeCt. La membrana tiene también grandes areas carentes de
cualquier TCR.



W.W.A.SCHAMEL Y COLS. AN.R.AcAD.NAC. FARM

EL MODELO DE TCR MULTIVALENTE

Una estequiometria afyedeCC produciria un desequilibrio de
cargas potencialmente negativas en la regién transmembrana (Figura 1).
Este problema podria tedricamente resolverse si el TCR contuviera un
heterodimero TCRo/p adicional, resultando en un complejo bivalente
veopCCafde con una regidon transmembrana neutra (17-19).
Alternativamente, la estequiometria affye6eCC del TCR llevéd a plantear
que cada aminoécido bésico contacta con dos aminoacidos acidos en la
membrana (6).

La primera evidencia experimental a favor de una estequiometria
multivalente (esto es, un TCR con més de un heterodimero TCRa/f) vino
de mediciones hidrodinamicas del tamafio del TCR tras su extraccion en
octilglucdsido, las cuales revelaron que el TCR era mas grande que el
complejo afyedeCT (20). Otros estudios realizados posteriormente y que
no implicaban la solubilizacion de la membrana con detergentes
sugirieron también la existencia de multivalencia (19). La existencia de
sefales de FRET (Resonancia de Transferencia de Energia por
Fluorescencia) entre dos TCRao/p diferentes en linfocitos T primarios de
ratones doblemente transgénicos demostr6 que al menos dos
heterodimeros TCRo/f tenian que estar presentes en un complejo TCR
unico. Es mas, cuando las células se lisaron con cualquiera de los
detergentes Nonidet P-40 (NP40) y Brij96, se pudieron co-precipitar los
dos heterodimeros TCRa/f3 en un complejo tnico. El tratamiento con
endoglicosidasa H de los receptores demostrd que era el TCR expresado
en la membrana plasmatica el que tenia dos TCRa/f (19). Estos datos
claramente mostraron que el TCR estd constituido por mas de un
heterodimero TCRa/f, aunque no demostraron que la estequiometria
fuera yeafCCaPde. (CoOmo podia resolverse la discrepancia entre los
modelos monovalente y multivalente?

UN MODELO UNIFICADO DE LA VALENCIA DEL TCR
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Los dominios transmembrana tienen un papel fundamental en las
interacciones entre las subunidades TCRa/p y CD3 (4-6). Por lo tanto, la
eleccion de detergente es critica para el mantenimiento de las
interacciones. El detergente debe también ser lo suficientemente eficaz
como para disolver la membrana alrededor del complejo proteico. Por
otro lado, no se debe asumir que el TCR deba existir en un complejo
unico. Por lo tanto, la aproximacion experimental para estudiar un
complejo multiproteico deberia poder discriminar entre complejos con
diferentes estequiometrias.

Se aplico la electroforesis en condiciones nativas basada en azul
Coomasie (Blue native polyacrylamide gel electrophoresis, BN-PAGE)
(21, 22) con diferentes detergentes al estudio del tamafio y estequiometria
del TCR (23, 34). Al contrario que los experimentos de co-precipitacion y
de FRET, el sistema BN-PAGE permite determinar la abundancia relativa
y el nimero de complejos diferentes producidos por una proteina dada. Es
mas, los complejos se forman en condiciones nativas, lo que permite la
interaccion con otras proteinas tales como chaperonas, asi como
modificaciones postraduccionales. Cuando el TCR fue extraido en
digitonina a partir tanto de linfocitos primarios como de lineas celulares
de ratén y humanas, se detecté un unico complejo (23-25). Este complejo
resultdé ser monovalente, con la estequiometria ofyedeCC. Por el
contrario, los detergentes Brij96 y Brij98 permitieron la separacion de
varios complejos de tamafio diferente (23, 24). Una serie de controles
excluyeron que el Brij96 causara una agregacion artificiosa del TCR (23).
Se demostr6 que los complejos grandes estaban en la membrana
plasmatica y que se fosforilaban en tirosina tras la estimulacion con
pMHC. Ademas, experimentos de coprecipitacion a partir de células que
expresan dos TCRs diferentes (esto es, con dos heterodimeros TCRo/[3
distintos), demostraron que ambos TCRs podian ser coprecipitados si se
habian extraido en Brij96, pero no si se habian extraido en digitonina
(23). Estos datos eran por lo tanto compatibles con que los complejos
aislados en Brij96 contenian TCR multivalentes, mientras que en
digitonina eran exclusivamente monovalentes.

La coexistencia de complejos TCR con diferentes valencias
identificados por BN-PAGE en Brij96 y otros detergentes esta de acuerdo
con los datos de FRET previamente mencionados en células intactas. Es
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mas, los resultados de microscopia electronica en células primarias y
lineas celulares marcadas con anticuerpos anti-TCR demostraron que en
células en reposo el TCR se expresa como una variedad de complejos
multivalentes (23) (Figura 2, modelo nuevo). La misma conclusion fue
alcanzada utilizando una técnica de microscopia electrénica diferente (B.
Lillemeier & M.M. Davis, unpublished data). Los complejos mas grandes
del TCR consisten de alrededor de 20 unidades (23). Estos complejos
TCR preformados son demasiado pequeiios para ser detectados por
microscopia confocal, y son por lo tanto diferentes a los llamados
microcomplejos que se detectan por microscopia Optica tras la
estimulacion del TCR y la agregacion subsiguiente (26, 27).

En resumen, los complejos TCR multivalentes eran coexpresados
con receptores monovalentes en la membrana plasmatica de linfocitos T
en reposo (Figura 2). Como era de esperar, los diferentes detergentes
tienen un impacto diferente en la integridad de los complejos del TCR.
Brij96 es el detergente mas suave, extrae todos los complejos TCR
manteniendo intactos tanto los complejos monovalentes como los
multivalentes. Por el contrario, la digitonina rompe los complejos
multivalentes en sus componentes monovalentes. Teniendo en cuenta los
diferentes efectos de los detergentes, la coexistencia de complejos
monovalentes y multivalentes estd de acuerdo con todos los datos
previamente publicados (6, 13-15, 19, 20, 23, 25, 28, 29).

ARQUITECTURA DE LOS COMPLEJOS TCR
MULTIVALENTES

En la linea T de raton 2B4 la mitad de los heterodimeros TCRao/3
estan presentes como complejos monovalentes y el resto como complejos
multivalentes con distinto grado de valencia (23). Esta proporcion varia
entre distintos tipos celulares para un heterodimero TCRo/ dado (24),
indicando que factores distintos a la especificidad del TCR determinan el
grado de multimerizacion en linfocitos T en reposo.

Como se muestra por microscopia electronica, los complejos TCR
grandes y pequeiios estan distribuidos de manera no homogénea por la
superficie celular, dejando grandes éreas libres (Figura 2 e I. Arechaga, H.
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M. van S., .M. Valpuesta, W. S. & B. A., datos no publicados). Los
complejos multivalentes se disponen de forma lineal, dejando muy poco
espacio entre las particulas de oro utilizadas para visualizar los complejos.
Puesto que la resolucion del microcopio electronico es mayor que 1 nm y
el tamafio predicho de una unidad de TCR es superior al diametro de 1as
particulas de oro utilizadas (10 nm) (30), concluimos que las unidades del
TCR deben estar lo suficientemente cerca como para establecer
interacciones proteina-proteina. Ademas, el empaquetamiento de los
complejos multivalentes en ordenamientos lineales, mas que en dos
dimensiones, supone un apoyo adicional a la idea que interacciones
proteina-proteina son las responsables de la multimerizacion del TCR. No
obstante, el desensamblaje de los complejos TCR multivalentes tras la
extraccion de colesterol (23), sugiere que interacciones lipido-proteina
tienen también un papel structural dentro de los complejos multivalentes.
Es asi probable que el cholesterol confiera estabilidad a los complejos
multivalentes, pero no a los monovalentes. Esta conclusion esta apoyada
también por un estudio que indica que existen dos poblaciones de TCR
diferentes en la superficie de las células vivas, una sensible y la otra
resistente a la extraccion de colesterol (31). Debido a la dependencia de
colesterol, los complejos TCR multivalente podrian estar presentes en
balsas lipidicas, mientras que los receptores monovalentes estarian
excluidos. Puesto que los niveles de colesterols en el ER son bajos (32),
es cuestionable que los experimentos de traduccion in vitro de
Wucherpfennig y colegas pudieran permitir detectar los complejos
multivalentes (6, 15).

LA ESTEQUIOMETRIA DEL TCR NO ESTA TODAVIA
RESUELTA

Aunque la estequiometria realmente relevante es la del TCR en la
membrana plasmatica, en el momento presente solo se tiene informacion
sobre estequiometrias en micelas de detergente. Las estequiometrias en
detergentes mas suaves que la digitonina esta todavia por conocerse.
Cuando se utiliz6 el detergente Lubrol, que mantiene los complejos
multivalentes intactos, en el sistema de traduccidn in vitro, se encontrod
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una relacion 1:1:1:1 para af:ye:0e:CC (15). Puesto que no se sabe si los
complejos multivalentes se pueden formar en el ER, es dificil interpretar
los datos de Lubrol, pero podrian indicar que el TCR monovalente tiene la
estequiometria ofyedeCC. Otra consideracion importante es si los
compejos multivalentes derivan directamente de la multimerizacién del
complejo monovalente, o si dentro de los complejos multivalentes la
distintas subunidades mantienen proporciones diferentes. Una posibilidad
interesante es que en la membrana plasmatica se establezca un equilibrio
dinamico entre los receptores multivalentes y monovalentes.

Hasta que la estequiometria no esté resuelta es prematuro concluir
si cada carga positiva potencial en la membrana plasmatica esta
compensado por una (17, 19) o por dos cargas negativas (6). En este
contexto, merece la pena mencionar que los estudios de mutagénesis
llevados a cabo para determinar como se produce la interaccidon entre
aminoacidos cargados (6), fue Unicamente realizada en presencia de
digitonina y, por lo tanto, puede no reflejar las interacciones que ocurren
en membranas intactas.

AGRUPARSE PARA AUMENTAR LA SENSIBILIDAD

Hemos demostrado recientemente que los complejos multivalentes
son activados por concentraciones bajas de pMHC, mientras que los
monovalentes permanecen inalterados (23). Este descubrimiento podria
explicarse por tres mecanismos diferentes. Primero, los complejos
multivalentes probablemente aumentan la avidez por el ligando (pMHC)
que también se expresa en grupos en la superficie de las APCs (33-35).
Una consecuencia podria ser que a bajas concentraciones de ligando solo
los complejos multivalentes son contactados, mientras que los complejos
monovalentes requieren concentraciones de ligando mas altas (23). Esto
es especialmente evidente cuando se consideran complejos de MHC con
péptidos propios que tienen una afinidad intermedia por TCRao/p. Estos
complejos no pueden activar al TCR por si mismos (Figura 3C), pero
podrian aumentar la sensibilidad de los linfocitos T a concentraciones
bajas de antigeno (36-38). En estas condiciones sélo los complejos
multivalentes serian activados debido a su avidez mds alta por pMHC
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comparada con la forma monovalente (Figura 3A). E1 TCR monovalente
seria unicamente activado a concentraciones de agonista muy altas
(Figura 3C y D). Segundo, los complejos multivalentes pueden permitir la
propagacion de sefiales de activacion desde los TCRo/pP ligados por
pMHC a receptores no ligados dentro del mismo complejo multivalente,
amplificando por lo tanto el efecto de unién (Figura 3B). Este mecanismo
puede explicar la alta sensibilidad de los linfocitos T. En este modelo, las
moléculas de MHC asociadas a péptidos propios juegan también un papel
en la ocupacion de heterodimeros TCRo/ no unidos a pMHC agonista
dentro de los complejos multivalentes, contribuyendo a activar receptores
adicionales (Figura 3B). Tercero, la organizacion lineal de los complejos
multivalentes podria contribuir a que una tnica molécula de pMHC active
de forma seriada a varios TCRs (39).

Los complejos multivalentes podrian ser los responsables de la
respuesta de los linfocitos T a muy bajas concentraciones de antigeno;
condiciones que se dan, por ejemplo, al comienzo de la respuesta inmune
(Figura 3A). Mediante modelado matematico se ha propuesto que los
complejos multivalentes permiten efectos cooperativos que permiten
amplificar pequenias diferencias en la afinidad del ligando (40). Por lo
tanto, los complejos multivalentes del TCR podrian ser mas eficaces que
los monovlentes en la discriminacién entre complejos pMHC distintos.
Este mecanismo podria resolver la paradoja de baja afinidad/gran
especificidad de la interaccion TCR-pMHC.

LOS COMPLEJOS MONOVALENTES ELEVAN EL UMBRAL DE
SATURACION DEL TCR

Los linfocitos T responden a un amplio rango de concentraciones
(8, 11, 12). Cuando los complejos multivalentes estén ya saturados por
pMHC, los monovalentes serian todavia susceptibles de ser estimulados a
concentraciones crecientes de pMHC (23). De hecho, segtin el modelo de
Bray y colegas, la expresion de formas monovalentes y multivalentes de
un receptor dado en la células puede dotar a las mismas de gran
sensibilidad a bajas concentraciones de ligando y respuestas escaladas al
ligando cuando las concentraciones del mismo ya son altas (41). Por lo
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FIGURA 3.- La combinacion de complejos multivalentes y monovalentes dota a los
linfocitos de T de gran sensibilidad a antigeno y de un amplio rango de respuesta. En
linfocitos T en reposo, el TCR esta organizado en agrupaciones mds o menos grandes,
resultando en una mezcla de receptores monovalentes y multivalentes de distinto grado.
A) Solo los complejos multivalentes son capaces de responder a bajas concentraciones

de péptido agonista asociado a MHC (MHCp), debido a su mayor avidez por TCR

multimérico (representado como una muela con dos raices). B) A concentraciones
medias de MHCp agonista, los complejos multivalentes del TCR resultan saturados.
Algunos TCRs de los complejos multivalentes pueden ser ocupados por moléculas de

MHC unidas a péptidos propios de baja afinidad (en blanco). C) A concentraciones
altas de MHCp agonista los complejos monovalentes del TCR empiezan a ser ocupados.

Esto permite a los linfocitos T seguir respondiendo a concentraciones crecientes de

antigeno cuando los TCR multivalentes estan ya ocupados en su totalidad. D) Solo a
muy altas concentraciones de MHCp, cuando todos los complejos TCR, multivalentes y

monovalentes, estan ocupados, se satura la respuesta del linfocito T.
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tanto, la presencia de los TCRs monovalentes podria dotar a la célula T de
la capacidad de producir una respuesta dosis-dependiente incluso a
concentraciones de pMHC altas, cuando los complejos multivalentes ya
estén saturados (Figura 3C y D).

CONCLUSIONES

La controversia sobre la estequiometria del TCR ha sido resuelta
mediante la combinacion de métodos bioquimicos avanzados utilizando
detergentes de distinto tipo en combinacidon con técnicas no invasivas
tales como e inmunomicroscopia electronica. La demostracion de la
coexistencia de complejos TCR monovalentes y multivalentes en la
superficie de los linfocitos T sirve de base para la construccion de nuevas
hipotesis. Esperamos que la demostracion de la expresion simultanea de
complejos monovalentes y multivalentes del TCR sirva para comprender
el funcionamiento del mismo y de la biologia de los linfocitos T.
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