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Resumen

La formacidn de la sinapsis inmunitaria (Sl) entre linfocitos T y B, se produce cuando el Linfocito
B actla como célula presentadora de antigeno y presenta un antigeno a través de su complejo
mayor de histocompatibilidad Il (MCH II) al linfocito T, provocando asi la activacién de su
receptor (TCR). La activacion del linfocito T produce la reorganizacion de la F-Actina del
citoesqueleto, la polarizacion del centro organizador de microtubulos (MTOC) hacia la zona
central de la Sl y cambios en la morfologia, energizacién, dispersion y polarizacién mitocondrial.
En este trabajo se estudia el papel que tiene la proteina Formin like-1 (FMNL1) en todos estos
acontecimientos en el contexto de la S, debido a que estudios previos han demostrado que la
fosforilacion de su isoforma la B de FMINL1 por PKCS es importante en estos procesos. Ademas,
FMNL1 regula la polimerizacién de actina en el centrosoma y en los sitios de contacto entre la
mitocondria y el reticulo endoplasmatico, influyendo en la dindmica mitocondrial y en la
reorientacién del MTOC hacia la SI'Y. Esta regulacion de la reorganizacion del citoesqueleto de
actina podria influir en la polarizacién mitocondrial y, de manera indirecta, en su energizacién.
Esto sugiere que FMNL1 tiene un papel relevante en la regulacién de la polarizacidon del MTOCy

en la dinamica mitocondrial durante la sinapsis inmunitaria.

Abstract

The formation of the immune synapse (IS) between T and B lymphocytes occurs when the B
lymphocyte acts as an antigen presenting cell and presents an antigen through its major
histocompatibility complex Il (MHC II) to the T lymphocyte, thus causing the activation of its
receptor (TCR). T lymphocyte activation results in reorganization of cytoskeletal F-actin,
polarization of the microtubule organizing center (MTOC) toward the central zone of the IS, and
changes in mitochondrial morphology, energization, spreading, and polarization.

This work addresses the role of Formin like-1 (FMNL1) protein in all these events in an IS context,
because previous studies have shown that phosphorylation of its FMNL1 B isoform by PKC§ is
important in these processes. In addition, FMINL1 regulates actin polymerization at centrosome
and mitochondria-RE contact sites influencing mitochondrial dynamics and MTOC reorientation
towards de IS?. This regulation of actin cytoskeleton reorganization could indirectly influence
mitochondrial polarization and energization. This suggests that FMINL1 has a relevant role in the

regulation of MTOC polarization and mitochondrial dynamics during immune synapses.



CAPITULO I: INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Introduccidn

Sinapsis inmunitaria

La sinapsis inmunitaria (SI) es una estructura especializada y dinamica que se forma, entre otras
situaciones, debido a una interaccién entre un linfocito Ty una célula presentadora de antigenos
(APC) que puede ser una célula dendritica, macréfagos o Linfocitos B, siendo esencial para la
activacion del linfocito T y permitir asi el inicio de la respuesta inmune adaptativa®. También
pueden formarse sinapsis inmunitarias entre los Linfocitos CD8+ y sus dianas, asi como entre los
“Natural Killers” (NK) y sus dianas ). Esta interaccién se produce cuando la APC presenta a través
de su Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) un péptido antigénico que es reconocido
por el receptor de antigeno de los linfocitos T (TCR) 2.

Durante la sinapsis inmunitaria se forma el “Supramolecular activation cluster” (SMAC) que
tiene 3 regiones, central (cSMAC), que es el centro de la sinapsis es donde se produce la
activacion del linfocito T y donde se encuentran las moléculas co-estimuladoras y proteinas
implicadas en sefializacién, periférico (pSMAC) rodeando el central y es donde se encuentran
interactuando la LFA-1 del linfocito T con la ICAM-1 de la APC estabilizando la interaccién y la
distal (dSMAC), que es la zona mas externa y tiene moéculas como CD43 y CD45 que mantienen
la organizacién de la sinapsis y contribuyen a la sefializacion®®.

La sinapsis inmunitaria es importante porque permite la activacidén, proliferaciéon vy
diferenciacidon de los linfocitos T, regula la intensidad y duracién de la respuesta inmune y
permite una secrecion dirigida de las citoquinas y moléculas citotdxicas Unicamente hacia la
célula diana, evitando dafios en células circundantes que no presentan el antigeno y

garantizando, por tanto, la especificidad antigénica ).

Citoesqueleto de Actina y dindmica mitocondrial

Las mitocondrias son organulos altamente dindmicos que forman redes interconectadas,
adaptandose constantemente a las necesidades energéticas y fisiologicas de la célula. Este
equilibrio entre fusion y fision mitocondrial es esencial para mantener la homeostasis y el
metabolismo celular, permitiendo la distribucidon adecuada de mitocondrias y la eliminacion de
aquellas dafiadas®. Se ha identificado un ciclo dindmico en el que la actina se ensambla
transitoriamente alrededor de ciertas mitocondrias, induciendo una fisién local dependiente de
Dynamin related protein 1 (Drp1)!. Posteriormente, el desensamblaje de la actina permite la
fusién rapida de las mitocondrias fragmentadas, restaurando la red tubular mitocondrial®. La

polimerizacidon de actina en este contexto requiere la actividad de complejos como Arp2/3y



forminas, como FMNL1, cuya inhibicién bloquea el ciclo dindmico de actina, afectando la
remodelacion de la red mitocondrial®.
Drp1l es una GTPasa relacionada con la dinamina que regula la fisién mitocondrial durante el

ciclo de actinal®.

Papel de INF2 y Drp1 en la dinamica mitocondrial durante la sinapsis inmunitaria

Estudios previos, muestran como en Linfocitos T Jurkat cuyo TCR se activa con la presentacion
de superantigeno de estafilococo (SEE) por parte de una célula presentadora de antigenos (APC),
las mitocondrias se situaban en el centro de la Sinapsis inmunitaria (SI) ddnde también se situaba
el Centro Organizador de Microtibulos (MTOC)®@. Al silenciar la expresion de Drpl la
translocacion de las mitocondrias hacia la sinapsis inmunitaria se redujo y la del MTOC siguié
igual®. Ademas, al silenciar Drp1 no se forma el cSMAC y los microclusters de CD3 no se colocan
en el centro de la sinapsis inmunitaria. Por ultimo, también se ha estudiado como el
silenciamiento de Drpl produce un incremento en la produccién de IL-2 lo que afecta a la
activacion del TCR. Drpl es importante para la translocacién de las mitocondrias al lugar de la
sinapsis y para la formacién del anillo de actina contractil alrededor del cSMAC'®).

La supresién de Inverted Formin 2 (INF2) reduce la fisidn mitocondrial, produciendo un aumento
de la longitud mitocondrial, mientras que la sobreexpresion de INF2 constitutivamente activo
resulta en un aumento de la constriccién en los sitios mitocondria-Reticulo endoplasmatico
produciendo asi un aumento de la fision y la consecuente reduccion de la longitud
mitocondrial”). Sin embargo, se ha visto que la proteina Drpl aumenta ain mas la fision
mitocondrial que INF2 y esto puede ser debido a dos motivos: que INF2 actle puntualmente en
algunos eventos de la fisién o que INF2 facilite el proceso, pero no sea esencial'”. Se cree que el
proceso podria ocurrir de la siguiente forma: el sitio de interaccién del complejo Mitocondria-
RE activa a INF2 que produce la polimerizacién de la Actina entre las mitocondrias y el RE, lo que
permite la formacién del anillo de constriccién por parte de Drpl que constrifie las mitocondrias
produciendo su fisién!”). Estudios previos, basados en microscopia de fluorescencia, han
evidenciado que en linfocitos T Jurkat activados mediante el reconocimiento del superantigeno
SEE presentado por células presentadoras de antigeno (APC), las mitocondrias se redistribuyen
hacia el centro de la sinapsis inmunitaria (Sl), coincidiendo con la localizacion del MTOC. Al
silenciar la expresion de la proteina Drpl, esta translocacion mitocondrial hacia la SI se ve
significativamente reducida, mientras que la polarizacion del MTOC permanece inalterada.
Ademas, la inhibicidn de Drpl impide la formacidn del complejo supramolecular central de
activacion (cSMAC) y altera la organizacion de los microclusters de CD3 en la sinapsis. Cabe

destacar que esta alteracién también conlleva un aumento en la produccién de IL-2, lo cual

2



impacta directamente en la activacion mediada por el receptor de células T (TCR). Estos
hallazgos indican que Drp1 no solo es crucial para la redistribucién mitocondrial hacia la Sl, sino
también para la formacién del anillo de actina contréctil que rodea al cSMAC®.

En paralelo, se ha demostrado que la supresion de la formina INF2 reduce la fisién mitocondrial,
provocando un alargamiento de las mitocondrias. Por el contrario, la sobreexpresién de un
mutante constitutivamente activo de INF2 incrementa los eventos de constriccién mitocondrial
en los puntos de contacto con el reticulo endoplasmatico (RE), favoreciendo la fision vy
reduciendo la longitud mitocondrial”. No obstante, Drpl parece tener un papel ain mas
determinante en este proceso. Se ha propuesto que INF2 actla facilitando la polimerizacion de
filamentos de actina en la interfaz mitocondria—RE, favoreciendo la constriccidn inicial que
permite a Drpl ensamblar el anillo constrictor que lleva a cabo la fision mitocondrial de forma
efectiva. Asi, INF2 podria desempefiar una funcion reguladora aguas arriba de drpl o de apoyo

en eventos especificos de fision!”).

Forminas y polarizacién del MTOC durante la sinapsis inmunitaria

Las forminas constituyen una familia de proteinas efectoras directas de las GTPasas de la familia
Rho, que desempefian un papel esencial en la nucleacién y elongacién de filamentos lineales de
actina®. A diferencia del complejo Arp2/3, que genera redes ramificadas de actina, las forminas
participan en la formacién de estructuras mas estables y organizadas, relevantes para multiples
procesos celulares como la polarizacién, migracién y reorganizacion citoesquelética‘®.

En el contexto de los linfocitos T, las forminas Adhesion Domain Interaction (DIA1), INF2 y
Formin like-1 (FMNL1) han demostrado ser fundamentales para la reorientacién del MTOC hacia
la SI, tanto en células Jurkat como en linfocitos T primarios®. La activacién del TCR induce la
rapida formacién de microtubulos estables destirosinados (Glu-MT), cuya organizacion depende
de la presencia de DIA1 y FMNL1. Estas estructuras son esenciales para la transduccidn de
sefiales mediadas por fosforilacién en residuos de tirosina, proceso clave en la activacién
inmunitaria®.

FMNL1 y DIA1 se localizan en la regidon pericentrosdmica, y su inhibicidon simultanea interfiere
severamente con la reorientacién del MTOC hacia la sinapsis inmunoldgica. Este fendmeno
parece estar mediado por mecanismos aguas abajo del TCR, implicados en la reorganizacion del
citoesqueleto en torno al centrosoma®®. Esta funcidon de las forminas es independiente del
complejo Arp2/3, ya que la inhibicidn de este Gltimo no afecta el reposicionamiento del MTOC
durante la SI®. Ademas, la alteraciéon de la actividad de FMNL1 6 de DIA1l repercute
directamente en la funcionalidad de los linfocitos T citotdxicos (Tc), comprometiendo su

capacidad efectora®.



La actividad de FMNL1, en particular, esta regulada por fosforilacion mediada por la proteina
quinasa C delta (PKCS). Cuando se inhibe esta quinasa, se impide la fosforilacién de FMNL1, lo
que altera su localizacién subcelular en relacién con la F-actina y el MTOC®). Esta regulacién es
especifica de FMNL1, ya que no afecta a DIAl. En células Jurkat se han identificado tres
isoformas de FMNL1: a, B y y. Se ha demostrado que la interferencia génica de cualquiera de
ellas reduce la eficiencia de polarizacién del MTOC. No obstante, al silenciar Unicamente las
isoformas a y y —rescatando la expresion de la isoforma B— se restablece la polarizacién del
MTOC y se observan niveles elevados de F-actina en el centrosoma®. En cambio, al interferir
exclusivamente la isoforma B, se pierde la capacidad de polarizacidn, incluso si las otras dos
isoformas estdn activas. Sin embargo, si se interfieren con todas las isoformas y se rescata la
isoforma a & y solamente, no se restablece la polarizacién del MTOC®). Estos resultados indican
que la isoforma FMNL1p es critica para la reorientacion del MTOC, y que su activacién mediante
fosforilacidn representa un evento clave en la regulacién del citoesqueleto durante la sinapsis

inmunolégica®.

Objetivos

Este trabajo tiene como finalidad investigar el papel funcional de la formina FMNL1 en la
reorganizacion intracelular de los linfocitos T Jurkat durante la formacion de la sinapsis
inmunitaria. Se busca comprender cdmo la interferencia de esta proteina influye en dos
procesos: la polarizacién del centro organizador de microtibulos (MTOC) y la dindmica

mitocondrial.

Con este fin, se analizard el efecto de la interferencia de FMNL1 sobre la capacidad de los
linfocitos T para reorientar el MTOC hacia la sinapsis inmunitaria, evento fundamental para el
direccionamiento de vesiculas, granulos citotoxicos y organulos hacia el punto de contacto con

la célula presentadora de antigenos (APC). (1%

De forma paralela, se estudiara la distribucién espacial y la funcionalidad mitocondrial en células
transfectadas con vectores interferentes, midiendo pardametros como la morfologia
mitocondrial, el grado de energizacién en dos y tres dimensiones, la polarizacién mitocondrial y
su dispersion intracelular. A partir de estos datos, se pretende establecer correlaciones
funcionales entre la presencia de FMNL1 y la organizacién subcelular asociada a la sinapsis

inmunitaria.



Como hipdtesis del trabajo, se plantea que FMNL1 podria ser una proteina clave en la correcta
orientacién del MTOC como en la redistribucidon y funcionalidad de las mitocondrias de los
linfocitos T durante su activacion. De ser asi, estos procesos resultarian afectados, afectando asi

a la funcion de la sinapsis inmunitaria.

Este andlisis se justifica en base a evidencias acumuladas que demuestran la participacién de
otras forminas, como INF2, en la induccion de constricciones en los sitios de contacto
mitocondria—reticulo endoplasmatico que preceden y originan la fisién de las mitocondrias, asi
como el papel central de Drp1 en la ejecucion de dicha fisidon y en la relocalizacion mitocondrial
hacia la sinapsis!®. Ademas, la implicacién de FMNL1 en este proceso ha sido sugerida por
estudios previos que identifican su localizacién pericentrosémica y su participacion, junto con
otras forminas como DIA1, en la reorganizacion del citoesqueleto de actina requerido para la
correcta orientacién del MTOC en células T activadas®. Dado que FMNL1 comparte propiedades
estructurales y funcionales con otras forminas implicadas en la reorganizacién del citoesqueleto
y la dinamica organelar, se plantea la hipétesis de que esta formina podria desempefiar un papel
dual en la reorientacion del MTOC y la redistribucién y funcionalidad mitocondrial en linfocitos
T activados. Los resultados derivados de este estudio contribuirdn a ampliar el conocimiento
sobre los mecanismos moleculares que regulan la arquitectura intracelular durante la activacién
inmunitaria y podrian ayudar a identificar nuevas dianas terapéuticas en enfermedades donde

estos procesos estén alterados.



CAPITULO II: MATERIAL Y METODOS

Células

Se ha trabajado con Linfocitos Th CD4+ JURKAT, clon C3 previamente descrito ™ y Linfocitos B
RAJI de la ATCC. Ambos tipos celulares proceden de pacientes pediatricos con leucemia Ty B,
respectivamente. Las células se cultivaron a 372C y CO; al 5%. El medio utilizado es RPMI que
esta formado por Suero Fetal Bovino (FCS, 5%), L-glutamina (2mM) y tampdn HEPES. En el caso
las células JURKAT, el medio lleva Puromicina 1 ug/ml como forma de seleccién de aquellas

células que llevan el plasmido Shcontrol (scramble, Santa Cruz).

Transfeccion y plasmidos

Los Linfocitos Th CD4+ JURKAT durante su fase de crecimiento exponencial, se transfectan con
un electroporador, de esta manera se introduce el pldsmido en el interior de las células (10-
15x10° células/ 0,65 ml/ 30 ugr plasmido), a cada cubeta con las células y los plasmidos, se le
dan 2 pulsos eléctricos, cada uno de ellos de 290V.

Para evaluar el efecto de la proteina Formina FMNL1 en la dindmica mitocondrial durante la
sinapsis inmunitaria se utilizan 2 plasmidos (Figura 1): shControl-YFP (permite evaluar la
dindmica mitocondrial en condiciones control, es decir, sin interferir en nada y expresando YFP)
y shFMNL1-YFP (es un RNA interferente que silencia todas las isoformas de FMNL1 y expresa
YFP, permitiéndonos asi diferenciar las células transfectadas de las no transfectadas a partir de

la fluorescencia amarilla que emiten las primeras)®?.

Construction Interference FMNL1
Isoforms
None

All FMNL1 isoforms

Figura 1: Construcciones utilizadas para transfectar los Linfocitos T JURKAT. Imagen que representa el plasmido
ShControl-YFP (superior) y el plasmido ShFMNL1-YFP (inferior) que es el que va a interferir todas las isoformas de FMNL1.

A las 24-48 horas post-transfeccion se hace un seguimiento con el microscopio de

epifluorescencia para visualizar la expresion de YFP.



Gradiente de Ficoll

El dia antes del protocolo de formacién sinapsis se hace un gradiente con Ficoll, con el fin de
eliminar células muertas y restos celulares producidos por la electroporacién, para lo cual se
anaden 6 ml de Ficoll en un tubo de 30 ml y tras esto se depositan sobre ella 20 ml de la
suspension celular, con cuidado de que las células en el medio de cultivo no se mezclen con el
Ficoll. Posteriormente, se centrifuga a 1800 rpm durante 20 minutos. Una vez centrifugado,
extraemos 2-3 ml de la banda intermedia que es donde se encuentran las células vivas. Lo
obtenido lo diluimos con medio de cultivo 5 veces su volumen y se centrifuga a 1500 rpm
durante 5 minutos, se extrae el pellet y se resuspende en 4 ml de medio, ajustando a 1-2 millones

de células/mly las cultivamos en placas de 24 pocillos.

Formacion de la sinapsis inmunitaria

Para formar la sinapsis inmunitaria entre las células Jurkat y Raji, se han usado placas de 8
micropocillos (IBIDI) que pueden con fondo de plastico o de vidrio, en caso de usar el primer
tipo, las células se adherirdn al fondo de la placa con Fibronectina, sin embargo, si se usan las
del segundo tipo, se utilizara Polilisina para la adhesion.

Tras la incubacion se aspira el factor de adhesidn utilizado, se realizan un par de lavados con PBS
y se afaden 200 pl de Raji (1x 106 células/ml) por pocillo y se comprueba mediante
microscopio dptico que las células se han adherido al fondo de la placa. Posteriormente, se tifien
las células con cell tracker blue (CMAC, 10 uM) se afiade a partir de una solucién madre
compuesta de 1,6 ml de medio RPMI (0,2 ml por pocillo) con 1,6 ul CMAC 10 mM (0,2 uL por
pocillo). Tras la tincién se comprueba en el microscopio de fluorescencia que las células se han
tefiido de azul. En el siguiente paso, se lava el CMAC dos veces con medio RPMI y se afade
superantigeno enterotoxina E de Staphylococcus (SEE, 1 pgr/ml) que sera presentado por el
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC-II). Por ultimo, se afiaden las células Jurkat
transfectadas que han sido seleccionadas mediante el Ficoll, se afiaden 0,2x10° células en 0,2 ml
por pocillo. EI TCR de las Jurkat reconoce el SEE que es presentado por el MHC-II de las Raji, por
lo que se produce el reconocimiento antigénico y después la union entre ambas células
formandose asi la sinapsis inmunitaria. Se comprueba la formacién de la sinapsis en el
microscopio de epifluorescencia y/o se usan las placas para tomar imagenes de microscopia de
epifluorescencia a tiempo real o se fijan las células usando Formaldehido 4% (placas con fondo

de plastico) o Formaldehido 4% y después Acetona (placas con fondo de vidrio).



Inmunofluorescencia

Como el objetivo es el estudio de estructuras subcelulares tales como mitocondrias, actina y
MTOC, se va a proceder al marcaje con sondas fluorescentes y diversos anticuerpos primarios y
secundarios para asi poder distinguir los distintos tipos de estructuras. Los anticuerpos

primarios utilizados se representan en la tabla 1.

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados para la inmunofluorescencia. Se incluyen los anticuerpos utilizados, el
componente celular marcado, la dilucidn utilizada y la especie en la que han sido producidos.

Anticuerpos Marcaje Dilucién | Especie
Anti-FMNL1 FMNL1 1:100 Ratén

Anti-Pericentrina MTOC 1:2000 Conejo
TOM20 TOM20 en la membrana externa mitocondrial 1:2000 Conejo

Las sondas fluorescentes utilizadas se encuentran en la tabla 2.

Tabla 2. Sondas fluorescentes utilizados para Actina
y mitocondrias. Incluye los nombres de las sondas, el componente celular que marcan y las concentraciones

Sondas Marcaje Concentracion

Potencial de membrana de las mitocondrias
Mitotracker Red CMXROS 100 nM
(energizacion)

Faloidina AF647 F-Actina 1,65 uM

CMAC Raji 10 uM

El procedimiento comienza con la incubacién de la placa de micropocillos durante 1 hora a
temperatura ambiente utilizando un tampdn de bloqueo (Blocking Solution) (BS) compuesto por
5% PBS-BSA y 0.1% Saponina, el PBS contribuye a diluir, BSA bloquea los sitios de uniéon no
especifica y la Saponina permeabiliza la membrana. Una vez finalizado el tiempo de incubacién,
se retira el BS y se afladen los anticuerpos primarios en PS, formado por PBSx1, 5% BSA, 0.1%
Saponina y 10mM HEPES, se incuba 1 hora a temperatura ambiente. Tras la incubacidn, se
realizan 2 lavados con PS y se afiaden los anticuerpos secundarios diluidos en PS y se vuelve a
incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios utilizados se

representan en la tabla 3.




Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizados para la inmunofluorescencia. Incluye el componente celular que
marca, la especie en la que se han producido, el fluoréforo utilizado y la A de emision

Anticuerpos Marcaje Especie Fluoréforo A Emision (nm)
Anti-Ig TOM20 Anti-conejo AF647 650-700
Anti-Ig FMNL1 Anti-raton AF647 650-700
Anti-Ig MTOC Anti-conejo AF647 650-700

Por ultimo, al terminar la incubacidn, se realiza un lavado primero con PBS, posteriormente con
agua para lavar las sales y se pone la solucién de montaje y el cubreobjetos. Importante guardar

la placa a -202C y en oscuridad para evitar el “Photobleaching”.

Microscopia de epifluorescencia

Se utiliza un microscopio de epifluorescencia Nikon TiE, equipado con control de ambientacién
celular (temperatura, humedad, CO3) con 2 objetivos: comprobar que la transfeccidén se ha
producido correctamente y para adquirir imagenes con las que posteriormente se analizard la
polarizacién del MTOC.

Para la adquisicidon de imagenes se utiliza el objetivo 60x 1.4 NA usando aceite de inmersion,
también usaremos el programa Nis Element AR (NIKON). El microscopio cuenta con diversos
canales de fluorescencia que nos permiten distinguir entre los distintos marcajes utilizados (en
algunos casos aparecen 2 componentes celulares, esto se debe a que dependiendo de lo que se

fuera a estudiar en cada experimento, se marcé uno u otro). (Tabla 4).

Tabla 4. Parametros de excitacion y emision en microscopia de epifluorescencia. Se incluye el color del marcaje, el
elemento celular marcado y la longitud de onda tanto de excitacién como de emision

Canal Color Componente celular | A de excitacién (nm) A de emisién (nm)
YFP Amarillo Jurkat transfectadas | 490-510 520-550

UV-2A | Azul Raji (CMAC) 340-380 420-550

TRITC Rojo cercano F-Actina 6 CMXRos 540-580 600-660

Cy5HQ | Rojo lejano MTOC 6 TOM20 610-660 660-710

TRANS | Escala de grises Todas las células -




Microscopia confocal

Se utiliza un microscopio confocal Leica (Stellaris 8 Tau STED), la adquisicién de imagenes se hizo
utilizando “stacks” de entre 30-40 secciones épticas con un paso de Z de 0,3 um, con objetivo
aceite 63x 1,45 NA, con el programa de adquisicion y analisis Leica LAS X.

La toma de imagenes en el microscopio confocal son de mayor calidad que las de
epifluorescencia, al eliminar la contaminacién de la fluorescencia fuera de foco y nos permiten
el estudio tridimensional de las estructuras subcelulares como mitocondrias, pudiendo asi
obtener mas informacién. Todos los detalles de las imagenes adquiridas se encuentran en la

tabla 5.

Tabla 5. Canales de fluorescencia utilizados para el analisis de imagen por microscopia confocal. Se incluye el
color del marcaje, la longitud de onda tanto de excitacion como de emisidn y la intensidad de laser utilizada.

Canal Color A de excitacion (nm) A de emisién (nm)
YFP Amarillo 494 512-546

CMAC Azul 405 420-521

AF-546 Rojo cercano 557 566-598

AF647 Rojo lejano 653 662-740

TRANS Escala de grises 486 -

Analisis de Imagen

1. Andlisis de interferencia de FMNL1 con Image)

Primero se realiza una seleccion de las imagenes que son validas para el analisis con LAS X, para
la seleccidn se establecid el siguiente criterio: Jurkat formando una sinapsis clara con una Unica
célula presentadora. Las imagenes usadas para este paso del andlisis se realizan sobre imagenes
tomadas en microscopia confocal con un zoom de x1.

Después, se extraen todos los canales de las células seleccionadas para poder analizarlos en
Imagel. Se abre el canal YFP y se crea una proyeccion de intensidad mdxima, se hard una regién
de interés (ROI) sobre cada célula YFP+(representa la célula Jurkat transfectada) y se hace
también un ROI sobre una regién en la que no haya ningun tipo de células al que llamamos
fondo. Todos los ROIS se guardan una vez dibujados usando control+T. Una vez lo tenemos,
medimos el valor de intensidad medio del canal de FMNL1 de cada ROl y le restamos el valor del
fondo, obteniendo asi el valor de intensidad de fluorescencia medio de FMNL1 de esa célula.
Esto se hace para todas las células y es independiente del area celular. Creamos 2 tablas excel

una para el grupo de células control (shControl-YFP) y otra para el grupo interferido en FMINL1
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(shFMNL1-YFP, las potencialmente interferidas en FMNL1) para posteriormente poder
comparar estadisticamente los resultados.

También se hard una proyeccién maxima de la intensidad de fluorescencia del canal del TOM20
para hacer ROIS sobre células que son Jurkat sin transfectar (YFP-), usandolas, asi como control
adicional (control interno de cada imagen). Para hacer esto abriremos las proyecciones maximas
de los canales: YFP, CMACy TOM20, para asi asegurarnos de que estamos cogiendo células que
sean Jurkat sin transfectar, es decir, que no sean ni YFP+ni azules. Tras elaborar el ROI, se abre
la proyeccién maxima del canal de YFP y ponemos sobre ella los ROIS que se han realizado sobre
las células del canal correspondiente a TOM20 y medimos la intensidad de fluorescencia que

esas células tienen en el canal amarillo.

2. Andlisis de mitocondrias con Image)

Primero se realiza una seleccion de las imagenes que son validas para el andlisis con LAS X, para
la seleccidn se establecieron los siguientes criterios: Jurkat formando una sinapsis clara con una
Unica célula presentadora y que se hayan marcado correctamente todos los canales que van a
utilizarse para el analisis. Los parametros que van a ser analizados mediante el uso de Image)
son: morfologia mitocondrial, energizacion 2D y 3D, polarizacién hacia la sinapsis y dispersion
de las mitocondrias. Primero se extraen todos los canales conteniendo el Z-stack de las células
seleccionadas para poder analizarlos en Imagel, posteriormente de todos los canales de todas
las células realizan:
“Crops”: para ello localizamos las células Jurkat transfectadas que se encuentra
formando sinapsis con la Raji y sobre el canal original de Mitotracker Red (CMXROS)
dibujamos un cuadrado que englobe la célula Jurkat, es importante que no englobe
ninguna otra célula para asegurarnos de estar analizando solo las mitocondrias de la que
nos interesa. Estos “crops” deben ser del mismo tamafno en todas las células, excepto
en aquellas en las que para evitar coger mitocondrias de una que esté muy préxima haya
que reducirlo levemente. Tras la creacién y guardado de los “crops”, abriremos el Z-
“stack cropeado” en el plugin “Mitochondria Analyzer” y haremos un “threshold 3D”
con los siguientes valores: “Rolling” = 1.1, “Max Slope” = 1.4, “Block Size” =1y
“C-Value” = 11. Ademads, como algoritmo utilizamos el “Weighted Mean”. Guardamos
una copia de este “crop thresholdeado”.
Serdn utilizados para el analisis de morfologia mitocondrial, la energizaciéon 3D y la
dispersion, todo ello se explicard mas adelante.
- Creacion de ROIs para regidn sinaptica y mitad no sinaptica: primero se realiza un ROI

rodeando la célula Jurkat transfectada (YFP+) que hace sinapsis con la presentadoray
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lo guardaremos como “célula”, tras esto se calculay representa el centro geométrico de
la célula. Se dibuja una linea paralela al contacto sinaptico entre ambas células (linea Sl),
tras esto sobre esa linea se dibuja otra exactamente igual que se movera hasta pasar
por la esquina superior del cuadrado que representa el centro celular (linea centro). En
este punto ya tenemos la célula dividida en 2 mitades, por lo que haremos una seleccion
de cada mitad por separado y las guardaremos como “mitad sinaptica” y “mitad no
sindptica”. Se guardan esos 3 ROIS usando Control + T.

Los ROIs guardados: célula, mitad sindptica y mitad no sindptica los usaremos a

continuacién para la energizacién 2D y para la polarizacion.

Morfologia Mitocondrial:

Sobre el “crop thresholdeado” en formato TIF de cada célula, utilizaremos el plugin Mitocondria
Analyzer y su herramienta 3D “andlisis per cell”. Haremos esto en todas las células vy
generaremos en Excel 2 tablas una con los resultados para el grupo control (shControl-YFP) y

otro para el interferido (shFMNL1-YFP).

Energizacion 2D:

Usaremos los ROIs de las mitades celulares, para cada célula sobre el canal del Mitotracker RED
(CMXRos) previamente “thresholdeado” mediremos la Intensidad Media fluorescencia (IMF) de
CMXRos en los 3 ROIs guardados: célula, mitad sindptica y mitad no sindptica. Ademas,
calcularemos las siguientes ratios: IMF Mitad sindptica/IMF célula y IMF Mitad Sinaptica/IMF
Mitad no Sinaptica.

Apuntaremos todos los datos en 2 tablas Excel, 1 para el grupo control (Sh-Control-YFP) y otra

para el grupo interferido en FMNL1 (ShFMNL1-YFP) para al finalizar poder compararlos.

Energizacion 3D:

Sobre los “crops thresholdeados” en formato TIF, utilizaremos el plugin “Mitochondria Analyzer”
y de ahi en el “Analyzer Manager” seleccionaremos “Display 3D Mito ROIs” para generar ROls
tridimensionales que rodearan en 3D todas las mitocondrias del “crop”. Una vez obtenidos,

|ll

abrimos el “crop sin thresholdear” y de la interfaz que nos sale tras usar el “Display 3D Mito
ROIs” usamos el “select all” y “Quantif 3D”, de todos los datos obtenidos nos quedamos con la
columna Mean que representa la Intensidad Media de Fluorescencia de CMXRos en cada ROL.
Como obtenemos una columna de datos para cada célula, vamos a hacer la media de esos datos,

trabajando asi con la media de los datos de cada célula.
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Hacemos una tabla para el grupo control y otra para el grupo interferido en FMNL1 con las
medias de cada célula para posteriormente comparar los resultados obtenidos en una y en otra

condicion.

Polarizacion:

Abrimos para cada célula sobre el canal del TOM20 sobre el que haremos una proyeccion
maxima y usaremos los 3 ROIls: “célula”, “mitad sindptica” y “mitad no sinaptica”. Ademas,
calcularemos las siguientes ratios para medir la polarizacion de las mitocondrias: IMF Mitad
sinaptica/ IMF célula y IMF Mitad Sindptica/ IMF Mitad no Sindptica. Apuntaremos todos los
datos en 2 tablas Excel, una para el grupo control y otra para el grupo interferido en FMINL1 y al

finalizar compararemos ambas.

Dispersion:

Sobre los “crops thresholdeados” del canal de Mitotracker Red CMXRos utilizaremos el plugin
“Mitochondria Analyzer” y de ahi en el “Analyzer Manager” seleccionaremos “Display 3D Mito
ROIs” para generar ROIs tridimensionales para todas las mitocondrias de la imagen. Una vez
obtenidos, abrimos el “crop sin thresholdear” y de la interfaz que nos sale tras usar el “Display

|”

3D Mito ROIs” usamos el “select all” y daremos a la opcién de “Distances”. Como resultado
obtendremos una tabla con las distancias calculadas entre cada mitocondria para todas las
mitocondrias de cada célula, nos quedaremos con la columna “cen-cen” que es la que
representa la distancia entre los centros de cada uno de los ROIs detectados.

Apuntaremos todos los datos en 2 tablas excel, una para el grupo control y otra para el
interferido en FMINL1 asi al finalizar podremos comparar. Tras esto, para cada célula de ambas

condiciones, calcularemos los parametros estadisticos: media, desviacion estdndar y coeficiente

de variacion.

Anadlisis de polarizacion del MTOC con NisAR

Con el programa NisAR se analizan las imagenes que han sido adquiridas con el microscopio de
epifluorescencia. Primero se buscan las sinapsis existentes entre las células Jurkat sin transfectar
(YFP™), transfectadas (ShControl-YFP, ShFMNL1-YFP) y las Raji (CMAC*, azules), haremos un ROI
que rodee a la célula Jurkat y una linea desde el centro de esa célula hacia la sinapsis (linea B) y
nos apuntaremos esa distancia, después cambiaremos al canal del MTOC y haremos una linea
desde la mitad del MTOC hasta el centro de la célula (linea A), paralela a la linea B, esa distancia

se apuntara en positivo si el MTOC esta hacia la sinapsis inmunitaria y en negativo si estd en
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direccion contraria a la sinapsis. Hacemos esto con todas las células de los 3 grupos (ShControl-

YFP, ShFMNL1-YFP, e YFP™) y después calculamos la ratio A/B para cada grupo celular.

Anadlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos del trabajo se realizaron utilizando Test de la T de Student para
varianzas desiguales de Excel, considerando diferencias estadisticamente significativas aquellas

con un valor-p < 0,05.

Elaboracion de figuras y graficos

Se realizaron los gréficos en Excel y después se editaron en Adobe llustrator.

Todas las figuras que contienen imagenes se han realizado con Adobe llustrator.
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CAPITULO llI: RESULTADOS

Interferencia de FMNL1 enddégeno

Se realizo la transfeccidn de las células Jurkat C3 con el plasmido ShFMNL1-YFP que nos permite
saber que las células que emitan fluorescencia amarilla (YFP+) se han transfectado
correctamente. Los linfocitos T transfectados se ponen en contacto con Linfocitos B recubiertos
por SEE para que se produzca la sinapsis entre ambos. Se analizd el éxito de la interferencia
midiendo la intensidad media de fluorescencia (IMF) en condiciones control y en condiciones
interferidas para los canales YFP (canal amarillo) y FMNL1 (canal magenta), para ello se realizd
un ROl alrededor de las células YFP* que aparecian en cada condicién. Los resultados obtenidos
del IMF para la condicién control fue de 74 (n = 24) para el canal de FMINL1 y de 42 (n = 24) para
el de YFP y para la interferida en el canal de FMNL1 fue de 34.1 (n =27) y para el de YFP de 47.7
(n=27). Se puede observar cémo en ambos casos la fluorescencia de YFP es similar, significando
esto que ambas tienen una cantidad de plasmido similar (al tener una cantidad de YFP similar)
y que en la condicidén control la cantidad de FMNL1 es significativamente superior a la de la
condicion interferida, con un valor de significancia de 3.02E-13. Observdndose que la
transfeccion ha ocurrido correctamente y se ha producido la interferencia de FMNL1 (Figura 3).
Ademas, con los datos obtenidos, se aprecia una tendencia en la que al aumentar la cantidad de
YFP (cantidad de plasmido interferente, ShAFMNL1-YFP) disminuye la intensidad de FMNL1,
corroborando que, a mayor cantidad de pldsmido, mayor es la interferencia, por el contrario, en
el caso de la condicién control, se observa una tendencia a aumentar (Figura2).

Ademas, se utilizd la medicion de YFP™ (células no transfectadas) como control interno de cada
pocillo, obteniéndose para el canal de FMNL1 un MFI = 56,5 con una n = 39.
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Figura 2. Representacion grifica de la relacion.entre la MFI de FMNL1 y la MFI de YFP para las
células Jurkat transfectadas con los plasmidos ShControl-YFP (n=24) y ShFMNL1-YFP (n=27).
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Figura 3: Analisis de la expresion de FMNL1 en células Jurkat transfectadas con plasmido ShFMNL1-YFP y ShControl-YFP. A)
Imagen que representa la sefial de fluorescencia de FMNL1 las células transfectadas Jurkat con ShControl-YFP y SHFMNL1-YFP
formando sinapsis con células Raji. Las células Jurkat estan transfectadas con YFP (amarillo), marcadas en FMNL1 (magenta) y la
transmitancia (TRANS) y las células Raji acivadas con SEE y marcadas con CMAC (azul). B) Representacion de MFI para FMNL1
para las células Jurkat sin transfectar (YFP-) y para las transfectadas con ShControl-YFP y ShFMNL1-YFP. La linea horizontal
representa la medianay la cruz la media. ***Diferencia significativa con un p-valor = 3.02E-13***,



Papel de FMNL1 en la polarizacion del MTOC hacia la sinapsis inmunitaria en células

Jurkat

Una vez que comprobamos en el apartado anterior que la interferencia en FMNL1 se producia,
se ha evaluado si la interferencia de FMINL1 afecta a la posicion del MTOC respecto a la sinapsis
inmunitaria, para ello, se usaron 2 plasmidos, ShControl-YFP y ShFMNL1-YFP, tras realizar los
experimentos detallados en el apartado de material y métodos, durante la fase de estudio de
imagen, se observo, gracias al marcaje del MTOC (rojo) que en la condiciéon de FMNL1 interferido
(grupo ShFMNL1-YFP), la polarizacion del MTOC no era hacia la SI, y que en muchos casos era
hacia el lado opuesto a donde se producia la SI, esto se visualizé gracias al marcaje del MTOC
(rojo). Para cuantificar los resultados, se calculd el indice de polarizacidn (IP), obteniendo un IP

= 0,362 (n =117) para la condicidon YFP~ que se utiliza como control interno, un IP = 0,404 (n =
38) para la condicidn ShControl-YFP y para las transfectadas con ShAFMNL1-YFP un IP = 0,224 (n

= 65). Los resultados de IP obtenidos para los grupos ShControl-YFP e YFP~, son muy similares,
ya que ninguno de ellos presenta FMNL1 interferido y en ambos casos se produce la polarizacidn
del MTOC hacia la Sl con buena eficiencia (valores IP altos) y de manera similar. Sin embargo, el
IP para la condicién interferida, es significativamente inferior a ambas condiciones control, lo
que refleja una menor eficiencia la polarizacion del MTOC hacia la S, se realizé un T-test para
varianzas desiguales para evaluar si existia significancia estadistica, obteniéndose que es
significativo con un p-valor=0,0166 al comparar ShControl-YFP y ShFMNL1-YFP, también es
significativo con un p-valor=0,03 al comparar ShFMNL1-YFP e YFP~ y no significativo con un p-
valor=0,51 al comparar ShControl-YFP e YFP~ (Figura 4) . Esto permite corroborar que la formina
FMNL1 es necesaria para la polarizacion del MTOC durante la SI. Estos resultados se
corresponden con la necesidad de la formina FMNL1 para la polarizacién eficiente del MTOC
durante la formacién de la sinapsis inmunitaria, probablemente debido a su papel en la

regulacidn del citoesqueleto y el trafico intracelular en linfocitos T activados®.
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Figura 4. Analisis del indice de polarizacion del MTOC en células Jurkat sin transfectar (YFP) y
transfectadas con los plasmidos ShControl-YFP y ShFMNL1-YFP. A) Representacion grafica del IP en YFP-
(n = 117) y en células transfectadas con Shcontrol-YFP (n = 38) y ShFMNL1-YFP (n= 65). La linea roja
representa la media, existe diferencias ***estadisticamente significativas (T-test con varianzas desiguales)
entre el grupo ShControl-YFP y ShFMNL1-YFP (p-valor < 0,05) ***. B) Imagen que representa la
polarizacidon del MTOC en células Jurkat YFP-y en transfectadas, Shcontrol-YFP y ShFMNL1-YFP, en las tres
condiciones formando Sl con células Raji. Las células Raji estan marcadas con CMAC (azul) y las células
Jurkat transfectadas con YFP (amarillas), el MTOC (rojo) marcado con Pericentrina y la transmitancia
(TRANS). A la derecha se esquematiza el proceso de medicidn del IP del MTOC, la linea continua representa
la célula Jurkat y la discontinua la célula Raji.
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Papel de FMNL1 en la morfologia mitocondrial durante la sinapsis inmunitaria

Tras comprobar que la interferencia en FMNL1 afecta la polarizaciéon del MTOC hacia la sinapsis
inmunitaria, se evalud si FMINL1 también influye en la morfologia mitocondrial. Se analizaron
multiples parametros: “count”, “total volumen”, “mean volumen”, “total surface area”, “mean
surface area”, “sphericity (weighted)”, “branches”, “branches/mito”, “total branch length”,
“total branch length/mito”, “mean branch length”, “branch junctions”, “branch junctions/mito”,
“branch end points”, “branch end points/mito” y “mean branch diameter”. Cada parametro fue
comparado entre control (shControl-YFP) e interferidos en FMNL1 (shFMNL1-YFP) mediante un
T-test para varianzas desiguales obteniéndose en todos los pardmetros medidos un p-
valor>0,05. No se identific6 una diferencia significativa en ninglin pardmetro, pero se
observaron algunos resultados con tendencias diferentes entre control e interferidas, como
“Branch Junctions”, en lo que se obtuvieron: 48,15 (n = 48) en el control frente a 53,69 (n = 61)
en la condicidn interferida, siendo el p-valor = 0,34. En los “branches” se obtuvieron 120,3 (n =
48) en el control frente a 136,15 (n = 61) en la condicién interferida, siendo el p-valor 0,19. Lo
mismo pasa para los “branches lenght”, siendo de 131 (n = 48) para el control y de 146,7 (n =61)
para la interferida, siendo el p-valor =0,24. En las “Branch end points” se observa para el control
un valor de 85,6 (n = 48) y para la interferida de 96,1 (n = 61), siendo el p-valor=0,13 (Figura 5).
Este incremento en los pardmetros relacionados con los “branches” en las células interferidas
en FMNL1, indica una mayor ramificacion de la red mitocondrial, probablemente debida a una
disminucién en los eventos de fisién o un aumento de la fusion. FMNL1, es una formina
implicada en la nucleaciéon y elongacion de los filamentos de actina asociados a mitocondrias y
regula la fision mitocondrial mediante ondas de actina en interfase. Su deplecion reduce la

polarizacion mitocondrial y altera el balance fusion-fision y favoreciendo redes mas

interconectadas®.
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Figura 5. Representacion grafica del parametro “Branch Junctions” para las células Jurkat
transfetadas con los plasmidos ShControl-YFP y ShFMNL1-YFP. La linea horizontal representa la
medianay la “x” representa la media de los datos. No se obtuvieron diferencias significativas al realizar
un T-Test para varianzas desiguales, siendo el p-value obtenido de 0,34.

Papel de FMNL1 en la energizacion mitocondrial durante la Si

Ademas de evaluar la morfologia mitocondrial, se analizé el papel de FMNL1 en la energizacién
mitocondrial mediante dos enfoques experimentales: por un lado, la cuantificacién de la
energizacion en un sistema bidimensional (2D), y por otro, en un sistema tridimensional (3D).
La energizacion mitocondrial en sistemas 3D, en la matriz extracelular y en organulos como las
mitocondrias, reproduce de forma mas fiel la compleja organizacién espacial y mecdnica de los
tejidos, en comparacién con los sistemas 2D, que no representan adecuadamente la forma
celular, el transporte intracelular ni la sefializacién celular compleja. En el caso de células
inmunes, estas condiciones estructurales son fundamentales, ya que la migracion, la
polarizacién y la formacién de sinapsis dependen directamente de la organizacion
tridimensional del entorno'*?. Debido a esto se analizaron ambos pardmetros para ver si se
comportaban de la misma manera o no.

En ambos casos, los datos fueron analizados mediante un test t de Student para muestras con
varianzas desiguales, comparando el grupo control (shControl-YFP) con el interferido en FMNL1
(shFMNL1-YFP). El analisis estadistico no reveld diferencias significativas en la energizacion
mitocondrial en 2D. Sin embargo, en el sistema 3D si hubo diferencia significativa en la condicion
interferida (p-valor = 0,037), con una media de energizacion de 73,136 para la condicién control

y de 78,845 para la condicion shFMNL1-YFP (Figura 6).
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Figura 6. Representacion grafica del grado de energizacion en células Jurkat C3 transfectadas con
los plasmidos ShControl-YFP y ShFMNL1-YFP. Se representan el rango de valores que tiene la
energizacion mitocondrial para cada condicidn. La linea horizontal representa la mediana y la “x”
representa la media. Se hizo un T-Test para varianzas desiguales, obteniendo una ***diferencia
significativa, con un p-valor = 0,037***,

Papel de FMNL1 en la polarizacion y dispersion mitocondriales durante la Sl

Una vez analizado que la interferencia en FMNL1 parecia afectar algunos pardmetros
mitocondriales, se observd que la interferencia en FMNL1 produjo cambios significativos en la
polarizacién de las mitocondrias hacia la sinapsis: el indice de Polarizacién mitocondrial fue
1,335 (n =48) en el controly de 0,9 (n =59) en la condicidn interferida en FMNL1 (Figura 7A). La
significacién estadistica es de 0,00066.

En cuanto a la dispersién mitocondrial, no se encuentran diferencias significativas, sin embargo,
observamos un indice ligeramente mas elevado en la condicién control (41 con una n = 46) que
en la interferida (40 con una n = 62), lo que sugiere que la red mitocondrial es mas uniforme y
concentrada sin interferencia de FMINL1 (Figura 7 B). Esto respalda la funciéon de FMNL1 como
un nucleador y elongador de actina que modula la motilidad y reubicacién de las mitocondrias
mediante ondas de actina; su ausencia reduciria la capacidad de las mitocondrias para
dispersarse apropiadamente®®.

Finalmente, ya que se ha comprobado anteriormente que FMNL1 interviene en la
reorganizacion espacial del citoesqueleto, contribuyendo a la formacidon de polaridad
intracelular, y se podria especular que favorece la distribucién heterogénea de mitocondrias; su

interferencia conduce, por tanto, a una red mitocondrial mas compacta y menos distribuida®.
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Figura 7. Representacion grafica de las diferencias existentes entre el indice de polarizacion de las mitocondrias y la
dispersion mitocondrial entre el grupo de células Jurkat transfectadas con el plasmido ShControl-YFP y con ShFMNL1-
YFP. A) Se representa el indice de polarizacion mitocondrial para ambas condiciones. La linea horizontal representa la
mediana y la “x” la media. Al realizar un T-Test para varianzas desiguales muestra ***diferencias significativas,
obteniéndose un p-valor=0,00066***. B) Se representa el rango de valores de dispersién mitocondrial para ambas
condiciones. La linea horizontal representa la mediana y la “x” la media. Al realizar un T-test para varianzas desiguales
no se obtuvieron diferencias significativas entre ambas condiciones.
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CAPITULO IV: DISCUSION

Durante este trabajo se realizé en primer lugar la confirmacién de la transfeccién de las células
C3 Jurkat tanto con los pldsmidos ShControl-YFP y el ShFMNL1-YFP, para esto se observd
mediante microscopia de fluorescencia visualizdndose células YFP* en ambas condiciones,
confirmando asi una correcta transfeccion. Tras esto, se analizaron las células obtenidas YFP*
midiendo la IMF de FMNL1 y de YFP en ambos grupos, obteniéndose mucha mayor cantidad de
FMNL1 en el control que en las interferidas (Figura 2), confirmandose asi una transfeccién e
interferencia eficientes, lo que refleja que los pldsmidos transfectan correctamente las células
Jurkat y la proporcion de células transfectadas es similar en ambas condiciones, pudiéndose
descartar que las diferencias obtenidas en los siguientes andlisis se deban a diferencias en la

tasa de transfeccidn entre ambos grupos.

Como siguiente paso, se estudid el efecto de la interferencia de la formina de FMNLL1 en la
polarizacién del MTOC, lo que se observd es que en las células que tienen FMNL1 interferido,
hay una menor tendencia en la polarizacion del MTOC hacia la sinapsis inmunitaria que en las
células de la condicidn control y en las YFP™ no transfectadas). Esto se explica en base a que las
forminas como FMNL1 se encargan de la reorganizacién del citoesqueleto de F-actina, para esto
eliminan la actina que se encuentra en el centro de la Sl, que es lo que permite la interaccién de
los microtubulos del MTOC con la F-actina cortical, permitiendo la polarizacién de este hacia la

sinapsis inmunitaria y su acoplamiento a la membrana®.

Posteriormente, se ha estudiado el efecto que tiene esta interferencia en FMINL1 sobre distintos
aspectos de la dindmica y morfologia mitocondrial. En primer lugar, se estudié la afectacion a la
morfologia mitocondrial, al analizar los resultados se observa que los parametros relacionados
con el “branching” y con la ramificacién mitocondrial son en los que se producen mayores
diferencias entre los grupos (Shcontrol-YFP y ShFMNL1-YFP) y estos son: “branches” (120,3 para
el control y 136,1 para las interferidas), “branches lenght” (131 para el control y 146,7 para las
interferidas), “Branch junctions” (48,4 para el control y 53,7 para las interferidas) y “Branch
junctions/mito” (para el control 85,6 y 96,1 para las interferidas). En ninguno de ellos la
diferencia es significativa, pero si que hay una tendencia en todos ellos hacia un aumento de los
en los linfocitos Jurkat interferidos en FMNL1 respecto a las del grupo control. Estos resultados,
se explicarian debido a que FMNL1 estd implicado en la formaciéon de la onda de F-actina
interfasica que esta implicada en el posicionamiento y reorganizacién de organulos como las

mitocondrias®®. Ademas, hay estudios en los que se ha visto que la interferencia de FMINL1 con
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siRNA elimina la formacidn de esa onda, afectando a los efectos de fusion y fision mitocondrial
gue son esenciales para el correcto funcionamiento de las mitocondrias, por lo que esta
interferencia produce una disminucién de los procesos de fusién y fisién mitocondrial® y esto
es lo que produciria los cambios en el incremento en el numero de ramas, mayor longitud de las
ramificaciones y mayor nimero de uniones o "junctions", que son variaciones consistentes con
las que se han caracterizado en este estudio. Lo observado en mis resultados concuerda con que
la pérdida de FMNL1 produzca la pérdida de la guia responsable de la localizacién, forma y
organizacién mitocondrial®. La dindmica de fusién-fisién mitocondrial estd regulada por
proteinas GTPasas como Drpl, MFN1/2 y OPA1, y la F-actina desempefia un rol clave en la fision
al propiciar la constriccién mediante contactos ER-mitocondria, favoreciendo el reclutamiento
de Drp1”). Debido a la tendencia de aumento que se observa en todos los parametros
relacionados de los “branches” y a los estudios previos que corroboran una relacidn entre la
interferencia de FMNL1 y el aumento en esos parametros!”), considero importante realizar mas
experimentos en las mismas condiciones, debido a que estos resultados estdn basados en dos
experimentos, saliendo con los datos de ambos no significativos, pero dentro de uno de ellos si
gue era significativo, mientras que en el otro se obtenia lo contrario a lo esperado, lo mas
correcto seria repetir el experimento para asegurar que esos resultados inesperados no se

deban a algun fallo durante el procedimiento.

El siguiente parametro estudiado fue la energizacion mitocondrial, este parametro fue evaluado
en su forma 2D y en su forma 3D, no encontrandose diferencias significativas entre ambas
condiciones (control e interferidas) en la primera, pero si en la segunda. En la energizacién 3D
se obtuvo un aumento significativo de la energizacion 3D en la condicién interferida en FMINL1
respecto al control. En estudios previos, se ha demostrado que en los modelos 3D se refleja con
mayor precision la fisiologia celular real que en los 2D, ya que estos estan limitados respecto a
sefializacion, transporte intracelular, polarizacién y organizacidn celular. Esto hace pensar que
interferir FMINL1 afecta a la energizacién mitocondrial solo en aquellas situaciones en las que la
estructura tridimensional es especialmente importante, como ocurre durante la formacién de
una Sl, debido a que esta influye en gran medida a los linfocitos T a nivel de metabolismo,
polarizacién y funcion®. Ademds, hay estudios en los que se ha interferido FMNL1 con siRNA y
se observa una reduccion del potencial de membrana y del consumo de oxigeno, pero un
aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS), evidenciando que FMNL1 es importante en

|(12)

la bioenergética mitocondrial*?. Mis resultados no se corresponden con los obtenidos en ese

ultimo articulo, esto puede deberse a que las células utilizadas en el articulo eran HeLa® y no
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células inmunes estimuladas en un contexto de sinapsis, siendo células muy diferentes entre si
y pudiendo diferir, dependiendo del tipo celular, el efecto de la interferencia de FMNL1 en los

efectos que esta tenga sobre la energizacion mitocondrial.

Para finalizar se estudid la influencia de la interferencia de FMNL1 en la polarizacion y la
dispersion de las mitocondrias durante la Sl. En cuanto a la polarizacion, se obtiene una
disminucién significativa entre la condicion interferida en FMNL1 y el grupo control, esto se
podria explicar debido a que FMNL1 estd implicada en la reorganizacién de la actina cortical
necesaria para que las mitocondrias se sitien en el centro de a SI®. Ademas, esta polarizacién
mitocondrial es importante para el suministro de ATP y la regulacién del calcio durante la

activacion de los linfocitos T3

, por lo que puede causar problemas en el funcionamiento de la
sinapsis. Respecto a la dispersién mitocondrial, no hay diferencias significativas entre ambos
grupos celulares (interferidas y control), sin embargo, si que se aprecia un mayor coeficiente
de dispersion en la condicidn control que en la interferida. Por lo que FMNL1 parece influir
ligeramente en que la red mitocondrial sea menos uniforme porque la organizacién correcta del
citoesqueleto promueve la cohesién. Debido a esto la interferencia de FMNL1 puede provocar
una menor capacidad para mantener una organizacién mitocondrial provocando asi una menor
dispersion en la red®. Sin embargo, el grado de afectacién a nivel de dispersién es minimo, esto
podria deberse a que la influencia de FMNL1 sobre este parametro es menor que sobre los
demds estudiados en este trabajo o a que hay otras forminas o proteinas que son mas
importantes que FMNL1 en este proceso o que son capaces de mantener la dispersion incluso
en ausencia de FMNL1. La dispersién mitocondrial podria relacionarse con el grado de fision
mitocondrial que se produzca, debido a que, a mayor fisidn, las mitocondrias son mas pequenas
y moviles, pudiendo asi desplazarse y distribuirse mas heterogéneamente, mientras que, si
disminuyen los procesos de fision, las mitocondrias serdn mdas grandes y alargadas
permaneciendo mas estaticas y produciendo una distribucion menos heterogénea. Esta
estudiado que la proteina Drp1 es clave en el proceso de fisidn y fusién mitocondrial, tanto que
su silenciamiento bloquea la fisién mitocondrial y la polarizacién de estas hacia la SI'®. Esto
explicaria que, aunque se interfiera FMINL1, si Drpl se encuentra en estado nativo y se activa,
los procesos de fisién seguiran produciéndose correctamente y no se veria alterada la dispersién
mitocondrial. La pequefia variacidn que se ve en mis resultados podria indicar una ligera
influencia de FMNL1 los procesos de fisidn, seria interesante en un futuro estudiar si hay

interaccion entre Drply FMNL1y la localizacién de FMNL1 en los sitios de fision mitocondria-RE.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

e FMNL1, cuando es interferida, genera alteraciones morfoldgicas vy
funcionales en las mitocondrias que reflejan su implicacion en la

organizacion del citoesqueleto de actina.

e la bioenergética mitocondrial se ve afectada cuando FMNL1 estd
interferida, se requieren estudios adicionales para conocer los mecanismos

responsables, en particular de la funcion drpl en ello.

e la polarizacion del MTOC hacia la Sl se ve comprometida tras la interferencia
de FMNL1, lo que sugiere que esta formina es esencial para la formacion de

estructuras que guian su reposicionamiento y anclaje.

e La redistribucion mitocondrial hacia la Sl se ve notablemente reducida en
células con FMNL1, observandose en cambio una acumulaciéon mitocondrial

en el polo opuesto.

e La dispersidon mitocondrial durante la Sl no parece verse significativamente

modificada cuando FMNL1 es interferida.
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