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Abreviatures

AcMo: anticds monoclonal
ACR: American Collegue of Rheumathology
AICD: Mort per activacio cel-lular

ALCAM/CD166: Molécula d’adhesié i activacid
cel-lular

BCR: Receptor de cel-lules B

CD4"SP: timocit CD4"

CD4"Tem: Cél-lula T CD4" efectora memoria
CD8"SP: timocit CD8"

CD8'Tcum: Cél-lula T CD8* de memoria central
CK2: Casein quinasa 2

CLEC: domini tipus lectina c

CLP: model de lligacié i puncié cecal

CLR: receptor tipus lectina c

CSR1.: proteina de resposta a estrés cel-lular
DAMP: patr6 molecular associat a dany

DC: cél-lula dendritica

DN: timocit doble negatiu

DP: timocit doble positiu

EAE: encefalomielitis al-lérgica experimental
EGF: factor de creixement epidermal

EM: esclerosi multiple

ES: cél-lula mare embrionaria

FAS1: fasciclin 1

FC: cél-lules fol-liculars

IEL: limfocit intraepitelial

ITAM: immunoreceptor activador a través de
tirosines

ITIM: immunoreceptor inhibidor a través de
tirosines

KOMP: Knock-out Mice Project Repository

LAMP: glicoproteina de membrana associada a
lisosoma

LAT: nexe d’activacié de les cél-lules T

LIMP2: proteina de membrana lisosomal 2
LN: noduls limfatics

LOX1: receptor 1 de LDL oxidada tipus lectina
LPS: Lipopolisacarid

LTA: Acid lipoteicoic

MAPK: proteina cinasa activada per mitogens

MARCO: receptor de macrofags amb estructura de
col-lagen

MFI: mitjana de la intensitat de fluorescencia
MOG: glicoproteina mielina oligodendrocit

MTOC: centre principal d’organitzacié de
microtubuls

MZ: zona marginal

NK: cél-lula asesina natural

NKT: cel-lula T asesina natural

NLR: receptor tipus NOD

O/N: tota la nit

oxLDL: lipoproteina de baixa densitat oxidada
PAMP: patré molecular associat a patdogens
PKC: proteina quinasa C

PRR: receptor de patrons

RLR: RIG like receptor

rshCD5: CD5 soluble recombinant huma
rshCD6: CD6 soluble recombinant huma

SEB: Enterotoxina B de Staphylococcus aureus
Sl: sinapsi immunolodgica

SMAC: complex d’activacié supramolecular
SR: receptor scavenger

SRCL: receptor scavenger amb domini tipus lectina

SRCR-SF: familia de receptors scavenger rics en
cisteines

SREC1 i SREC2: receptors scavenger expressats
per cél-lules endotelials

15



SR-PSOX: receptors scavenger per fosfatidilserina i
lipoproteines de baixa densitat oxidades

TA: temperatura ambient
TCR: receptor de cél-lules T
TEC: cél-lula timica epitelial
TLR: receptor tipus Toll

ZIGI: inflamaci6 generalitzada induida pe zymosan
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1. Introduccié

El sistema immunitari

El sistema immunitari és el conjunt d’estructures cel-lulars i moleculars que protegeixen i
mantenen la integritat de l'individu enfront d’agressions externes (ex. bactéries) o internes (ex.
cancer). Per aquesta funcié defensiva, el sistema immunitari disposa de mecanismes de
resposta immediata i innats (resposta innata o inespecifica), aixi com de mecanismes de

resposta més tardana i no innats (resposta adquirida, adaptativa o especifica).

El sistema innat, encarregat de les respostes innates, esta integrat principalment per les
barreres epitelials i mucoses i per cél-lules hematopoétiques amb (ex. neutrofils, macrofags i
cél-lules dendritiques) o sense (limfocits innats) capacitat fagocitica. Aquests tipus cel-lulars
presenten receptors molt poc polimorfics, codificats per gens presents a la linia germinal i que
reconeixen estructures molt conservades i compartides per diferents tipus de patogens. Per
altra banda, el sistema adaptatiu, responsable de les respostes adquirides, esta format
principalment per cél-lules d’origen hematopoetic perd de llinatge limfoide (limfocits T i B), amb
uns receptors altament polimorfics codificats per gens no expressats a la linia germinal que
requereixen fenomens de recombinacio génica per a la seva expressio, i que reconeixen detalls

altament especifics o0 exclusius de un tipus concret de patogen (Fig 1.1).

Innate immunity
(rapid response)

Adaptive immunity
(slow response)

Dendritic cell Mast cell
\

Macrophage

;
- @0

CD4* cD8t
T cell T cell

Natural

Complement

protein ?

killer T cell
Granulocytes

Neutrophil

Figura1.1. Cél-lules de laimmunitat innata i adaptativa. Dranoff G, 2004.

Tot i les evidents diferéncies, ambdos sistemes es necessiten 'un a l'altre per a una bona i
eficient resposta immunitaria. Aixi, macrofags i cel-lules dendritiques del sistema innat no
només s’encarreguen de detectar i eliminar patogens, sind que també actuen com a cel-lules
presentadores d’antigen (Antigen Presenting Cell; APC) per a cél-lules del sistema adaptatiu
(limfocits T) mitjangcant les seves molécules del complex principal d’histocompatibilitat (major
histocompatibility complex; MHC). Per altra banda, 'activacié dels limfocits com a conseqiiéncia
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del reconeixement d’antigens promou la secrecid6 de missatgers solubles (citocines) i
d’interaccions intercel-lulars que reforcen les capacitats fagocitiques i destructores de patogens
de les cél-lules del sistema innat. Aixi doncs, al nostre organisme els dos sistemes so6n
interdependents i es troben en constant comunicacid, establint ponts i interaccions entre

ambdds per optimitzar les respostes immunitaries.

1.1 El sistema immunitari innat

El sistema innat representa la primera linia de defensa (actua en qliesti6 de pocs minuts o
maxim hores) davant una invasié per microorganismes externs, aixi com d’eliminacié de
molécules endogenes no desitjades o nocives. Es doncs un sistema d’homeostasis general que
manté la integritat de l'individu davant agressions externes i internes. Aquest sistema innat esta
format per un component cel-lular i un altre humoral. El cel-lular esta constituit tal com s’ha
mencionat abans per les barreres cutani-mucoses i endotelials i per cél-lules fagocitiques i no
fagocitiques d’origen hematopoétic (leucocits polimorfonuclears, sistema mononuclear
fagocitic, limfocits innats, etc). El component humoral el constitueixen principalment proteines
solubles presents als liquids (humors) corporals, entre les quals destaquen les proteines del
sistema complement i del sistema de la coagulacié (Ricklin et al., 2010). Donat que una
descripci6 detallada de tots i cadascun dels components cel-lulars i humorals del sistema innat
estaria fora del context de la present memoria de Tesi ens limitarem a descriure algunes de les

caracteristiques de certs tipus cel-lulars i receptors.

1.1.1 Cel-lules del sistema immunitari innat

Les cél-lules d’origen hematopoétic dels sistema innat poden provenir de progenitors mieloides
com és el cas de neutrofils, monocits, macrofags i ceél-lules dendritiques (excepte les

plasmacitoides) pero també limfoides, com seria el cas de cél-lules NK, NKT i Tyd.

Neutrofils: Sén les cél-lules fagocitiques per excel-léncia i actors principals en la induccié i
resolucié dels processos inflamatoris. A partir de la seva generacié a la medul-la ossia, els
neutrofils circularan per la sang durant les poques hores de que consta el seu curt temps de
vida. Durant un procés inflamatori, els leucocits residents al teixit infectat alliberen mediadors
de la inflamacié (incloent histamina, citocines i quimiocines) que provoquen l'activacié dels
endotelis i I'expressid subseqiient a la seva superficie de molécules especifiques per a
I'atraccio i transvasament dels neutrdfils circulants. Els tipics passos per al reclutament de
neutrofils circulants comprenen una primera adhesié labil amb rodament sobre la superficie
endotelial (rolling), 'adhesié ferma a I'endoteli (spreading), el transvasament, i la migraci6 al
teixit inflamat on alliberaran més mediadors de la inflamacié (p.ex., TNFa i IL-1B) contribuint a
1) eliminar el patogen invasor i 2) reclutar més cél-lules amb capacitat fagocitica (Kolaczkowska
and Kubes, 2013) .

Monocits: Els mondcits soén cel-lules mononucleades que es generen al moll de I'és i

representen a la sang el 4 o 10% de cel-lules sanguinies circulants en humans i ratolins,
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respectivament. Dins dels diferents subtipus, hi ha els monocits “classics” caracteritzats en
humans com a CD14" i en ratolins com Ly6Chi, els quals son reclutats als focus d’'inflamacié i
que actuaran com a precursors de les cél-lules fagocitiques periféeriques mononuclears: els

macrofags i les cel-lules dendritiques (Ginhoux and Jung, 2014).

Macrofags: Els macrofags son cél-lules que s’han diferenciat als teixits inflamats a partir de
monaocits procedents de la sang, o bé a partir de progenitors embrionaris que s’han establert als
teixits durant el desenvolupament, i sén cél-lules fagocitiques amb un paper molt rellevant
(Ginhoux and Jung, 2014). Als organs limfoides com la melsa i els noduls limfatics (LN) es
troben macrofags especifics, amb una funcié comu a tots ells: fagocitar particules foranies i
reclutar altres macrofags al lloc d’inflamacid. A nivell general, segons les senyals que rebin de
I'entorn, els macrofags s’activaran cap a un tipus M1, els quals fagociten i promouen una
resposta proinflamatoria, o cap a tipus M2, que pel contrari secretaran IL-10 per generar una

resposta antiinflamatoria (Murray and Wynn, 2011).

Cél-lules dendritiques (DC): Representen el cas més il-lustratiu de pont entre la immunitat
innata i adaptativa. Les DCs immadures (iDCs) residents als teixits periférics s’encarreguen de
fagocitar antigens i migrar als organs limfoides en forma madura (mDC) per a presentar als
limfocits T els antigens de naturalesa peptidica resultants a través de les seves moléecules
MHC. Si els limfocits T reconeixen 'antigen com a exogen (no propi), s’activaran i alliberaran
mediadors que permeten optimitzar encara més la presentacio del antigen a altres limfocits,
augmentant el nombre de molécules MHC i de co-receptors. Les DC es poden classificar en

diferents subtipus, perd que en aquest treball no s’entrara més en detall (Reis e Sousa, 2006).
Limfocits innats:

1) Ceél-lules NK o assassines naturals: Aquestes cél-lules, de I'anglés Natural Killer cells
(NK), sén una de les excepcions de la immunitat innata d’origen limfoide, i es caracteritzen per
la seva rapida resposta citolitica, la qual és especialment efectiva contra cél-lules infectades
per virus o en cél-lules tumorals. Presenten a la seva superficie un conjunt de receptors
activadors (ex. NKG2D) i inhibidors (ex. KIRs, CD94-NKG2A) que s’encarregaran de regular la
seva resposta per a fer-la efectiva perd no perjudicial per I'hoste. Els receptors activadors, per
exemple, sén capagos de detectar tant I'expressié de determinades molécules presents a la
superficie de cél-lules infectades per virus o bacteris, aixi com també I'abséncia de complexes
MHC, situacié freqient en cél-lules tumorals (Vivier et al., 2008). Apart de la seva accio
citolitica per se, les NK respondran a la secrecié de IL-12 per part de les DC i macrofags
secretant elles mateixes IFNy, d’aquesta manera activant tant cel-lules de la immunitat innata
(macrofags) com adaptativa (limfocits T citotoxics), i potenciant la resposta inflamatoria per a

I'eliminaci6 del patogen invasor.

2) Cel-lules assassines naturals T (NKT): Les cél-lules NKT, al igual que les NK, tenen un
origen limfoide i tenen la particularitat de presentar el receptor tipic de cél-lules T convencionals

(TCRap), perd amb un repertori molt restringit (utilitzen un set molt limitat de regions variables a
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i B), que adquireixen durant els processos de seleccié positiva dels timocits doble positius al
timus. D’aquesta manera disposen d’un TCR especific molt menys divers que el dels limfocits T
que reconeixera glicolipids presentats per molécules tipus MHC com CD1d, induint respostes
citotoxiques i produccié de citocines de manera molt rapida. Sén doncs una mescla entre els
dos tipus cel-lulars limfocitaris (NK i T), que estan restringides per CD1d (CD1d-restricted T
cells) (Godfrey et al., 2010).

3) Limfocits Tyd: Al igual que els limfocits Taf convencionals, s’originen al timus perd a
I'estadi de doble negatius on s’armen amb TCRs constituits per cadenes yd amb un repertori
molt restringit (les regions variables de les cadenes y i & son molt poc polimorfiques) i
reconeixen antigens de naturalesa no peptidica, com les cel-lules NKT. Tenen per tant molta
menys variabilitat clonal que les cel-lules TaBp (veure apartat 1.2.1.2; Il), i a diferéncia
d’aquestes la seva resposta és molt més rapida, amb menys expansié clonal, i no es troben
preferentment als organs limfoides, siné a les mucoses o la pell (Vantourout and Hayday,
2013).

1.1.2 Receptors de la immunitat innata

Els receptors del sistema innat que trobem en forma soluble als fluids corporals o a la
superficie dels diferents tipus cel-lulars innats s'anomenen PRRs (pattern recognition receptors)
i estan especialitzats en el reconeixement d’estructures o patrons moleculars altament
conservats i compartits per un ampli espectre de microorganismes patogenics: els anomenats
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) o MAMPs (microbe-associated molecular
patterns), com ara el lipopolisacarid (LPS) o els B-glucans presents a les parets de bacteéries i
fongs (respectivament), o les cadenes de RNA caracteristiques de determinats virus. Més
recentment s’ha comprovat que els PRRs també estan capacitats per al reconeixement dels
anomenats DAMPs (danger-associated molecular patterns) o estructures del propi individu
(alterades o no) que s’alliberen durant els processos de dany tissular, com per exemple la
proteina HMGB1, les proteines de xoc térmic (hsp), I'acid hialuronic, els cristalls d’urat, etc
(Tang et al., 2012). D’aquesta manera els PRRs son components essencials per al
manteniment de la préviament esmentada homeodstasi general de l'individu enfront agressions
no nomeés exogenes sind també endogenes. Els PRRs s’agrupen en diferents families
estructurals de les quals només parlarem d’algunes de les més importants com son: receptors
tipus Toll, receptors tipus RIG, receptors tipus NOD, receptors tipus lectina i receptors tipus

scavenger.
1. Receptors tipus Toll

Els receptors tipus Toll (Toll-like receptors; TLRs) van ser descoberts inicialment en Drosophila
melanogaster (Lemaitre et al., 1996), i més tard a mamifers (ratolins) i van ser motiu de la
concessié del Premi Nobel 'any 2011 als seus descobridors Jules A. Hoffman i Bruce Breutler.
Han estat els PRR més estudiats i es consideren els principals receptors de patogens. A dia

d’avui, s’han reconegut fins a 10 membres en humans i 12 en ratoli (Kumar et al., 2011). Els
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TLR1, 2, 4, 5 i 6 estan expressats principalment a la membrana citoplasmatica i reconeixen
PAMPs derivats de bacteries, virus, fongs i protozous (Taula I). Com a membres destacats hi
ha el TLR2, el qual desenvolupa un rol important en la defensa davant fongs pel seu
reconeixement de B-glucans, el principal component present a les parets fangiques, i el TLR4
que pel contrari és fonamental en la detecci6é del LPS, present en altes concentracions a les
parets de bacteries gram-negatives i principal causant del xoc séptic per bactéries (Van
Amersfoort et al., 2003). Per altra banda, els TLR3, 7, 8 i 9 es troben exclusivament expressats
a membranes de vesicules endocitiques i reconeixen acids nucleics derivats de virus i bacteries
(Taula l) (Kumar et al., 2011).

A nivell estructural, els TABLEI TLR Ligands and Cellular Location
A P v TLR and Cellular
TLR son gllcoprotelnes [co-receptors) localization TLR ligands
tipus | de membrana i TLR1/2 Cell surface Triacyl lipopeptides

estan formats per una
part extracel-lular amb
dominis rics en
repeticions de leucines
(leucine rich repeats,
LRRs) necessaris per
al reconeixement dels
PAMPs, i

citoplasmatica

una part
amb

domini

TLR2 (Dectin-1,
C-type lectin)

TLR3

TLR4 (MD2, CD14,
LEF)

TLR5
TLR6/2 (CD36)
TLR7

TLRS (only in
human)
TLRS

Cell surface

Endosome

Cell surface

Cell surface
Cell surface
Endolysosome

Endolysosome

Endolysosome

Peptidoglycan, lipoarabinomannan, hemagglutinin,
phospholipomannan, glycosylphosphophatidyl
inositol mucin, zymosan

ssRNA virus, dsRNA virus, respiratory syncytial virus,
murine cytomegalovirus

Lipopolysaccride, mannan, glycoinositolphospholipids,
envelope and fusion proteins from mammary tumor
virus and respiratory syncytial virus, respectively,
endogenous oxidized phospholipids produced after
H5N1 avian influenza virus infection, pneumolysin
from sireptococcus preumonia, paclitaxel.

Flagellin from flagellated bacteria

Diacyl lipopeptides from mycoplasma), lipoteichoic acid

ssRNA viruses, purine analog compounds
(imidazoquinolines). RNA from bacteria from group B
streptococcus

ssRNA from RNA virus, purine analog compounds
(imidazoquinolines).

dsDNA viruses herpes simplex virus and murine
cytomegalovirus, CpG motifs from bacteria and

Toll/receptor
(TIR)

viruses, hemozoin malaria parasite
Uropathogenic bacteria, profillin-like molecule from
Toxoplasma gondii

TLRI1 (only in Cell surface

MOouse)

interleucina-1

indispensable per la
. L Taula |. Receptors TLRIi els seus lligands. Kumar H et al, 2011.

senyalitzacio

intracel-lular, i a la qual se li acoblen molécules transductores de senyals com MyD88, TRIF
(TICAM-1) i TRAM (Kumar et al., 2011). El reclutament d’aquestes proteines per part del domini
TIR activara la cascada de senyalitzaci®é de proteines cinases (mitogen associated protein
kinase; MAPK) i factors de transcripcié com NF-kB i IRF3/7, que entre d’altres efectes generara
la produccié de citocines proinflamatories, la secrecié d’interfero tipus | i I'increment d’expressio

de molécules MHC, d’adhesio i co-estimuladores.
2. Receptors tipus RIG

La familia de receptors citoplasmatics tipus RIG (RIG-I-like receptors; RLRs) esta formada per
tres membres: RIG-I, MDAS i LGP2. Els tres membres contenen dominis DExD/H-box helicasa
a la seva part extracel-lular que els permeten reconeixer el RNA viral al citoplasma de cél-lules
infectades per virus RNA. RIG-I i MDAS presenten dominis intracel-lulars de reclutament de
caspases (CARDs) essencials per la senyalitzacié cel-lular posterior al reconeixement; per altra
banda LGP2 no presenta aquest domini, perd s’ha demostrat que actua com a modulador
positiu de RIG-I i MDAS5 (Satoh et al., 2010). La cascada de senyalitzaci6 iniciada pels RLRs
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provocara 1) la secrecié de citocines inflamatories per al reclutament de DC i macrofags, i 2) la
secrecio d’interfer6 a nivell autocri i paracri amb la posterior activacié de gens especifics
sensibles a interferd. Es donara llavors un estat cel-lular antiviral caracteritzat per la inhibicié de
la replicacié viral, la induccié d’apoptosi en cél-lules infectades, I'increment de la capacitat litica
de les NK, la sobre-expressi6 de molecules MHC de classe | i l'activacio de diversos

components de la resposta adaptativa (Kumar et al., 2011).
3. Receptors tipus NOD

Els receptors tipus NOD (NOD-like receptors; NLRs) també es troben localitzats al citoplasma i
s6n considerats clau en el reconeixement de productes bacterians intracel-lulars (ex.
peptidglicd) i senyals de perill (ex. ATP o glucosa extracel-lulars, cristalls d’'urat monosodic,
pirofosfat calcic, alumina o colesterol; irritants ambientals com silica, asbest o irradiacié UV)
(Mogensen, 2009). Aquesta familia consta de 23 membres en humans i 34 en ratoli, i estan
formats per dos dominis: el domini carboxi-terminal NOD consisteix en diverses regions LRRs i
és el responsable de reconéixer PAMPs o DAMPSs; per altra banda el domini NH,-terminal

CARD és el responsable de la senyalitzacié.

En el moment del reconeixement dels PAMPs, s’indueix la produccié de citocines inflamatories
o l'activacié de l'inflamasoma a través de NF-kB o MAPK (Kumar et al., 2011). Els membres
més estudiats s6n NOD-1 i NOD-2, els quals reconeixen molécules derivades de la sintesis i

degradacio del peptidglica de les bactéeries Gram positives (Kumar et al., 2011).
4. Receptors tipus lectina C

Els receptors tipus lectina C (C-type lectin receptors; CLRs) formen una familia de receptors
transmembrana caracteritzats per la capacitat de reconéixer carbohidrats presents en virus,
bactéries i fongs. Els CLRs poden estimular la produccié de citocines inflamatories o inhibir els
complexes formats per TLRs (Takeuchi and Akira, 2010). Exemples representatius d’aquest
grup serien els receptors dectin-1 i dectin-2 presents a la superficie de DCs i macrofags.
Aquests s’activen en resposta al reconeixement de B-glucans, i en sinergia amb TLR2 i TLR4
(Gantner et al., 2003; Ferwerda et al., 2008), secreten IL-12 i IL-23 modulant la resposta de les
cél-lules T i conferint proteccié enfront la infeccid per Candida Albicans (Robinson et al., 2009).
Consequentment la deficiencia de dectin-1 en macrofags es correlaciona amb una major

susceptibilitat a la infeccié per aquest fong patogenic (Taylor et al., 2007).

Altres exemples de CLRs serien MINCLE (macrophage C-type lectin) el qual reconeix fongs
com Malassezia i Candida aixi com cel-lules necrotiques, i CLEC9A que s’expressa a DCs
CD8" de la melsa i també reconeix cél-lules necrotiques. Com a resultat, es secretaran
citocines inflamatories per combatre la infeccié o I'eliminacié de cossos apoptotics (Geijtenbeek
and Gringhuis, 2009).
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5. Receptors tipus Scavenger

Els receptors scavenger (scavenger receptor; SR) van ser caracteritzats per primer cop per
Goldstein i Brown 'any 1979 (Brown et al., 1979; Brown and Goldstein, 1979). Inicialment es
van descriure com a receptors de membrana dels macrofags capagos d’unir i internalitzar
lipoproteines oxidades de baixa densitat (oxLDL), i per tant estretament relacionades amb
I'arteriosclerosi. Més tard, es va veure que eren receptors altament promiscus amb la capacitat
de reconeixer una gran varietat de molecules propies modificades (altered self) englobades
dins del concepte de DAMPs. Per altra banda, també poden unir-se a un gran nombre de
PAMPs com el LPS, el LTA, o als B-glucans (Vera et al., 2009; Sarrias et al., 2007; Canton et
al., 2013). Per tant, son en gran part responsables de I'homeostasi general de lindividu

facilitant el reconeixement i I'eliminacié de molécules no desitjades, tant enddgenes com

exogenes
Scavenger receptor proteins
Domain
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) srer o LINK
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Figura 1.2. Nova classificacio dels receptors tipus scavenger. Canton J et al, 2013.

No obstant aixd, aquest no és I'inic rol que compleixen, ja que estan implicats en d’altres
funcions com el transport de lipids, com a txaperones en el transport d’altres proteines, en la
modulacié de senyals limfocitaries o reforcant els contactes adhesius entre ceél-lules de la
immunitat innata i adaptativa (Canton et al., 2013). Es troben expressats principalment en
cél-lules mieloides, pero també en limfocits T o epitelis tubulars, com és el cas de CD5 i CD6, i
HAVCR1/TIM-1, respectivament. A nivell estructural, hi ha una gran diversitat entre els seus
membres, el que ha fet classificar-los recentment per un comité internacional d’experts en 9
grups diferents d’acord amb l'estructura dels seus dominis extracel-lulars (Canton et al., 2013)
(Fig. 1.2):
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Classe A: Contenen dominis de tipus col-lagen amb triple helix, i a més poden contenir
un domini scavenger ric en cisteines (scavenger cysteine-rich domain; SRCR) o un
domini lectina tipus C (CLEC). Com a membres destacats d’aquest grup hi trobem SR-
Al, MARCO (macrophage receptor with collagenous structure), CSR1 (cellular stress
response protein o SCARA3), SRCL (scavenger receptor with C-type lectin) i SCARAS.

Classe B: SR-B1, LIMP2 i CD36 so6n els tres membres que formen aquest grup i es

caracteritzen per la preséncia d’un unic i voluptués domini CD36.

Classe C: Es troben exclusivament a Drosophila melanogaster (Lazzaro, 2005).

Classe D: L’'unic membre d’aquest grup és CD68, i conté un domini tipus mucina i un

domini LAMP (lysosome-associated membrane glycoprotein).

Classe E: LOX1 (lectin-like oxidized LDL receptor 1) presenta un Gnic domini CLEC
que li permet unir oxLDL, acLDL i cél-lules apoptotiques, i degut a la seva expressio en
plaquetes, s’ha vist que la deficiéncia d’aquest receptor comporta una reduccié de

l'activacio i agregacio plaquetaria (Marwali et al., 2007).

Classe F: Els dos membres d'aquest grup SREC1 i SREC2 (scavenger receptor
expressed by endothelial cells) presenten dominis EGF i EGF-like (epidermal growth
factor), i tenen la particularitat d’estar expressats en cél-lules epitelials i no en cél-lules

mieloides.

Classe G: El membre representatiu d’aquest grup és SR-PSOX (scavenger receptor
for phosphatidylserine and oxidized low-density lipoprotein o0 CXCL16) i presenta un

gran domini CXC de quimiocines.

Classe H: Un sorprenentment llarg domini extracel-lular format per dominis EGF, EGF-
like, LINK (hyaluronan-binding) i FAS1 (fasciclin 1) es el que caracteritza FEELL i
FEEL2 (fasciclin EGF-like laminin-type EGF-like and link domain-containing scavenger

receptor 1 0 2), els dos membres de classe H.

Classe I: El tret distintiu i comu dels quatre membres d’aquest grup és la preséncia de
multiples dominis SRCR en tandem. CD163 ha estat estudiat més extensament, i s’ha
vist que la seva expressio esta especialment incrementada en macrafags polaritzats a
M2, convertint-se en un marcador d’aquest tipus cel-lular. CD5 i CD6, per la seva
banda, s’expressen principalment en cél-lules de llinatge limfoide. Fins fa poc no
estaven considerats com a SR tot i la preséncia de dominis SRCR, pero va ser la
descoberta que ambdés podien unir PAMPs presents en les parets fangiques o

bacterianes, respectivament, el que els va fer incloure en la classificacié (Sarrias et al.,
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2007; Vera et al.,, 2009). Aquests dos receptors es tractaran més extensament a

l'apartat 1.2.2 Receptors de la immunitat adaptativa.

Recentment s’ha proposat una nova nomenclatura Scavenger
per als receptors SR (Fig. 1.3) (Prabhudas et al.,
. . Alternatively
2014). En aquesta, es mostren primer les sigles SR spliced Form
corresponents a scavenger receptor, seguides per
un guio i una lletra, la qual indicara la classe de SR S - F . 1
(A-). A continuacié un primer nimero representara
el tipus de molécula dins la classe (el nUmero esta

basat en l'ordre en qué les molécules van ser

Class

identificades), i un segon numero precedit d’'un

Figura 1.3. Nova nomenclatura dels receptors

punt indicara les diferents variants generades per _
tipus scavenger. PrabhuDas M et al, 2014.

splicing alternatiu (ex. 1.1, 1.2). En aquest darrer

cas, les variants amb més longitud aminoacidica rebrien els primers numeros de la llista.

1.2 El sistema immunitari adaptatiu

El sistema adaptatiu és el més recent evolutivament ja que només es troba als vertebrats, i esta
especialment desenvolupat en mamifers. Es tracta d’'un sistema de resposta més lent
(necessita dies per estar plenament actiu) perd més especific que el sistema innat ja que
s’adapta contra components caracteristics i especifics d’un tipus concret de patogen. Es tracta
d’'una resposta molt especifica que no protegeix enfront d’altres patdgens similars als que hagin
activat la resposta inflamatoria. Encara que de resposta lenta, el sistema adaptatiu guarda
memoria del primer contacte amb I'agent patogénic, i per tant és més rapid i eficient en
contactes posteriors. Les cél-lules responsables d’aquestes respostes son els limfocits T i B
(Fig. 1.1), cél-lules derivades de progenitors hematopoétics comuns a les cél-lules mieloides
que acaben el seu procés maduratiu al timus i al moll de I'os, respectivament. Ambdds tipus de
limfocits es caracteritzen per presentar receptors que a diferencia dels PRRs de la immunitat
innata, tenen una distribucid clonotipica (sén caracteristics d’'una cél-lula i de la seva clona
descendent) i reconeixen amb alta especificitat antigens concrets i no compartits entre diferents
patogens. Tant els receptors de les cél-lules T (T cell receptor; TCR) com els de les cél-lules B
(B cell receptor; BCR) es troben expressats homés en aquests tipus cel-lulars i només després
de ser sotmesos a processos de reordenament i recombinacié génica, ja que no s’expressen tal
i como estan disposats a la linia germinal. Es el reconeixement d’antigens per aquests
receptors el que posa en marxa la resposta dels limfocits, que es manifesta a través de la
produccié d’anticossos per part de les cél-lules B i la secrecié de citocines o la induccié de

citotoxicitat per part de les cél-lules T.
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1.2.1 Cél-lules del sistema immunitari adaptatiu
1.2.1.1 Limfocits B

La principal caracteristica dels limfocits B és la seva capacitat d’expressar molécules
d’anticossos o immunoglobulines (lg) primer a la seva membrana (formant el receptor de
reconeixement d’antigens de les cel-lules B o BCR), i després produir-los/secretar-los en forma
soluble com a consequéncia del reconeixement i activacié per antigens especifics d'un

determinat patogen.

I. El receptor de cél-lules B (BCR)

Les cél-lules B madures expressen a la seva membrana diferents isotips d'immunoglobulines o
BCR segons el seu estadi maduratiu i funcional, IgM i/o IgD. Aquest BCR o immunoglobulina
de membrana (mlg) esta constituit per dues cadenes pesants (H, heavy) iguals entre si i dues
cadenes lleugeres (L, light) també idéntiques entre si. Les cadenes H i L consten de repeticions
de dominis immunoglobulinics (4 o 5 en el cas de les Hi 3 en el de les L) i estan unides entre si
per ponts disulfur. Els dominis més aminoterminals tant de les cadenes H com L son de tipus
variable (Vy i V) i son responsables del reconeixement especific d’antigens, mentre que la
resta de dominis son de tipus constant (CH i CL) i tenen daltres funcions estructurals o
efectores. El BCR té una curta cua citoplasmatica sense activitat enzimatica, pero per a la seva
funcié transductora de senyals s’associa a un heterodimer de molécules transmembrana
invariants de tipus immunoglobulinic com son les cadenes Iga/CD79a i IgB/CD79b que
presenten motius d’activacié tipus ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activatory motif ) a la

seva porci6 intracitoplasmética (Treanor, 2012).

L’activacié dels limfocits B madurs s'inicia quan la mlg o BCR reconeix i uneix I'antigen de
forma altament especifica i amb alta afinitat, provocant I'agregacié del receptor mentre les
subunitats Iga/Igp transmeten les senyals a l'interior cel-lular, fruit de la rapida fosforilacié en
guestio de segons dels seus motius ITAM per tirosina cinases de la familia Src (Lyn, BIk i Fyn),
pero també Syk i Btk. Aixo iniciara la formacié del signalosoma, compost pel BCR, les cinases
mencionades, I'acoblament de molécules accessories com CD19, proteines adaptadores com
BLNK, aixi com proteines de senyalitzacié amb o sense activitat enzimatica com PLCy2, PI3K i
Vav. Els resultats d’aquesta activacié es traduiran en canvis en el metabolisme cel-lular,
I'expressié génica i la reorganitzacioé del citoesquelet que tindran efectes en la supervivéncia, la
tolerancia (anergia), I'apoptosi, la proliferacido i la diferenciacié en cél-lules B productores

d’anticossos o de memoria (Harwood and Batista, 2010).
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Il. Desenvolupament i maduraci6 de limfocits B al moll d’os

Les ceél-lules B s6n generades a la medul-la 0ssia a partir de precursors hematopoetics
CD34°CD10". Els diferents estadis maduratius estan estructurats segons el reordenament
primer dels segments genics V, D i J de la cadena IgH (heavy chain) i despres dels Vi J de la
cadena IgL (light chain), resultant en tres estadis diferents: cél-lula pro-B, cél-lula pre-B i cél-lula
B immadura. Un primer reordenament dels segments D i J de la cadena IgH caracteritza el
primer estadi de ceél-lula pro-B, seguit per un reordenament del gen V que resultara en
'expressié d’'una cadena pesada de tipus IgHu unida a dues cadenes lleugeres falses no
polimorfiques (VpreB i A5) i a un heterodimer Iga/IgB. Aixo és el que es coneix com a pre-BCR
que es caracteristic del estadi de cél-lula pre-B (Fig 1.4). En aquest punt es déna un procés de
seleccio (check point) on s’avalua la funcionalitat d’aquest nou complex. En cas de ser correcte
donara lloc a una nova onada de reordenaments ara dels segments génics V i J de les cadenes
IgL Kk 0 A que, en cas de tenir éxit donara lloc a I'estadi de cél-lula B immadura amb un BCR
complet (Pieper et al., 2013). L’adquisici6 d’aquest BCR complet permetra que es doni un
procés de seleccié negativa de les cel-lules B al moll de l'os, pel qual . aquells limfocits B
immadurs que presentin alta reactivitat per autoantigens seran eliminats per apoptosi o bé
patiran un segon procés de recombinacié dels gens de les cadenes IgL per alterar la seva
especificitat (receptor editing) i d’aquesta manera perdre la seva autoreactivitat (Sandel and
Monroe, 1999).
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Un cop passat el procés de seleccid, les cél-lules B immadures migraran a la periféria en
direccio a la melsa, en un estadi conegut com a cél-lula B transicional, el qual esta caracteritzat
per una alta expressio de IgM i de IgD (Fig 1.4). A la melsa, ocuparan dos ninxols diferents que
les portara a madurar en dos subtipus de cél-lula B diferents. Les cél-lules que resideixin a la
zona marginal maduraran a cél-lula B de la zona marginal (MZ), les quals perdran part de
I'expressié de IgD i en canvi seran CD21 i CD27 positives. Per altra banda, la majoria de
cel-lules aniran als fol-licles limfoides on maduraran a ceél-lules B fol-liculars (FC) i es
caracteritzaran per la seva alta expressio de IgD i baixa expressio de IgM, aixi com per
I'expressié dels marcadors CD21 i CD23 (Fig 1.4). Les cél-lules B FC madures migraran cap
als centres germinals dels principals organs limfoides, la melsa i els LN, on s’establiran a la
espera de la captacié o presentacio d’antigens per part de les APC (Nutt et al., 2015; Pieper et
al., 2013).

Aquest procés maduratiu es dona al llarg de la vida de I'adult i s'anomena B-2, d’aqui a que
globalment s’anomeni cél-lules B-2 a tots aquells subtipus de cél-lules B generats per aquesta
via. No obstant, també hi ha el procés conegut com Bl que donara lloc a les ceél-lules B1,
principalment localitzades a cavitats seroses (la pleura i el peritoneu) i que a la vegada es
divideixen en CD5" (B1a) i CD5 (B1b). Aquestes cél-lules, considerades “cél-lules B innates” es
generen a partir de cel-lules mare embrionaries principalment durant el desenvolupament fetal i
neonatal, i al contrari de les cél-lules B-2, s’autorenovaran i mantindran per divisié cel-lular
mitotica. Els seus BCR no tenen practicament variabilitat clonotipica, perd en canvi sén molt
rapides produint anticossos polireactius i de baixa afinitat de tipus IgM i generant la primera
resposta enfront patdgens invasors, tot i que en determinades ocasions se les ha relacionat

amb reaccions autoimmunitaries (Tangye, 2013).

I1l. Activacio6 de les cél-lules B

Les cel-lules B tenen la capacitat de reconeixer a través del seu BCR tant antigens solubles
com presents a les membranes cel-lulars. Per un costat, les cél-lules B MZ que s’activin davant
antigens presents al torrent sanguini de manera soluble es convertiran en cél-lules
plasmatiques de vida curta, les quals iniciaran la secrecié d’anticossos. Per altra banda, les
cel-lules B FC presents als centres germinals en la majoria de casos necessitaran de la
captacié de Il'antigen presentat per les cel-lules fol-liculars dendritiques (FDC, Follicular

Dendritic Cells) i de la cooperacio de les cél-lules CD4" (Nutt et al., 2015) (Fig 1.4).

En aquests casos, un cop la cél-lula B s’hagi trobat un antigen present en una superficie
cel-lular, formara una sinapsis immunologica (Sl) i s’activara. Tot i que, com s’explica més
endavant, es produira una reorganitzacio del citoesquelet (veure apartat 1.2.1.2; IV La sinapsis
immunolodgica), a diferéncia d’'un limfécit T que necessita de la presentacié d’'un péptid unit a
molécules MHC de classe | o Il, la cél-lula B és capac¢ de reconéixer antigens directament
presents a les superficies cel-lulars a través del seu BCR. S’ha descrit que a la Sl la cél-lula B

allibera un conjunt d’hidrolases per a facilitar I'alliberament dels antigens cel-lulars (Yuseff et
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al., 2011), el que provoca que es produeixi la lisis de I'antigen, almenys parcialment, a la propia
Sl i permet que els péptids resultants siguin captats directament per les molécules MHC de les
propies ceél-lules B, les quals podran actuar també com APC per als limfocits T (Yuseff et al.,
2013). Si no és lisat directament a membrana, la uni6 del BCR a l'antigen produeix la

internalitzaci6 del complex a

. . i Antigen
linterior cel-lular a través de

CD40

lisosomes, on es processara en

diferents péptids que seran

MHC I &
N Peptide
presentats a les cél-lules T a ;

través de molécules MHC de

classe Il. Si la cél-lula T s’activa

T helper cell

en resposta al reconeixement del D28 CD80/86
péptid, secretara citocines com o ® 5

. . R 6
IL-4 i IL-21, i expressara la lis3, ekl

molecula de superficie CD40L

Figura 1.5. Esquema representatiu de I’activacié d’un limfocit B a

que s’unira al CD40 present a la través d’un limfocit T. Kwek SS et al, 2012.

membrana de les cél-lules B, produint els fenomens de proliferacié, canvi de classe
d’immunoglobulina (immunoglobulin class switching) i hipermutacié somatica (Crotty, 2015) (Fig
1.5).

Les cel-lules B FC resultants d’aquesta activacioé seran cél-lules B plasmatiques de vida llarga
(secretores d’anticossos especifics contra I'antigen presentat) o cél-lules B memoria, cel-lules
quiescents de llarga vida i responsables de les respostes d’anticossos secundaries durant la
reexposicio a l'antigen (Fig. 1.4). Els anticossos s’uniran als antigens solubles o cel-lulars i
serviran com a senyal per atraure neutrofils, macrofags i DCs per a la seva eliminacié o bé (si

son de la classe apropiada) per activar el sistema del complement.

1.2.1.2 Limfocits T

Els limfocits T sén cél-lules centrals de la immunitat adaptativa, no només per la seva capacitat
de dirigir respostes efectores enfront antigens, sind també per la de regular les respostes
efectores d’altres components del sistema adaptatiu (limfocits B) i del sistema innat (macrofags,
DCs). A la vegada son cel-lules que depenen de les APC, les quals els hi presenten via
molécules MHC antigens de naturalesa peptidica préviament processats, aixi com senyals
accessories coestimuladores (via lligament de receptors de membrana o via alliberament de

citocines) necessaries per a la seva activacio i transformacio en cel-lules T efectores.

Degut a la naturalesa dels objectius d’aquesta tesi, en els propers apartats es tractara en detall
els esdeveniments intracel-lulars derivats de la seva activacio, la seva maduracio al timus, la
seva migracid i manteniment a la periféria, els subtipus cel-lulars principals que les conformen

aixi com molécules adaptadores més importants per la seva activacio.
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I. El receptor de ceél-lules T (TCR)

Les cél-lules T, per a dur a terme la seva funcié de reconeixement d’antigens disposen d’un
receptor especific (TCR) que es genera durant la seva maduracié al timus. Aquest receptor és
un heterodimer de cadenes af o yd amb dominis de tipus immunoglobulina N-terminals
variables (generats per recombinacié geénica i encarregats del reconeixement de péptids

especifics) i C-terminals constants o invariables.

T — Els TCRs aB o y0 es troben a
la superficie dels limfocits T on
s’associen amb les subunitats
CD3 (g, y, 0 i ¢) proveides de

diversos motius tirosina

susceptibles de ser fosforilats
ITAM. Quan es produeix el
reconeixement via TCR d‘un
antigen presentat per una APC

a un timocit o limfocit T, les

cadenes CD3( son fosforilades

Activation of transcription factors

per la cinasa Lck, provocant el
Figura 1.6. Esquema de la cascada de senyalitzacié del TCR. Morris . . L
GP i Allen PM, 2012. reclutament i I'activacié de la
tirosincinasa ZAP-70, que a la
vegada fosforilara la proteina adaptadora LAT (Linker for the Activation of T cells). LAT sera
utilitzat com a ancoratge per a reclutar proximes a la membrana citoplasmatica les proteines
SLP-76 i PLCy i aixi formar el complex proteic conegut com a LAT signalosome, a partir del
qual s’iniciaran diferents vies de senyalitzacié com I'activacio de les MAPK, I'activacié de PKC-6
i NF-kB i I'alliberacié de calci emmagatzemat al reticle endoplasmatic del citosol, induint en
ultima instancia I'activacié de diferents factors de transcripcidé que portaran a l'activacio,
supervivencia i proliferacié cel-lular (Fig. 1.6) (Hogquist and Jameson, 2014; Morris and Allen,

2012).
Il. Desenvolupament i maduracié de limfocits T al timus

Formaci6 del TCR
El procés maduratiu dels limfocits T té lloc al timus a partir de I'arribada al cortex timic de

progenitors hematopoeétics provinents de la medul-la 0ssia coneguts com a CLP (common-
lymphoid progenitor). Aquest procés té com a objectiu I'expressié per part dels timocits d’'un
TCR completament funcional i la posterior seleccié positiva o negativa dels limfocits T
immadurs abans de sortir cap la periféria. En el moment d’arribar al timus els progenitors
limfoides perden el potencial per convertir-se en cél-lules B, i comencen a expressar diferents
marcadors caracteristics de cada estadi maduratiu. El primer estadi és el de timocit doble-
negatiu (DN; CD4 CD8), que a la vegada consta de 4 sub-estadis successius (DN1-DN4) al

final dels quals s’acabara expressant un pre-TCR, encara incomplet i no funcional. Als estadis
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DN1 (CD44°CD25) i DN2 (CD44°CD25") encara no hi ha evidéncia de la formacié de les
cadenes del TCR, és durant els estadis DN3 (CD44CD25") i DN4 (CD44'CD25) quan
comencara a expressar-se el pre-TCR (Germain, 2002). A I'estadi DN3 apareixen les cadenes
invariables pre-Ta (cadenes a surrogades o falses) que s’associaran a cadenes variables B fruit
de la recombinacié de segments VDJ per part de proteines Ragl i Rag2 activadores de la
recombinacid, aixi com a les subunitats CD3. Una vegada s’ha constituit amb éxit aquest pre-
TCR (pas de DN3 a DN4) els timocits patiran un procés de divisié que servira per a que els
segments VDJ del locus de la cadena TCRa es recombinin entre si i s’expressi aquesta,

desplacant llavors la pre-Ta per a formar un TCRaf madur i funcional (Germain, 2002).

Maduracié dels timocits: seleccié positiva i negativa
En el moment en que els timdcits ja presenten un TCRap madur, comencen també a expressar

sequencialment les moléecules co-receptores CD8 i CD4, de manera que passen de I'estadi
DN4 a CD8" immadur (CD8'TCRb CD24") (McDonagh and Bell, 1995; Xiong et al., 2011), i
seguidament a doble-positiu (DP; CD8'CD4"). Es al mateix cortex on les cél-lules DP es
trobaran amb cel-lules DCs i epitelials timiques (TECs), les quals actuaran com a APC iniciant
una serie de contactes transitoris pero repetitius dels complexos MHC:péptid amb els TCRs
(Ebert et al., 2008). Segons la interacci6 TCR-MHC:péptid hi ha tres destins diferents: a) mort
per abandonament (death by neglect), b) seleccié negativa i c) seleccié positiva. Com s’ha

explicat préviament, cada cél-lula DP disposa d’'un TCR unic i exclusiu amb una afinitat
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Figura 1.7. Maduracié¢ i seleccié de cel-lules T al timus.

especifica per un determinat lligand peptidic. Al cortex, les TECs presentaran a les cél-lules DP
una seleccio de péptids propis (autoantigens) presents en teixits de I'hoste i transcrits pel gen
AIRE (Gallo et al., 2013). Si el TCR d’'un timocit DP no es capag de reconeixer cap péptid propi,
no rep senyals de supervivéncia i llavors entra en apoptosi pel fenomen de mort per
abandonament. Si I'afinitat del TCR per un dels péptids propis és molt alta, la intensitat de

senyal generada a través del TCR sera conseqiientment molt alta i la ceél-lula entrara en
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apoptosi en el procés conegut com seleccio negativa. Per altra banda, si I'afinitat és baixa (pero
no nul-la) s’iniciaran senyals de supervivencia que permetran que la cél-lula continui madurant,
i que per tant aquesta es seleccioni positivament (Fig 1.7). Aquesta seleccié positiva comporta
la pérdua d’un dels dos co-receptors (o CD4 o CD8), esdevenint una cél-lula madura CD4*SP
(CD4" single-positive; CD4'CD8") o CD8'SP (CD8" single-positive; CD8"TCR*CD24") (Hogquist
et al., 2005). Aquestes cel-lules SP migraran a la periféria per a formar el repertori de cél-lules

T dels teixits limfoides secundaris de I'hoste.

Generaci6 de ceél-lules T reguladores naturals (nTreg)
Durant el procés maduratiu al timus no només es generen limfocits T convencionals (amb

TCRaB) sin6 que també ho fan limfocits de tipus innat com sén els limfocits Tyd (durant els
estadis DN2 i DN3), i els limfocits NKT invariants (iNKT o invariant Natural killer T cell; durant
I'estadi DP). Com s’ha mencionat anteriorment, ambdés tipus cel-lulars reconeixen antigens de
naturalesa no peptidica (gluco-lipidica) presentats per molécules similars als MHC, pero dels
quals no s’entrara en més detall. No obstant, al timus també es genera un tipus molt important
de limfocits com so6n els limfocits T reguladors naturals (nTreg; natural regulatory T cell), els
responsables del fenomen de la tolerancia natural als autoantigens (Hsieh et al.,, 2012;
Hogquist et al., 2005).

Les primeres evidéncies de I'existéncia d’'un subtipus cel-lular T amb un paper antiinflamatori o
promotor de tolerancia es van donar arrel de realitzar timectomies neonatals en ratolins (als
tres dies després del naixement) i observar que aquests desenvolupaven un sindrome agut
d’autoimmunitat caracteritzat per una alta preséncia d’anticossos anti-Organ especifics
(Sakaguchi et al., 1982). La interpretacié d’aquests resultats va ser que al timus no només es
generaven limfocits T reactius sind també d’altres amb un efecte supressor. Un experiment
determinant va ser transferir cél-lules CD4'CD5° soles 0 en combinacié amb cél-lules
CD4'CD5" en ratolins nude mancats de cél-lules T, el que va resultar en una induccié d’un
sindrome autoimmune en el primer grup, pero absent en el segon (Sakaguchi et al., 1985). Més
endavant es van caracteritzar aquestes cél-lules cb4*cps” per la seva expressié del marcador
d’activacio CD25 i del factor de transcripcié forkhead box P3 (FoxP3) ja que humans amb la
mutacié en aquest gen desenvolupaven un sindrome autoimmune IPEX (immuno-desregulacio,
poliendocrinopatia i enteropatia, lligat al cromosoma X) (Bennett et al., 2001). Per tant,
aquestes cél-lules actualment es caracteritzen com a CD4"CD25FoxP3" i formen al voltant del
5% de cél-lules CD4"SP al timus i el 10% de limfocits T CD4" de la periféria.

Tot i que a dia d’avui encara es discuteix com es generen exactament les cél-lules Treg al
timus, si s’ha demostrat que ho fan durant el procés de seleccié a partir de cél-lules CD4"
immadures. Entre les cél-lules CD4'SP, aquelles portadores de TCRs de més alta afinitat per
autoantigens patiran un conjunt de canvis cel-lulars, entre ells I'expressié de FoxP3, que les
convertira en nTregs (Moran et al., 2011; Hsieh et al., 2012) (Fig. 1.7). Un cop generades, les
cél-lules nTreg migren a la periféria i s’estableixen als principals organs limfoides periférics

(melsa i LN), des de on posteriorment migraran al focus d’infeccié i/o inflamacié per exercir la
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seva funci6. Passats
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Figura 1.8. Funcions reguladores de les cél-lules T reguladores. Caridade M
et al. 2013.

Treg no s’expandeixin en abséncia d’'una resposta immunitaria activa, i a la vegada que
competeixin per la IL-2 amb les cél-lules T efectores. A més, també tenen la capacitat de
respondre directament a través de PAMPs detectats als TLR de la seva superficie (Sutmuller et
al., 2007, 2006). Respecte els seus mecanismes supressors, esta descrit que principalment
actuen a través de 1) la competicié amb les cél-lules efectores per entrar en contacte amb les
DC i per la IL-2 disponible a I'entorn, 2) la secrecié de IL-10, TGFB o IL-35 (citocines
antiinflamatories) al focus d’infeccid, 3) la unié del seu receptor CTLA-4 al CD80/86 de les DC
inhibint les funcions proinflamatories d’aquesta ultima, 4) la inducci6 a les APC a produir
enzims (IDO) (indoleamina 2,3 dioxigenasa) que consumeixin aminoacids essencials (triptofan)
per les cél-lules T efectores en proliferacid, i 5) I'eliminacié de les propies DC o cél-lules T
efectores per alliberament de granzimes (Caridade et al., 2013) (Fig. 1.8). Tot i que només
representen un 10-15% del total de limfocits T CD4" en periféria, ha quedat demostrat que el
seu paper immunosupressor és indispensable tant per la homeostasis de les respostes
immunitaries (tornada a la situacié d’equilibri inicial prévia a I'entrada de l'antigen), com pel
manteniment de la tolerancia fisiologica als autoantigens (Long and Buckner, 2011), encara
que la seva funci6é pot ser alterada en situacions patologiques induides per certes infeccions

(virals, parasitiques, etc.) i cancers (Mougiakakos et al., 2010).
Ill. Homeodstasis limfocitaria a la periféria

Cél-lules naive

Un cop les cél-lules CD8SP i CD4"SP han estat seleccionades, aquestes maduren i migren a
la periféria per formar part del repertori de limfocits T de lindividu i convertir-se en cél-lules
naive o verges CD8" i CD4", caracteritzades per I'expressié de marcadors de homing (CD44
CD62L") que les dirigeixen cap als teixits limfoides secundaris, la melsa i els LN. Certes
evidencies suggereixen que aquestes cel-lules naive no s6n quiescents, siné que mantenen un

cert nivell d’activaci6 sostingut per contacte amb molécules MHC de classe | o Il presents en
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cél-lules APC. Aixi, s’ha vist per un costat que ambdds subtipus cel-lulars (CD8" i CD4")
presenten uns nivells basals de fosforilacié parcial de la cadena TCR/CD3(, i per un altre que
cél-lules CD4" naive d’un ratoli transgénic que expressa la proteina fluorescent GFP quan es
dona la transcripcié del gen Nr4al (Nur77; indicador de la intensitat del senyal del TCR),
expressen nivells basals de Nur77-GFP. No obstant, ambdds senyals desapareixen rapidament
quan a les cél-lules CD8" i CD4" naive se'ls retira el contacte in vivo de molécules MHC de
classe | o Il (Hogquist and Jameson, 2014). Per tant, les cél-lules naive a periféria mantindrien
una certa proliferacio i activaci6 homeostatica degut al seu reconeixement d’autoantigens via
molécules de classe 1 i ll, i aparentment seria la secrecié autocrina i intermitent de IL-7 resultant

d’aquesta interaccio el que mantindria la seva supervivéncia (Kimura et al., 2012).

Dins d’aquest repertori, no obstant, les cél-lules T mostren un ventall d’afinitats degut a la
variabilitat dels seus TCR. Un dels marcadors que ha resultat fiable per a determinar la
reactivitat d’'un limfocit T naive és el receptor de membrana CD5, del qual se’'n parlara més
extensament a lapartat 1.2.2.1. Aixi, quanta més expressi6 de CD5, més afinitat per
l'autoantigen, sent les cél-lules naive CD5™ més autoreactives que les CD5"° (Hogquist and
Jameson, 2014). Recentment s’ha observat que les cél-lules més autoreactives cD5" responen
amb més intensitat i rapidesa davant un antigen extern, i per tant s’ha introduit el concepte que
la reactivitat per autoantigens adquirida al timus és el que determinara la intensitat de la
resposta davant antigens externs (Fulton et al., 2015; Mandl et al., 2013). Curiosament,
aquestes cél-lules CD5" s6n més dependents de IL-2, el que provoca que es limiti la seva
expansid durant una resposta immunitaria primaria, i per tant, un possible fenomen

autoimmunitari (Persaud et al., 2014).

Ceél-lules efectores/memoria innata

Dins el repertori de limfocits T CD4" i CD8" de ratolins no immunitzats es troben també cél-lules
que segons l'expressido dels marcadors CD44 i CD62L les podem classificar com a
efectora/memoria (Tgy, CD44°CD62L) i memoria central (Tcy, CD44'CD62L") (també
anomenades cél-lules de memoria innata). Tot i que no es coneix el mecanisme ni el detonant
de la seva generacio, aquestes cel-lules mostren una expressiéo de CD5 i de Nur77 més alta
gue una cel-lula naive, indicant que la seva autoreactivitat és major. Es creu que sén cel-lules
amb alta reactivitat que han estat activades per autoantigens dins d’un ambient controlat, i que
per aixd mostren un fenotip efector/memoaria (Chang et al., 2014; Sprent and Surh, 2011). Més
facil d’explicar és la seva preséncia després d’'una infeccié (Masopust et al., 2004; Arens and
Schoenberger, 2010), o en casos on hi ha una limfopénia i els pocs limfocits que hi ha
proliferen per restablir la homedstasi cel-lular, adaptant un fenotip efector/memoria en un

procés conegut com proliferacio homeostatica (Jameson et al., 2015).
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IV. Activaciéo d’una cél-lula T

La sinapsis immunologica

L’activacié d’'un limfocit T s’inicia quan durant la seva estada als organs limfoides secundaris es
troba amb una DC o cél-lula B que, actuant com a APC, li presenta a través del complex MHC
de classe | o Il un péptid per el qual és reactiu (ja sigui un autoantigen o un antigen extern). En
aquest punt, el limfocit reorganitza el seu citoesquelet d’actina mitjangant el centre organitzador
de microtdbuls (MTOC) i permet la formacié al punt de contacte cél-lula T-APC d’un complex

supramolecular d’activacié (SMAC) també conegut com sinapsis immunologica (Sl) (Fig. 1.9).

La Sl és una estructura la finalitat del qual és estabilitzar i mantenir el contacte T-APC, aixi com
concentrar les molécules de membrana co-estimuladores o accessories implicades en
I'activaciéo del TCR en un uUnic punt per optimitzar-ne la unié als seus lligands presents en
I'APC. Inicialment, les molécules TCR d’un limfocit T es troben formant microclusters per tota la
seva membrana cel-lular. En questi6 de minuts a partir del contacte TCR-MHC:peptid, els

microclisters de TCRs dispersos juntament amb les molécules co-estimuladores que els

Figura 1.9. Formacié de la sinapsis immunologica i principals molécules involucrades en I’activacié d’un
limfocit T. Huppa JB i Davis MM, 2003.

acompanyen es concentren per mitja d’'interaccions guiades pel citoesquelet a diferents zones
del SMAC: el TCR juntament amb moléecules reguladores com CD28 i CTLA-4 i la proteina
kinasa C-8 (PKC-8) ho fan a la zona central del SMAC (cSMAC); les molécules d’adhesio com
LFA-1 i el seu lligand ICAM-1 ho fan a una zona immediatament periférica SMAC (pSMAC), i
les molécules més grans i voluptuoses, com ho serien CD43 i CD45 ho fan en una zona encara
més distal (Huppa and Davis, 2003) (Fig. 1.9). Aquesta estructura resulta altament estable, ja
que s’ha documentat que els contactes entre limfocits T i APCs en la S| es mantenen durant

hores.
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Polaritzaci6 de cel-lules naive
El reconeixent d’un antigen especific durant la resposta immunitaria produira I'activacioé de la

cél-lula naive i la seva subsegiient diferenciacié o polaritzacié cap a diferents tipus funcionals
de limfocits efectors en funcié del tipus d’agent patogen i de 'ambient de citocines generat al
del lloc d’activacio per cél-lules principalment del sistema innat. D’aquesta manera, la formacié
de la Sl resultara en l'activacio i la proliferacié cel-lular, perd també en la “professionalitzaci¢”

de la cél-lula naive en un determinat subtipus funcional de cél-lula T.

Follicular-helper (Tfh): Aquestes cél-lules CD4", descobertes fa poc més de 10 anys,
resideixen principalment als centres germinals dels organs limfoides juntament amb les
cél-lules B FC. Aquestes cél-lules T expressen el receptor de quimiocines CXCR5 que les
permet respondre a la quimiocina CXCL13 i migrar als centres germinals. En resposta a IL-6 i
IL-21, expressen el factor de transcripcié Bcl6é que és determinant per la generacié d’aquest
llinatge i que és un factor antagonista/repressor de Blimp-1, el qual esta estretament lligat a la
generacio de Thl, Th2 i Thl7 (veure a continuacio). Les ceél-lules Tfh secretaran principalment
IL-21, la qual ajudara a la supervivéncia i el manteniment de les cél-lules B FC (Crotty, 2011)
(Fig 1.10).

T-helper 1 (Th1): Quan una cél-lula CD4" forma una S| amb una DC del subtipus
CD8a’, amb una alta probabilitat aquesta es polaritzara cap a CD4" helper tipus 1 (Thl). La
deteccié de PAMPs a través dels PRRs de la DC provocara que aquesta secreti IL-12, que a la
vegada induira les cél-lules NK a produir IFN-y, ambdues citocines critiques i determinants per
iniciar I'activacié del factor de transcripcié T-bet, el qual afavorira la polaritzacié cap a Thl i

inhibira la polaritzacio cap a Th2 o Th17 (Fig 1.10). Aixi I'activacié de la CD4" naive en aquest
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Figura 1.10. Generaci6 dels diferents subtipus de cél-lules T CD4+. (LUCkheeram etal, 2012)‘

Adaptat de National Institute of Health (NIH).
Les cel-llules Thl estan

estretament relacionades amb l'eliminacié de patogens intracel-lulars i amb I'autoimmunitat
organ especifica. A través de la secrecid d'IFN-y, per un costat, les cél-lules citotoxiques

s’activaran i lisaran cel-lules alterades (infectades, canceroses, etc), i per l'altre s’induira la
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transcripcid de gens regulats per interferé en ceél-lules fagocitiques de la immunitat innata, el
que accelerara i facilitara I'eliminacio del patogen o la cél-lula infectada. També s’ha descrit que
les cel-lules Th1 tenen un paper rellevant en I'eliminacié de Candida albicans, on la secrecio de

IFN-y és indispensable per a la seva eliminacio (Kullberg et al., 1993; Netea et al., 2003).

T-helper 2 (Th2): Els factors determinants per la polaritzacié de CD4" naive a CD4'Th2
son la preséncia de IL-4 i IL-2, ja que a través de la IL-4 s’augmentara I'expressié del regulador
a Th2, GATA3. També de manera indirecta la secrecié de IL-6 per les DCs CD8a" (entre
d’altres) afavorira la diferenciacié a Th2, ja que la unié al seu receptor induira un augment en la
secrecid de IL-4 (Fig 1.10). A diferéncia de les Thl, les cél-lules Th2 inicien respostes
inflamatories davant parasits extracel-lulars, com els helmints, i juguen un paper molt important
en la induccié i manteniment de 'asma aixi com d’altres al-lérgies. A través de la secrecié de
IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 i IL-25 provoquen un canvi d’isotip de les cel-lules B cap a IgE, i un
augment dels receptors de IgE en cel-lules de la immunitat innata (mastocits, eosinofils) que
induiran a l'alliberacié de granuls citolitics en el focus de la inflamacié (Luckheeram et al.,
2012).

T-helper 17 (Th17): La IL-6, IL-21, IL-23 i TGF-B soén les principals citocines
involucrades en la diferenciacié cap a Th17, sent el regulador d’aquest llinatge el factor de
transcripcio RORyt (Fig 1.10). Es poden distingir tres passos en el procés de diferenciacid: un
primer de diferenciacié mediat per TGF-B i IL-6, un segon d’amplificacié mitjangat per IL-21, i un

ultim d’estabilitzacié governat per IL-23 (Luckheeram et al., 2012).

El TGF-B ha resultat ser la citocina critica per la diferenciacié a Th17 (Veldhoen et al., 2006).
Tot i aixd, la via de senyalitzacié del TGF-f també juga un paper fonamental en el
desenvolupament de Treg induides (iTreg; veure més endavant) que tenen efectes antagonics
de les Th17. Per tant, seran concentracions baixes de TGF-B juntament amb la preséncia de IL-
6 les que induiran la diferenciacié a Th17 (no a iTreg), la produccié de IL-21 i la sobreexpressié
del receptor de IL-23 (Luckheeram et al., 2012).

Les cel-lules Th17 sén responsables, juntament amb les Thl, de la resposta contra bactéries
extracel-lulars i fongs, a la vegada que també poden estar involucrades en la generaci6 de
fenomens autoimmunes. Les citocines principals que secreten, IL-17A i IL-17F, s’uneixen al
mateix receptor el qual esta expressat en diversos teixits, com ara el teixit hematopoétic, la pell,
els pulmons o Tlintesti i per tant actuen no només sobre el sistema immunitari. Principalment, la
unio6 de IL-17 al seu receptor indueix la secrecid de IL-6, IL-1B i TNFa (entre d’altres), afavorint
I'activacio i quimiotaxis de cél-lules de la immunitat innata al focus d'inflamacié (Luckheeram et
al., 2012).

Tregs induibles (iTreg): Les Tregs induibles (iTregs) so6n cel-lules Treg
CD4"CD25'FoxP3" que s’han generat a partir de cél-lules CD4" naive a la periféria, al contrari
qgue les nTreg que provenen del timus (veure apartat 1.2.1.2; 1.). Sera la sobreexpressio de

FoxP3 el que diferenciara i mantindra les iTregs en un context amb altes concentracions de
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TGF-B, ja que en cas de nivells baixos d’aquesta citocina (juntament amb IL-6) induira la
diferenciacio cap a Th17 (Luckheeram et al., 2012) (Fig 1.10).

Aixi com la generacio de nTreg al timus esta determinada per I'afinitat del TCR, la inducci6 de
iTregs és més complexa. Tot i que encara hi ha molts punts que no estan clars, esta
documentat que aquestes es poden generar com a resposta tant en un context de tolerancia
com d’inflamacié. S’ha descrit que en un context on no hi ha una dptima co-estimulacié (com
administrant un AcMo anti-CD4 bloquejant perd no citotdxic) es genera un major nombre de
iTregs (Cobbold et al., 2004), o que aquestes també s’indueixen per controlar la proliferacié
homeostatica, com es demostra per transferéncia de cél-lules CD4" naive de ratolins TCR-
monoclonals en hostes Rag"' o} Rag”’ (Shen et al., 2005). Per altra banda, també esta descrita
la generacio de iTregs en models d’inflamacié cronica com en models d’asma o colitis (Schmitt
and Williams, 2013) o en fendomens d’autoimmunitat (von Herrath and Harrison, 2003).
Gottschalk i col-laboradors també van demostrar de manera rellevant que la poténcia, la
densitat i la duracié de la interacci6 TCR:MHC eren factors que influien en la generacié de
iTregs (Gottschalk et al., 2010).

Tot i que la funcié Ultima tant de les nTreg com de les iTreg és la regulacié de la resposta
immunitaria a través de la induccié d’'una resposta antiinflamatoria per diferents mecanismes
(veure apartat 1.2.1.2; 11.), la inducci6é de iTreg dona lloc a tres subtipus diferents: les Treg-1
(Trl) secretores de IL-10, les T helper 3 (Th3) secretores de TGF-B i, recentment descrites, les
CD8'Treg secretores tant de IL-10 com TGF-B i generades a partir de cél-lules CD8*(Mills,
2004).

Limfocits T citotoxics (cytotoxic T lymphocyte; CTL): Els limfocits T citotoxics (o
CTL) s6n ceél-lules CD8" naive a les quals les APC els hi han presentat un antigen exogen i
s’han activat, i a diferéncia de les CD4", la seva funcié no sera la de secretar citocines per
activar la immunitat innata ni les cél-lules B, sind que el seu rol sera el d’eliminar les cél-lules
infectades que expressin l'antigen que les ha activat. Per aquesta rad, sén especialment
eficaces en l'eliminacio de cél-lules infectades per virus i en I'eliminacié de cél-lules tumorals
que expressin determinats péptids antigénics (Barry and Bleackley, 2002). Tenen principalment
dues estrategies per destruir les cél-lules diana. Per un costat, al detectar una cel-lula diana
que expressi I'antigen reactiu, sobreexpressaran a la seva membrana la molécula FASL, (FAS
ligand; FAS/CD95 es un membre de la familia de receptors de mort) que al unir-se a les
molécules FAS expressades a la superficie de les cél-lules diana induiran aquestes a entrar en
apoptosi a través de l'activacié de caspases (Barry and Bleackley, 2002). Per altra banda, les
CTL també seran capaces d’exocitar granuls de granzima B que provocaran la lisis de la
cel-lula diana (Barry and Bleackley, 2002). Juntament amb les NK, formen un grup de cél-lules

altament especialitzades en la lisis directa de cél-lules diana infectades.
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1.2.2 Receptors limfocitaris accessoris

Apart dels principals dos receptors descrits, el TCR i el BCR, trobem a la membrana dels
limfocits una serie de receptors anomenats accessoris amb funcions principalment adhesives
i/lo senyalitzadores. Entre els del darrer grup hi ha receptors la funcioé dels quals és modular
positivament el senyal dels receptors principals (co-estimuladors), mentre que d’altres ho fan
negativament (inhibitoris). Aquests receptors accessoris s’anomenen col-lectivament com a
immune check points i juguen un paper fonamental durant les respostes immunitaries ja que
sera el balanc de senyals positives i negatives transmeses el que fara que una cél-lula T o B

s’activi, proliferi i es diferencii de manera adequada cap a un tipus efector o altra.

Les molécules accessories senyalitzadores més estudiades inclouen CD28, PD-1/PD-1L,
CTLA-4, CD80 i CD86, totes elles pertanyents a la superfamilia de les immunoglobulines. CD80
i CD86 s’expressen a la superficie de les APC i modulen I'activitat de cél-lules CD4" i CD8", per
mitja de la seva interaccié amb molécules expressades constitutivament com CD28, o de forma
induible un cop activades, com CTLA-4. Tant CD28 com CTLA-4 poden unir-se a CD80 i CD86,
encara que CTLA-4 ho fa amb més afinitat. La interacci6 de CD28 amb CD80/CD86 iniciara
una cascada de senyalitzacio co-estimuladora del senyal, i en canvi la de CTLA-4 portara a una
inhibicié del senyal d’activacio. La competicié pels mateixos lligands establira un balang entre
les dues molécules, ambdues necessaries per a una correcta activacio cel-lular (Ford et al.,
2014). No obstant, apart de les molécules mencionades, altres receptors co-estimuladors
(CD27, OX40, GITR, CD40L, etc.) i inhibidors (B7-1, CD160, LAIR1, etc) han estat relacionats
amb aquest procés (Chen and Flies, 2013) (Fig. 1.11).

Dos receptors limfocitaris poc mencionats en aquest aspecte perd que cada vegada sembla
que tenen un paper rellevant en aquest procés soén els receptors tipus scavenger CD5 i CD6
(Fig. 1.2), I'estudi dels quals el nostre grup esta especialment interessat des de fa temps. Es
tracta de dos glicoproteines de membrana limfocitaries de tipus |, de 67kDa i 105-130 KDa,
respectivament, altament homologues i que pertanyen a la superfamilia SRCR (SRCR-SF;
veure apartat 1.1.2). Ambdds gens es troben junts i contigus al mateix locus cromosomic
(chr11g22 en humans i chr9 en ratoli), el que ha portat a pensar que probablement deriven

d’'una duplicacié cromosodmica d’un gen ancestral (Lecomte et al., 1996; Padilla et al., 2000).
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Figura 1.11. Molécules accesories per I’activacié de la cél-lula T. Molecules co-estimuladores (esquerra, a)
i molecules inhibidores (dreta, b). Chen and Flies, 2013.

A nivell estructural presenten 3 dominis SRCR amb extensa homologia en la seva sequéencia
aminoacidica, en canvi és en la seva part citoplasmatica on hi ha les majors diferéncies, sent la
cua intracel-lular de CD6 molt més llarga que la de CD5 (Fig. 1.12) (Padilla et al., 2000) .
També a nivell d’expressio tissular hi ha una destacada similitud, ja que els dos receptors
s’expressen principalment en limfocits (timocits, cél-lules T madures i el subtipus de cél-lules
Bla), tot i que en el cas de CD6 també s’ha descrit la seva expressioé en cel-lules d’algunes
regions cerebrals, en cél-lules NK i en certs precursors hematopoetics pluripotents molt
immadurs (Braun et al.,, 2011; Konno et al., 2001; Cortés et al., 1999). Degut a la seva
associacio fisica amb el TCR i el BCR i la seva co-localitzaci6 a la SI, tradicionalment se’ls hi ha

atribuit funcions immunomoduladores durant els processos d’activacié limfocitaria.
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1.2.2.1 El receptor limfocitari CD5

CD5 va ser un dels primers receptors limfocitaris
descrits gracies a la tecnologia dels anticossos CD5
monoclonals (AcMos) on va ser anomenat inicialment ™
com a Lyt-1, englobat dins del que es coneixia com (\'T\;
determinants al-loantigénics de la membrana cel-lular (\'~<,'
(Cell Membrane Alloantigenic Determinants; CMAD) els -’-
quals es van utilitzar per classificar diferents *—_E
subpoblacions funcionals de limfocits T i B (Ledbetter et " :-:‘
al., 1980). No va ser fins el primer International ,‘7;;’}7-5
Workshop and Conference on Human Leucocyte IZ;
Differentiation Antigens celebrat a Paris el 1982 quan =
Lyt-1 va passar a anomenar-se CD5. 1. CHl 3

2. PKCIG
A. Estructura génica fj E};ﬁf&mm

5. SH3
El gen CD5 es troba situat al cromosoma 11 ?; :m"
(cromosoma 9 en ratoli), ocupa 24.5Kb i esta format per SSHE .
11 exons. Els exons 3, 5i 6 codifiquen cada un dels tres = 13
dominis extracel-lulars SRCR, la regié transmembrana

Figura 1.12. Residus d’uni6 de CD5 i

esta codificada per I'exd 7, i la regid intracel-lular pels
exons 8, 91 10 (Padilla et al., 2000). Per altra banda, aixi
com a CD6 se li han descrit variants generades per
processament (splicing) alternatiu del seu mRNA (Castro

et al., 2007; Bowen et al., 1997), a CD5 se li coneix una

CD6 a proteines intracel-lulars. CKIl
(Casein kinase Il), PKC (Protein kinase C),
CamK  (Ca2+/calmodulin  depenendet
kinase), ITAM and ITIM (immunoreceptor
base activatory or inhibitory motif,
respectivament). Adaptat de Vila J et al,
2000.

Unica variant expressada exclusivament a les cel-lules B (Renaudineau et al., 2005). Aquesta
isoforma és el resultat de la utilitzacié d’'un exé 1 alternatiu situat a 20 kb de I'exd 2 en direccio
5 i consisteix en una forma truncada de CD5 que queda retinguda al citoplasma i que
competeix per la transcripcié de la forma CD5 completa, regulant d’aquesta manera I'expressio

de CD5 de membrana en cél-lules B.

B. Expressi6 tissular

Als primers estudis on es van caracteritzar els AcMos que anaven contra CD5 (OKT-1 i Leu-1),
es van adonar que aquests s’unien al 95-100% de les cél-lules T de sang periférica, a un
subtipus de timocits, a ceél-lules de leucémies limfocitiques croniques B (B-CLL) perd no a
limfocits B, i a cél-lules de leucémies limfocitiques croniques T (T-CLL; T cell chronic
lymphocytic leukemia) pero a no cél-lules T de leucémies limfocitiques agudes (Reinherz et al.,
1979; Wang et al., 1980). CD5 es va descriure llavors com un antigen de maduracié dels

limfocits T, i durant molts anys (encara ara) s’ha utilitzat com a marcador de cél-lules T.

A dia d’avui se sap que una petita subpoblacié de cel-lules B madures (anomenada B1a) també

expressen CD5, tot i que és en les cel-lules T on es troben els nivells més alts d’aquest
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receptor. L'expressid de CD5 comencga als primers estadis immadurs del timus de manera
dirigida i acompanyant la formacié del pre-TCR, per tant la seva expressié va en augment des
de DN a DP, sobreexpressant-se a SP durant la seleccié positiva, on el nivell de la seva
expressid vindra determinat per I'afinitat del TCR (Azzam et al.,, 1998). En céllules T
perifériques la seva expressi6 és més elevada en CD4'Tap, seguida per les CD8'Taop i
finalment per les Tyd (Cron et al., 1989), tot i que caracteristicament les Tyd de I'intesti sén
CD5’ (Mizoguchi et al., 2003).

Pel que fa a les céllules Bla (CD5'CD231gM"IigD"), sén un subtipus de céllula B
principalment localitzat al peritoneu i la pleura en ratolins i al moll d’'os a humans. Tenen una
vida llarga, perdo a diferéncia de les cél-lules B convencionals (B2) presenten una baixa
variabilitat als seus BCR. Aquest tret les converteix en les majors productores d’anticossos
naturals IgM polireactius, els quals constituiran, juntament amb la immunitat innata, una de les
primeres defenses de I'organisme enfront dels patdogens (Berland and Wortis, 2002). Degut a la
naturalesa polireactiva dels seus anticossos, no obstant, se les ha vist incrementades en
determinades malalties autoimmunitaries (Plater-Zyberk et al., 1985; Smith and Olson, 1990;
Mufioz et al., 1991).

Cal destacar que cél-lules amb fenotip regulador com les Treg o les B reguladores (Breg o B10,
capaces de secretar IL-10) tenen una major expressi6 de CD5 que les cél-llules T
convencionals o les Bla, respectivament (Ordofiez-Rueda et al., 2009; Matsushita et al., 2008).
De fet, inicialment les Treg se les va distingir per ser CcD5", i no va ser fins més tard que se les

va caracteritzar per I'expressio de FoxP3 (Sakaguchi et al., 1985).

C. Lligands

Tot i la llarga llista d’estudis publicats sobre CD5, encara no s’ha descobert ni caracteritzat un
lligand endogen fiable. S’ha descrit, no obstant, la seva unid a receptors expressats només en
cél-lules B com CD72 (Van de Velde et al., 1991), la regi6 IgVy (Pospisil et al., 2000) i gp200
(Haas and Estes, 2001), a receptors expressats a cel-lules B i T com gp40-80 (Biancone et al.,
1996; Bikah et al., 1998), a receptors ampliament distribuits com gp150 (Calvo et al., 1999) i
fins i tot al propi CD5 (Brown and Lacey, 2010) (Fig. 1.13). La informacio relativa a aquestes
interaccions és poc convincent, ja que han estat pobrament caracteritzades i hi hagut
problemes per part d’'altres grups a I'hora d’intentar replicar els resultats, apart que alguns d’ells
nomeés explicarien les interaccions entre cél-lula T-T i cél-lula T-B, perd no en canvi entre
cel-lula T-DC o T-macrofag, per exemple. Curiosament, també s’ha descrit la seva interaccio
amb lligands exogens presents a patdogens. Sobre aquest tema se’n parlara més endavant

(veure apartat 1.2.2.1; 1.).
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D. Regi6 citoplasmatica

La cua citoplasmatica encarregada de la funcié senyalitzadora, i per tant inhibidora, de CD5
conté 94 aminoacids. Tot i que es troba mancada d’activitat enzimatica intrinseca, conté
residus Ser (11), Thr (4) i Tyr (4) susceptibles de ser fosforilats per Ser/Thr cinases
intracel-lulars com la proteina cinasa C (PKC), cinasa depenent de Calci/calmodulina tipus I
(Ca**/calmodulin-dependent kinase 11), i la Casein cinasa 2 (Casein kinase 2; CK2) (Bauch et
al., 1998; Calvo et al., 1998; Vila et al., 2001a), aixi com també per Tyr cinases com Lck y Fyn
(Bamberger et al., 2011; Vila et al., 2001a). La fosforilacié d’aquests residus vindra seguida per
la generacid6 de senyals bioquimics com [activaci6 de la fosfolipasa C especifica de
fosfatidilcolina  (phosphatidylcholine-specific phoshpolipase C (Simarro et al.,, 1997),
I'esfingomielinasa acidica (acidic sphingomyelinase), la proteina cinasa C (PKC)-¢, la via de
MAPK, aixi com la cinasa NH2 terminal c-Jun (JNK) (Simarro et al., 1999) (Fig. 1.13).

oV CD72 CD5 f-D-glucans gp 200 gpd0-80 gplid HCV
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Figura 1.13. Esquemade les principals interaccions extracel-lulars i intracel-lulars de CD5 . Tirosina (Y),
Serina (S). Consuegra-Fernandez et al, 2015.

La presencia de dominis pseudo-ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) i
pseudo—ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activatory motif) (Lozano et al., 2000) ha ajudat
a explicar I'efecte immunomodulador negatiu de CD5, especialment en el segon cas. Es va

descriure que la Tyr378 del domini pseudo-ITIM era necessaria per la unié de la proteina
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fosfatasa SHP-1 (Src Homology region 2 domain containing phosphates) (Perez-Villar et al.,
1999), pero al contrari del que es va pensar inicialment, aquesta no va resultar ser la principal
moduladora de l'efecte inhibidor de CD5. Utilitzant una forma quimérica sense el domini
pseudo-ITIM es va demostrar que CD5 mantenia el seu efecte inhibidor (Gary-Gouy et al.,

2000), aixi que es va pensar que aquest efecte podia estar modulat pel domini pseudo-ITAM.

Apart de la ja esmentada Tyr378, al domini citoplasmatic existeixen tres tirosines que es
fosforilen després de I'activacié del TCR: Tyrd429 i Tyr 441 presents al domini pseudo-ITAM
(Gary-Gouy et al., 2000; Vila et al., 2001) i Tyr463, situada just C-terminal del lloc d’interaccié
amb CK2 (Calvo et al., 1998). Cal destacar que un article recent on es muten alternativament
les tres tirosines ressalta la importancia de la Tyr429 per damunt les altres dues en I'efecte
inhibidor de CD5, i suggereix per tant que a nivell funcional el domini pseudo-ITAM es
comportaria com un ITIM (Mier-Aguilar et al., 2015). EI domini pseudo-ITAM serveix com a punt
d’ancoratge per mediadors com Lck, Fyn, Ras-GAP (proteina activadora GTPasa) i c-Chl,
aquesta ultima aparentment involucrada de manera directa també en I'efecte inhibidor de CD5
(Dennehy et al., 1997; Roa et al., 2013).

E. Funcions

Modulacié de I’activacié de cél-lules Ti B

Els primers estudis duts a terme in vitro i amb AcMos van atribuir a CD5 un rol co-estimulador.
Observacions com que el tractament de cél-lules T humanes amb AcMo anti-CD5 induissin un
augment de la proliferacio (depenent de la presencia de monadcits), de la secrecié de citocines, i
de l'alliberacié de calci intracel-lular, aixi com el fet que CD5 fos la segona senyal necessaria
juntament amb CD3 per activar cel-lules en estat resting, va portar a la rotunda conclusié que
CD5 actuava com a co-estimulador a I'activacio T (Alberola-lla et al., 1992; Ceuppens & Baroja,
1986; Hollander et al., 1981; Imboden, June, McCutcheon, & Ledbetter, 1990; Verwilghen et al.,
1993). No obstant, la generacié de ratolins CD5” va trencar els esquemes i va posar en
evidencia els resultats experimentals in vitro generats fins al moment. Al estimular-los amb anti-
CD3 sol 0 en combinacié amb anti-CD4, els timocits CD5™ presentaven una major alliberacio
de calci intracel-lular, un augment en la proliferacio i en la fosforilacié de proteines de la
cascada de senyalitzacioé del TCR com PLC-y1, TCR¢, LAT i Vav (Tarakhovsky et al., 1995). De
manera similar, 'estimulacié de cél-lules B1 CD5™ a través del BCR amb AcMo anti-IgM va

incrementar la mobilitzacié de calci i la proliferacié cel-lular (Bikah et al., 1996).

Posteriorment, altres estudis han demostrat que CD5 es un inhibidor de I'activacié. Mitjancant
cel-lules CD5-negatives transfectades amb una proteina CD5 fluorescent s’ha vist que durant la
formacié de la Sl, CD5 co-localitza al centre d’aquesta juntament amb el complex TCR/CD3
(Brossard et al., 2003). D’acord amb aquest estudi, CD5 no afecta ni els nivells d’expressio de
CD3 ni els contactes T-APC, i en canvi si que els nivells de CD5 es correlacionen amb més

inhibicié de la fosforilacié i d’alliberacié de calci intracel-lular. Aquest estudi senyala que CD5
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no té una funcié en l'estabilitzacié de la sinapsis sind que el seu rol es centra en la modulacio

de l'activacio de la cél-lula T.

Maduraci6 de cél-lules T

La seleccid de cél-lules T al timus és un procés on la intensitat del senyal del TCR és un factor
determinant. Donada la capacitat de CD5 per modular aquesta senyal era previsible que CD5
tingués un paper rellevant durant aquest procés. Els mateixos autors que van presentar el ratoli
CD5" van demostrar, que tot i que les poblacions T d’aquests animals no es veiessin alterades
(Tarakhovsky et al., 1994), quan es creuava aquesta soca amb ratolins transgenics TCR
monoclonals el resultat era una drastica disminucié de les poblacions SP del timus, indicant
que CD5 modulava el llindar d’activacié dels timocits per evitar la seva entrada en apoptosi
(Tarakhovsky et al., 1995). Més tard es va demostrar que CD5 regulava negativament la
seleccié de cél-lules CD4'SP (Pefia-Rossi et al., 1999), i que I'expressié d’aquest s’establia al
timus en funcioé de la intensitat de la senyal rebuda pel TCR, o en altres paraules, en funcié de
I'afinitat de les cél-lules T per autoantigens, tal i com es va demostrar observant I'expressié de
CDS5 en diferents ratolins transgénics per TCRs de diferents afinitats (Azzam et al., 2001, 1998).
Per tant, I'efecte inhibidor de CD5 és més necessari en cél-lules amb alta afinitat per evitar ser
seleccionades negativament. D’aquesta manera, I'expressiéo de CD5 es troba augmentada en
timocits amb TCRs d’alta afinitat per autoantigens, i no en canvi en cél-lules amb menys afinitat

per autoantigens.

Arrel d’aquesta descoberta s’ha utilitzat CD5 com a marcador fiable de la reactivitat de les
cél-lules T, sent les cél-lules CD5" més reactives qgue les CD5". Curiosament, ha resultat que la
alta autoreactivitat de les cél-lules naive CD5" també les fa ser les més preparades i efectives
davant una invasi6 per patogens, ja que la seva resposta proliferativa i secreci6 de citocines és

més rapida que en cél-lules naive CD5"° (Fulton et al., 2014).

Tolerancia

Per la seva capacitat de regular I'activacio de les cél-lules T, CD5 se I'ha associat sovint amb la
inducci6é de tolerancia. En el cas de les Treg, se les va caracteritzar inicialment com cD5"
degut a la seva alta expressio de CD5 (Sakaguchi et al., 1985). No obstant, quan es van
estudiar els ratolins CD5” es va observar un increment de Tregs al timus i a la periféria
(Ordofiez-Rueda et al., 2009), que a més quan es va avaluar la seva capacitat supressora es
va veure que eren capaces d'inhibir la proliferacié de cél-lules naive CD4'CD25 amb tant o

+/+

meés eficacia que les Treg CD5"" (Dasu et al., 2008). En linia amb aquestes observacions, un
estudi publicat recentment demostra que I'expressié de CD5 impedeix la formacié de iTreg a la
periféria, ja que aparentment CD5 inhibeix el factor de transcripci6 mTOR, indispensable per a

la generacio de iTregs (Henderson et al., 2015).

Utilitzant el model de encefalomielitis al-lérgica experimental (EAE) induida per MOG (myelin
oligodendrocyte glycoprotein) per estudiar la capacitat de les DC per induir tolerancia a la

periféria, Hawiger i col-laboradors van veure que les cél-lules T de ratolins que havien estat
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sensibilitzats préviament amb MOG, havien adquirit tolerancia i no s’activaven in vivo davant
una segona estimulacié amb I'autoantigen. Curiosament, van veure que la majoria de cel-lules
T havien adquirit un fenotip cD5" després de la primera administracié de I'autoantigen, i que la
tolerancia adquirida es perdia quan I'experiment es repetia en ratolins cDs” (Hawiger et al.,
2004). Stamou i col-laboradors, pel seu costat, també van descriure que ratolins transgenics
expressant la nucleoproteina com a autoantigen en baixes dosis i de manera cronica, i per tant
forgant el sistema immune a generar tolerancia cap a ella, induien les seves cél-lules T a
adquirir un fenotip cD5" que les convertia en cel-lules resistents a l'activacié amb I'antigen
(Stamou et al., 2003).

Per altra banda, la interacci6 CD5-CK2 es va demostrar que era necessaria per al model de
tolerancia de la EAE descrit. A baixes dosis de I'autoantigen MOG, aquest model provoca un
fenomen autoimmunitari semblant a la esclerosi multiple en humans, no obstant a altes dosis o
en segones administracions de MOG (Hawiger et al., 2004) la severitat de la malaltia es redueix
considerablement degut a que s’indueix tolerancia a la periféria. Els autors van demostrar que
mentre que en animals CcD5"" s'induia tolerancia, en animals deficient per la molécula completa
de CD5 (CD5"') o la regio de CD5 d’unio a CK2 (CD5-CK2) continuaven provocant una reaccio
autoimmunitaria (Sestero et al., 2012). Arrel d’'aquestes observacions, els autors han suggerit

que la interacci6 CD5-CK2 esta implicada en la induccié de la tolerancia.

Supervivéncia

CD5 també desenvolupa un paper important en la supervivéncia de cél-lules T i Bla. En el cas
de les cél-lules T, es va veure in vivo que, al contrari del que s’esperava, els ratolins CcD5™
cursaven amb un fenomen autoimmunitari d’EAE menys sever que els CcD5™* (Axtell et al.,
2004), i per altra banda que tot i que els ratolins CcD5" endarrerien significativament el
creixement tumoral, passats els dies el tumor remetia igual que en els ratolins cbs** (Tabbekh
et al.,, 2011). Ambdds fenomens es van explicar per una sobreactivacid seguida d’apoptosi
(Activation Induced Cell Death; AICD) de les cél-lules T cD5™ (Axtell et al., 2004; Friedlein et
al., 2007; Tabbekh et al., 2011), tot i que el mecanisme pel qual CD5 indueix la supervivéncia
no esta encara clar. No obstant, la cascada PI3K/Akt sembla estar involucrada en la
supervivéncia de timocits mitjancada per CD5, aixi com CK2. Aparentment, aguestes vies de
senyalitzacié induirien I'expressié de molécules de supervivéncia (BCL-2 i BCL-XL) o inhibirien
proteines proapoptotiques (caspases i Bid) (Soldevila, Raman, and Lozano 2011). A més,
recentment s’ha publicat que la Tyr429 del domini pseudo-ITAM també jugaria un paper

rellevant en la induccio de supervivéncia a través de CD5 (Mier-Aguilar et al., 2015)

En el cas de les cél-lules B, esta descrit que CD5 protegeix de I'apoptosi estimulant la
produccio de IL-10 després de I'activacio del BCR inhibint la mobilitzacié de Calci que portaria a
la mort cel-lular (Gary-Gouy et al., 2002). D’aquesta manera, el CD5 de membrana mantindria
la supervivéncia i la homeodstasis de cél-lules B1a que d’altra banda serien susceptibles a

I'apoptosi induida per activacié cel-lular (Soldevila et al., 2011).
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F. Paper de CD5 en Autoimmunitat

Degut a les seves propietats immunomoduladors, a CD5 també se I'ha relacionat amb
fendmens autoimmunitaris. El nimero de cél-lules Bla CD5", productores naturals d’anticossos
polireactius, s’ha trobat incrementat en diverses patologies autoimmunes com [artritis
reumatoide, el lupus eritematds sistémic, la diabetis dependent d’insulina, la tiroiditis de Grave
o0 el sindrome d’'Sjogren (Plater-Zyberk et al., 1985; Smith and Olson, 1990; Mufioz et al., 1991;
Iwatani et al., 1989; Dauphinée et al., 1988), aixi com en la infeccié pel virus de la hepatitis C
(Zuckerman et al., 2002). Curiosament, també s’ha trobat incrementat una forma soluble de
CD5 (sCD5) al sérum de pacients amb sindrome d’Sjogren (Ramos-Casals et al., 2001). Tot i
que aquesta forma soluble es troba també en baixes concentracions al serum d’individus sans,
aparentment degut a una proteolisis del CD5 després de I'activacié cel-lular (Calvo et al., 1999),
la seva funcié encara es desconeix. Una hipotesi que s’ha plantejat es que aquest sCD5
circulant interaccionaria amb el lligand natural de CD5 a I'organisme i actuaria com un decoy
receptor, impedint d’aquesta manera la interaccié de CD5 amb el seu lligand a la periféria per
regular la resposta immunitaria, com s’ha demostrat recentment en un animal transgénic que

expressa altres concentracions de sCD5 (Fenutria et al., 2014).

Per altra banda, també s’ha descrit que I'expressié de CDS5 inhibeix la induccié de Treg en
periféria a través de l'activacio del factor de transcripci6 mTOR (Henderson et al., 2015), el que
per altra banda facilita la generacié de cél-lules T Th17, un subtipus cel-lular estretament
relacionat amb laparici6 de fendomens autoimmunitaris. Aixi, I'estimulacid6 de ceél-lules T
humanes amb CD5 indueix la generacié de cel-lules Th1l7 in vitro (de Wit et al.,, 2011),
mecanisme aparentment mediat per la interaccido CD5-CK2 (Sestero et al., 2012; McGuire et al.,
2014).

G. Paper de CD5 en la resposta immunitaria contra el cancer

En un estudi on es van aillar cél-lules CD8" infiltrants de tumor (tumour-infiltrating lymphocytes;
TILs) i cel'lules de la sang d’un pacient amb cancer de pulmo, es van adonar que els TILs
extrets del pulmé presentaven menors nivells de CD5 a la seva superficie que les cél-lules
extretes de la sang (Dorothée et al., 2005). De manera remarcable, I'entrada de calci i I'activitat
citolitica dels TILs era molt superior en comparacié amb els altres limfocits. Aquestes dades es
van confirmar per un costat quan els mateixos autors van demostrar que animals CD5” tenien
una capacitat antitumoral incrementada (Mami-Chouaib et al., 2010), aixi com en un model
animal del nostre laboratori que expressa elevades quantitats de sCD5, bloquejant la unié de
CD5 al seu lligand, i presenta un creixement tumoral més lent (Fenutria et al., 2014). No
obstant, també s’ha vist que una reduccié de CD5 compromet la supervivencia cel-lular, ja que
la incrementada activitat antitumoral en animals CD5" es temporal degut a la consequent
induccié de fendmens d’AICD (Mami-Chouaib et al., 2010). Aquestes dades indicarien que,
modulant la seva expressié de CD5, les cél-lules T son capaces d’optimitzar la seva activitat

antitumoral. Aixi, sera el balang¢ d’expressié entre poc CD5 i més eficacia perdo més mortalitat, i
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més CD5 amb menys reactivitat per0 més supervivéncia el que determinara I'adequada

resposta de la cel-lula T.

Per altra banda, fa anys es va descriure que I'expressié de CD5 és caracteristica de diversos
tipus de leucémies croniques de cél-lules B, el que I'ha convertit en un dels marcadors de
diagnostic de la malaltia (Matutes et al., 1994; Lydyard et al., 1999). Aquest fet s’explicaria per
I'estreta relacié entre I'expressié de CD5 i I'adquisicié del fenotip de cél-lula B-CLL leucémica,
ja que CD5 té un efecte en la supervivéncia de les cél-lules B1 a través de la secrecié autocrina
de IL-10 i la inhibicié de reguladors de I'apoptosi, entre d’altres, que les faria més resistents a la
mort cel-lular (Gary-Gouy et al., 2002, 2007).

H. Polimorfismes genetics

L’existéencia de polimorfismes tant a la regié extracel-lular com citoplasmatica de CD5 s’ha
descrit en algunes espécies de mamifers (De Jager et al., 2009; McKenzie and Potter, 1979;
Carnero-Montoro et al., 2012). Hi ha dues variants que es troben presents en alta freqiiéncia en
individus caucasics: el polimorfisme d’un Unic nucleotid (SNP, single nucleotide polymorphism)
rs2241002 que implica una substitucié de Pro per Leu a la posicié 224 del domini extracel-lular
D2, i el SNP rs2229177 on el canvi es d’Ala a Val a la posicié 471 just C-terminal respecte del
motiu pseudo-ITAM. Curiosament, s’ha descrit que la substitucid rs2229177 ha estat
seleccionada per pressio evolutiva a Asia i América, on la majoria d’individus presenten Val en

comptes de I'Ala ancestral (Fig. 1.14). La rad per aquesta seleccié és encara desconeguda,

perd0 cal destacar que
linfluencia de CD5 en
l'activacio i proliferacié
limfocitaria  en individus
portadors d’'una o altre variant
és significativament diferent.
Els portadors de la variant
Vald71 presenten  major 2229177

O coteteiw
activacié de MAPK i secrecio @ s

-~

de citocines en cel-lules T Figura 1.14. Distribucié mundial del polimorfisme de CD5 rs2229177.

humanes o linies cel-lulars Blanc: Al-lel C (Alanina). Negre: Al-lel T (Valina). Adaptat de Carnero-
Montoro et al, 2012.
transfectades exposades a

AcMos anti-CD5 (Carnero-Montoro et al.,, 2012), perd en canvi mostren respostes
limfoproliferatives induides per AcMos anti-CD3 inferiors als individus Ala471 (Cenit et al.,
2014).

I. Paper de CD5 com receptor de patdogens

Tot i no haver-se caracteritzat un lligand endogen clar per a CD5, si que se li han descrit
lligands exodgens associats a patdogens, com ho sén el virus de la hepatitis C (Sarhan et al.,

2012) i els B-glucans presents a la paret dels fongs (Vera et al., 2009). Utilitzant una forma
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recombinant soluble de CD5 (rshCD5), el nostre laboratori va demostrar que CD5 no només
podia unir-se sin6 també agregar fongs patogenics (Candida albicans, Cryptococcus
neoformans) i saprofitics (Saccharomyces Pombe), i que aquesta interacci6 tenia rellevancia
funcional ja que la uni6 de CD5 a B-glucans produia activaci6 de MAPK i alliberacié de
citocines. Per altra banda, també es va demostrar el potencial terapéutic de CD5, ja que una
Unica administraci6 de proteina CD5 humana soluble recombinant (rshCD5) millorava
significativament la supervivéncia de ratolins CD1 en un xoc séptic induit per zymosan, un
compost fungic ric en B-glucans (Vera et al., 2009). Aquesta descoberta va posicionar CD5 com
a potencial terapia en futurs casos de sépsi fingica. No obstant, tot i que la soca CD1 es la
més utilitzada per la industria farmacéutica per a testar nous farmacs, mai s’ha demostrat si
I'administracié de rshCD5 a una altra soca de ratoli tindria el mateix efecte, ni tampoc quin és el
rol que CD5 desenvolupa com a receptor de molécules flngiques ni quines implicacions

funcionals té aquesta interaccié.

1.2.2.2 El receptor limfocitari CD6

CD6 és un receptor que té una alta homologia amb CD5, ja que comparteixen localitzacio
cromosomica, estructura molecular i patré d’expressio tissular. No obstant, a diferéncia del que
succeeix amb CD5, es tracta d’'una molécula limfocitaria encara relativament poc estudiada i no
es disposa d’informacié ben contrastada sobre el seu paper funcional in vivo. La manca de
models in vivo posa en evidéncia aquest fet, ja que tots els experiments realitzats per a estudiar

la funcié d’aquest receptor s’han fet en condicions in vitro.

A. Estructura génica

El gen CD6 es troba situat al cromosoma 1113 (al cromosoma 9 en ratoli) i consta de 13
exons, ocupant una longitud de 48.7Kb a la sequéncia d’ADN. Els primers 6 exons representen
la part extracel-lular, i corresponen els exons 3-5 a cada un dels tres dominis SRCR. La seva
regié transmembrana esta codificada per I'exd 7, i els exons del 8 al 13 codificaran per la seva
cua citoplasmatica (Tsuge et al., 1985; Bowen et al., 1997). A dia d’avui, s’ha descrit que
I'expressid del gen CD6 esta sota el control transcripcional dels factors de transcripcid6 RUNX1,
RUNX3 i Ets1 (Arman et al., 2009), tot i que les dades indiquen que també hi ha altres factors

implicats encara per determinar.

B. Expressio tissular

Com s’ha mencionat previament, CD6 comparteix expressi®6 amb CD5 a la membrana de
timocits, cél-lules T madures i cél-lules Bla (Martinez et al., 2011). De manera similar a CD5,
s’ha vist que l'expressi6 de CD6 s’incrementa durant la maduracié timica, i que aquest
increment és especialment marcat en cél-lules DP entrant en seleccié positiva tal i com es
mostra per la co-expressio de CD6 i el marcador de seleccié timica CD69 tant en timocits
humans com de ratoli (Singer et al., 2002). Com CD5, la seva expressio és maxima en cél-lules
CD4"SP del timus, seguida per les cél-lules CD8"SP.
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Apart d'aquestes cel-lules, també s’ha descrit la preséncia de CD6 a la membrana del subtipus
de cél-lules NK més abundants a la periféria (CD56d"“CD16+), el qual estaria directament
involucrat en la secrecid de certes citocines i quimiocines, pero no en l'alliberacié de granuls
citolitics (Braun et al., 2011). A diferéncia de CD5, I'expressié de CD6 també s’ha descrit en
determinats progenitors hematopoétics, concretament a la superficie de cél-lules CD34"
rho123med presents a la medul-la ossia i la sang humanes (Cortés et al., 1999). Un altre estudi
demostra que a més CD6 i el seu lligand CD166/ALCAM també es troben expressats en
determinades regions del sistema nervids, especialment en nervis del sistema simpatic i

parasimpatic (Konno et al., 2001).

Cal destacar que, al contrari que CD5, I'expressiéo de CD6 no s’ha associat a cél-lules amb
fenotip regulador siné més aviat al contrari, ja que s’ha descrit que les cél-lules Treg humanes

tindrien un fenotip CD6'”™? (Garcia Santana et al., 2014).

C. Lligands

Tot i disposar de menys informacié que CD5, a diferencia d’aquest Ultim, a CD6 si se li ha
assignat un lligand ben caracteritzat i validat per diferents grups. Es tracta de la molécula
d’adhesio CD166/ALCAM (Activated Leucocyte CD6 CD166

Adhesion Molecule), una proteina de la
superfamilia de les immunoglobulines
expressada a la membrana d’una gran varietat
de tipus cel-llulars com s6n cél-lules
mononuclears de la melsa, noduls limfatics i
amigdala, hepatocits, cel-lules epitelials de
diferents organs inclos el timus (TECs), medul-la
ossia, neurones i microglia, macrofags, DC,
cél-lules endotelials, limfocits T i B activats, etc
(Bowen et al.,, 1995; Whitney et al., 1995a;
Konno et al., 2001; Patel et al, 1995)‘ La Figura 1.15. Estructura tridimensional de CD6

interaccié entre ambdues proteines es dona a | €l seulligand CD166/ALCAM. Chappell P et
al. 2015

. Mutations that affect binding
. Mutations that do not affect binding

través del domini extracel-lular de CD6 més

proper a la membrana (D3) i el domini més amino-terminal de CD166/ALCAM (Whitney et al.,
1995a). Recentment s’ha cristal-litzat I'estructura del complex format pels tres dominis
extracel-lulars de CD6 amb els dos dominis N-terminal d’ALCAM i s’ha pogut determinar que és
a través dels residus 43-364 que es dbéna la interaccié tant en humans, ratoli com rata
(Chappell et al., 2015) (Fig. 1.15)

D. Regi6 citoplasmatica

La cua citoplasmatica de CD6 és molt més llarga en comparacié amb la de CD5, ja que consta
de 244 aminoacids en humans i 243 en ratoli. Els primers experiments estimulant amb AcMos

anti-CD3, sol 0 en combinacié amb anti-CD2 o anti-CD4, van revelar que la cua citoplasmatica
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de CD6 es fosforilava en resposta a aquests estimuls (Wee et al., 1993), i que I'estimulacié
conjunta amb anti-CD3 i anti-CD6 donava lloc a un increment en la proliferacié cel-lular (Osorio
et al., 1994, 1998). No obstant, les primeres interaccions proteiques amb la regi6 intracel-lular
de CD6 no es van descriure fins al 2003 quan experiments de co-precipitacié amb CD6 de rata
van demostrar que aquest s’unia a diferents families de Tyr cinases com les Src-cinases (LcK i
Fyn), les Syk (ZAP-70) i les Tec cinases (ltk) (Castro et al., 2003), el qual explicava els
fendmens anteriors de fosforilacié de CD6 en resposta a 'activacio de la cél-lula T (Wee et al.,
1993). Estudis posteriors van demostrar també I'activacioé de Erk1/2 i p38 MAPK en cél-lules T
induida per diferents AcMos anti-CD6, la qual era dependent de I'activacié de tirosina cinases
LckiFyn (Ibanez et al., 2006).

La regio intracel-lular de CD6 no només conté residus Tyr susceptibles de ser fosforilats, siné
que també presenta residus Ser i Thr que poden ser substrat de Ser/Thr cinases com la PKC i
la CK2, en concret dos agrupacions (clusters) d’aquest tipus de residus s’ha vist recentment
que sbn necessaris també per I'activacié de MAPKSs induida via lligament de CD6 (Bonet et al.,
2013).

Les consequeéncies resultants de la fosforilacié de residus Tyr o Ser/Thr son el reclutament de
proteines transmissores de senyals intracel-lulars. No obstant, tot i les possibilitats que ofereix
la llarga cua citoplasmatica de CD6, a dia d’avui poques proteines han estat descrites que
interactuin directament amb CD6. Per un costat, i tot ser independent de fosforilacio, la proteina
adaptadora Syntenin-1 sembla que s’uniria a CD6 per, aparentment, encaixar aquest al

citoesquelet durant la formacio

de la SI (Gimferrer et al.,

\PC IL-12, IL-4
2005). Per altra banda també
es va descriure la unié de CD6
— a la proteina activadora SLP-
A on Cco6 76 (Hassan et al., 2006), la
‘ v gual té una gran rellevancia en

lactivacio T donat que al ser

1y 000 E N
1\ :
Q LL [% R reclutada per ZAP-70 formara
/ cytokine receptors

T cell

el complex d’activaci6 amb

;rlr;ijr:g —> LAT i PLCy conegut com a

L .
Antigen-recognition and LAT signalosome, encarregat

triggering module

—
Signal-diversification and d’iniciar la cascada de

amplification module

senyalitzacio a través de
MAPK i [lalliberacié de calci
(Morris and Allen, 2012). Els autors d’aquest article van suggerir que la unié de SLP-76 a CD6

Figura 1.16. CD6 a la membrana cel-lular. Malissen B et al, 2014.

probablement conduiria CD6 a formar part de la cascada de senyalitzacio ZAP-70/SLP-76/LAT,
no obstant un article publicat recentment on es mostra I'interactoma de ZAP-70, SLP-76 i LAT,

mostra que inesperadament CD6 actuaria com a transmissor de senyals d’activacié

53



1. Introduccié

independent de LAT, i que aixd explicaria perqueé ratolins deficients per LAT presenten certs
nivells d’activaciéo que porten a fendmens autoimmunitaris (Fig. 1.16) (Roncagalli et al., 2010,
2014).

E. Isoformes de CD6

A dia d’avui, s’han descrit 5 isoformes de CD6 generades per processament o splicing
alternatiu de 'TRNAm que impliquen canvis en la seva cua citoplasmatica (Robinson et al., 1995;
Bowen et al.,, 1997). Es van observar diferéncies entre elles en el patré de fosforilacié de
tirosines associada a I'estimulacié amb anti-CD3, perd no en canvi en l'alliberacié de calci a
consequeéncia de lligar CD3 i CD6 (Kobarg et al., 1997).

Per altra banda també s’ha descrit una variant on no es transcriu I'exé 5, el qual genera una
forma de CD6 mancada del domini SRCR-D3 d’uni6 a CD166/ALCAM (CD6Ad3) (Castro et al.,
2007). Els autors remarquen que AcMos anti-CD3 més anti-CD6, perd no anti-CD3 sol,
indueixen la generacié d’aquesta variant. Com que aparentment el domini D3 de CD6 es
necessari per la localitzacio d’aquest a la Sl (Oliveira et al., 2011) postulen que la variant
completa de CD6 seria necessaria per uns primers contactes, pero que un cop CD6 lligat i la
cél-lula T activada portaria a un mecanisme de feed-back negatiu on es transcriuria llavors la
variant CD6Ad3, la qual mantindria la funcié de la seva cua citoplasmatica perd no la seva

capacitat d’'unir-se a CD166/ALCAM a la membrana cel-lular.

F. Funcions

Tot i que el rol dltim de CD6 en la resposta immunitaria encara esta per determinar, alguns
estudis publicats en condicions in vitro han suggerit o establert alguns aspectes funcionals on

CD6 podria estar involucrat.

Modulacié de I’activaci6 de cél-lules T

La descoberta a principis dels anys 90 que davant una estimulacié de cél-lules T humanes amb
AcMos anti-CD3 es fosforilaven tirosines de la cua citoplasmatica de CD6 va indicar que aquest
ultim podia estar involucrat en l'activacio induida pel TCR, com es va demostrar posteriorment
co-estimulant amb AcMos anti-CD6 i veient com aquest potenciava la senyal del TCR. Més tard
estudis de co-immunoprecipitacié van revelar que CD6 co-precipita amb el TCR i co-localitza
amb ell al centre de la Sl durant I'activacidé cel-lular on es donara la seva interacci6 amb
CD166/ALCAM (Gimferrer et al., 2004).

La uni6é de CD6 a CD166/ALCAM ha resultat tenir una gran rellevancia per a la proliferacio de
les cél-lules T induida per APCs, com ho demostren diversos estudis que han abordat aquest
aspecte a través del bloqueig d’aquesta unié. En un article on es tracten limfocits de sang
humana amb AcMos anti-CD3, I'addicié d’'una forma soluble de CD6 huma (rshCD®6) al cultiu
provoca una disminucié de la proliferacié d’'un 40-50% (Gimferrer et al., 2004). També s’ha
descrit que les Galectines 1 i 3, de la familia de lectines, tenen la capacitat d’unir-se per una

banda a CD6 i per altra també a CD166/ALCAM, i que en un cultiu amb cél-lules T humanes la

54



1. Introduccié

preséncia d’aquestes inhibeix la proliferacié induida per APC carregades amb superantigen
SEB (Sthaphylococcus aureus Enterotoxin B) (Escoda-Ferran et al., 2014). Per altra banda,
Zimmerman i col-laboradors també van demostrar que la preséncia d’AcMos anti-CD6 o de la
proteina soluble CD166/ALCAM-Fc disminuien de manera contundent la proliferacié de
cel-lules T humanes estimulades amb DC carregades amb el superantigen SEB, i que a més la
interaccié entre CD6-CD166/ALCAM no només era important en els primers contactes, sino
també en una resposta que s’allargava dies (Zimmerman et al., 2006). No obstant, una revisié
publicada recentment sobre CD6 destaca un punt rellevant de l'anterior estudi: tot i que la
disminucié de la proliferacio va ser significativa en totes les condicions, la magnitud no va ser la
mateixa. Aixi, els lligands que s’unien directament a CD6 (AcMos no bloquejants anti-CD6 o la
proteina recombinant ALCAM) abolien completament la proliferacio, mentre que els que s’unien
a ALCAM (AcMos anti-ALCAM o la proteina rshCD6) la disminuien en un 50-60% (Santos et
al., 2015). Aparentment, doncs, la magnitud en la inhibicio de la proliferacié no és la mateixa si

el lligand interacciona amb CD6 o no.

El conjunt de publicacions analitzades fins el moment posen de manifest el rol co-estimulador
de CD6 en l'activacié de les cél-lules T. Tot i aixd, curiosament en el mateix article on es
descriu per primer cop la unié de la proteina activadora SLP-76 a CD6 (Hassan et al., 2006),
també s’observen uns resultats inesperats pel que fa a I'acci6 moduladora de CD6, tal i com
senyala la mateixa revisio mencionada anteriorment (Santos et al., 2015). En un experiment
utilitzant hibridomes mancats de CD6 i transfectats amb formes silvestres (wild-type, WT) o
mutades de CD6, es va veure que aquests Ultims secretaven més IL-2 en resposta al contacte
amb APC que cél-lules transfectades amb la proteina CD6 silvestre. Tot i que I'explicacio
aparent va ser 'impediment de la unié de SLP-76 a CD6, inesperadament els hibridomes que
no s’havien transfectat i no presentaven CD6 van ser els que més IL-2 van secretar en
condicions suboptimes de ratios T:APC, inclis més que els propis CD6 WT (Hassan et al.,
2006). Aixi, aparentment, en determinades condicions I'abséncia de CD6 pot comportar una

secrecio major d’'IL-2 al contacte amb APCs.

Va ser el grup d’Alex Carmo qui va aportar també evidencies a favor de que CD6 actuaria com
a modulador negatiu i no com a co-estimulador de I'activacié. En experiments amb cél-lules T
humanes transfectades amb CD6 de rata van veure que les cél-lules CD6" alliberaven menys
Ca” intracel-lular que les CD6" quan s’activaven (Oliveira et al., 2011). A més, aparentment,
aquest efecte era independent de la presencia de CD6 al centre de la Sl, i també independent
de la uni6 a CD166/ALCAM tal i com es va demostrar transfectant amb una variant sense el
domini 3 d'uni6 a CD166/ALCAM (CD6Ad3) i observant que aquesta continuava inhibint
lalliberaci6 de Ca®'. La publicacié d’aquest article, doncs, ha posat en dubte el rol co-
estimulador de CD6 i encara esta per veure si CD6 en un context in vivo actuaria com co-

estimulador, com a inhibidor, 0 amb una funcié dual depenent de les circumstancies i I'entorn.
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Maduracio de cel-lules T

Un dnic estudi ha suggerit que CD6 podria estar involucrat en la maduracié de les cél-lules T al
timus, ja que els autors van observar que I'expressié de CD6 augmentava al llarg dels estadis
maduratius, sent minima la expressi6 a DN i maxima a CD4'SP, i en menor mesura, a les
cél-lules CD8'SP (Singer et al., 2002). Tot i que aquesta observacié no seria suficient per
arribar a tal hipotesi, els autors destaquen que CD6 es sobreexpressa en cél-lules DP CD69"
entrant en seleccié positiva, i que I'expressié de CD6 també es troba elevada en timocits
resistents a I'apoptosi. No obstant, si CD6 desenvolupa un rol important durant un procés de

tanta rellevancia com la seleccié dels timocits encara queda per demostrar.

Supervivéncia

El rol de CD6 en la supervivéncia cel-lular s’ha descrit mitjangant diversos procediments
experimentals. Per un costat, I'expressié de CD6 es troba incrementada en timocits resistents a
'apoptosi in vitro (Singer et al., 2002), i per altra banda l'apoptosi induida en cél-lules B
leucemiques a través de l'estimulaci6 amb AcMos anti-lgM es rescata amb la preséncia de
AcMos anti-CD6 degut a la disminuci6 de la proteina pro-apoptotica BAX (Osorio et al., 1997).
Un altre estudi demostra que les galectines sén capaces d’induir apoptosi en cél-lules T en
contacte amb APC, perd que aquesta apoptosi s’inhibeix quan CD6 es troba present i amb la

seva cua citoplasmatica integra (Escoda-Ferran et al., 2014).

Els mecanismes pels quals CD6 podria activar molécules antiapoptotiques encara es
desconeix, i tot i que CD6 presenta serines/treonines susceptibles de ser el substrat de la
proteina CK2, i aquesta podria estar involucrada com passa amb CD5 (Bonet et al., 2013;
Axtell et al., 2006), es necessita més recerca per confirmar si aquesta o altres proteines

estarien involucrades.

G. Paper de CD6 en Autoimmunitat

Degut al rol indiscutible que CD6 té en la modulacié de I'activacio (tant si finalment es reconeix
com a co-estimulador o inhibidor), no és d’estranyar que se’l trobi relacionat amb alguns

fenomens autoimmunitaris.

La descoberta de la seva estreta relacié6 amb la malaltia de I'esclerosi multiple (EM) ha estat
probablement una de les revelacions més rellevant. Un primer estudi ja va senyalar que
CD166/ALCAM es troba expressat a la barrera hematoencefalica i que és aparentment
responsable de la migracié de leucdcits de la sang a teixits nerviosos, ja que el bloqueig de
CD166/ALCAM impedia el transvasament de limfocits CD4" en un model muri de EAE,
endarreria I'aparicié de la malaltia i reduia els simptomes clinics (Cayrol et al., 2008). Tot i que
no es va apuntar directament a CD6 en aquest estudi, un any més tard es van publicar els
resultats d’'un treball on es van analitzar els genomes d’'un alt nombre de pacients amb EM i
controls sans, i on es van identificar tres gens de susceptibilitat per a la malaltia, entre ells CD6
(De Jager et al., 2009). L’al-lel de risc per CD6 consisteix en un canvi d’'un unic nucleotid (C a

G) a l'intré 1 (rs17824933), el que provoca que en pacients portadors es redueixi la utilitzacié
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de I'exd 5 codificant pel domini 3 d’'unié a CD166/ALCAM, i que per tant augmenti la proporcié
de lisoforma CD6Ad3 (Kofler et al., 2011). S’ha vist que la proliferacié en ceél-lules portadores
de la mutacié es troba reduida davant I'activacié amb AcMos anti-CD3 i anti-CD28, proliferacié
que encara es redueix més quan s’afegeix anti-CD6 al cultiu. Curiosament, les cél-lules amb
I'al-lel susceptible de generar autoimmunitat sén aparentment menys reactives que les cél-lules
de pacients sans. Un altre estudi realitzat a la poblacié basca ha identificat un haplotip format
per dos SNP al D2 de CD6 (rs11230563, R225W; rs2074225, A257V) que també s’associa a
EM i que produeix alteracions en I'expressi6 de CD6 a diferents tipus limfocitaris.
Concretament, els individus portadors de I'haplotip protector (R-A) presentaven una major
expressio de CD6 en limfocits CD4" naive, CD8" naive, CD4" i CD8" Tey i NKT (Swaminathan
et al., 2013).

Per altra banda, en un estudi en pacients d’artritis reumatoide que havien estat tractats amb
TNFa a Dinamarca, es va detectar una associacié entre una insercioé de 19 parells de bases a
I'dltim intré de CD6 i una millor resposta al tractament (Krintel et al., 2012). Al igual que passa
amb CD5, també es van detectar nivells de CD6 soluble (sCD6) al sérum de pacients amb

Sindrome d’Sjégren (Ramos-Casals et al., 2001).

El primer AcMo anti-CD6 (T-12) enfocat a terapia es va utilitzar als anys 80 per depleccionar
cel-lules T i evitar la reaccio de rebuig en models de transplantament d’organs (Graft versus
host disease) (Reinherz et al., 1982). Tot i els resultats preliminars positius, no es va
aconseguir I'efecte desitjat degut a la reaccio de ceél-lules T negatives per CD6 presents a la
sang i que no eren eliminades a través de I'anticds. Per raons similars un estudi clinic en
pacients amb EM tractats amb el AcMo T-12 va fracassar, ja que tot i la disminucio de cél-lules
CD6" durant els primers dies, la reaccié de les cél-lules CD6 i la posterior reaparicié de
cél-lules CD6" va portar a parar I'estudi sense una conclusié definitiva (Hafler et al., 1986). No
obstant, actualment hi ha alguns tractaments sota investigacié clinica amb un nou anticos
humanitzat contra el domini D1 de CD6 (T1lh o Itolizumab) enfocats a pacients amb Artritis
Reumatoide (AR) on sembla que els seus efectes s6n més prometedors. Un estudi preliminar
amb pacients amb AR va demostrar que l'ltolizumab en baixes dosis (0.4mg/kg) contribuia a
una millora clinica del 20% en 11 dels 13 pacients (ACR=20; American Collegue of
Rheumathology), i fins a un 70% en 3 de 11 pacients (ACR=70) (Rodriguez et al., 2012). En un
estudi clinic més gran de fase Il, es va combinar I'administracié de ltolizumab amb Metotrexat, i
tot i que es va observar que la majoria de pacients presentaven efectes adversos lleus derivats
de I'administracio de I'anticos (principalment febre i tos), a les 12 setmanes es va detectar que
el 50% dels pacients presentaven una ACR=20 (Chopra et al., 2015). Donats els resultats
esperancadors que es deriven de l'administracid de Itolizumab, ja s’han iniciat estudis en
pacients amb psoriasis i s’ha proposat d’administrar-ho també en pacients amb Sindrome
d’Sjogren (Krupashankar et al., 2014; Le Dantec et al., 2013). Les primeres dades en pacients
amb psoriasis han demostrat una certa eficacia del tractament, tot i que encara sén necessaris

més estudis per optimitzar la dosis o una possible terapia combinada amb altres farmacs.
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1. Introduccié

Cal destacar que tot i les perspectives que aporta CD6 com a diana terapéutica, actualment no
es coneix com aquests AcMos modulen I'activitat d’aquest receptor ni com estan influenciant la
resposta immunitaria. La desconeixenca sobre el rol biologic de CD6 dificulta optimitzar les
terapies actuals utilitzant una solida base tedrica, al igual que limita les opcions de generar
nous AcMos amb diferent espectre d’accié per manca d’una hipotesi de treball. Es per aixo que,
ara més que mai, és necessaria la generacié de models in vivo per a poder determinar la funcié

de CD6 en el context de la resposta immunitaria.

H. Paper de CD6 en la resposta immunitaria contra el cancer

Un dels primers tipus cel-lulars on es va descriure CD6 gracies a l'anticos T12.1 va ser,
juntament amb les cél-lules T, en cél-lules B de leucémies limfocitiques croniques (Kamoun et
al., 1981). | és que CD6 s’ha convertit en un marcador d’aquest tipus de leucémies (excepte en
aquelles que comporten una delecié al cromosoma 11 on s’expressa CD6 (Sembries et al.,
1999)), tot i que la seva expressio no es correlacioni amb la progressio de la malaltia. De fet,
CD6 protegeix aquestes cél-lules B de la mort induida per activacio, tal i com es va veure al

estimular-les en cultiu amb AcMos anti-IgM i anti-CD6 (Osorio et al., 1997).

S’ha descrit un primer estudi exploratori amb Itolizumab en pacients amb leucémies
limfocitiques croniques B (Izquierdo Cano et al., 2014). Tot i els resultats esperangadors que es
deriven de I'administracié de 12 dosis de I'anticds amb lleus efectes secundaris i certa millora
clinica, es necessiten dades més solides amb més individus i dosis per poder determinar si

I'ltolizumab té realment un efecte terapéutic rellevant en aquests pacients.

|. Paper de CD6 com receptor de patdogens

De manera similar com s’ha descrit a CD5, CD6 també és capag¢ d’unir determinats PAMPs a
través dels seus dominis extracel-lulars. Estudis del nostre laboratori han demostrat que la
proteina soluble humana CD6 (rshCDG6) té la capacitat d’unir i agregar bactéries tant Gram
positives (Staphylococcus aureus) com negatives (Escherichia Coli), efecte per altra banda no
observat en CD5 (Sarrias et al., 2007). A més, es va determinar que la unié de rshCD6 al LPS
estava dins el mateix marge d’afinitat que CD14, el principal receptor de LPS a ceél-lules
mieloides (macrofags), i que la unié del LPS al CD6 de membrana induia I'activacié de la
MAPK Erk1/2. Amb una important rellevancia a nivell terapéutic, es va veure que una Unica
administracio de rshCD6 a ratolins amb un xoc séptic induit per LPS aconseguia augmentar la

supervivéncia dels animals aixi com reduir els nivells de citocines inflamatories en sang.
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2. Hipotesi de treball i Objectius

L’'objectiu general de la present Tesi és aprofundir en el paper funcional que juguen dos
receptors limfocitaris altament homolegs, CD5 i CD6, en les respostes immunitaries amb la
finalitat d’entreveure les bases moleculars de les possibles aplicacions d’aquestes molécules

com a dianes terapéutiques en processos patologics d’origen immunitari.

La base teorica per a tal objectiu ve donada pel fet que ambdues son glicoproteines
transmembrana transductores de senyals intracel-lulars i que estan fisicament associades al
receptor clonotipic especific d’'antigen present als limfocits T (TCR) i Bla (BCR). Per tant, estan
bé posicionades i adaptades per modular les senyals d’activacio i diferenciacié generades per
aquests receptors d’antigen. Aquesta idea ha estat validada en el cas de CD5 gracies a I'estudi
de models animals genéticament modificats (CD5 knockouts), els quals demostren que un
receptor inicialment considerat com a co-estimulador a partir de dades experimentals
obtingudes in vitro (mitjangant principalment I's d’AcMos) és en realitat un modulador negatiu
o inhibidor del TCR/BCR, i per tant un “immune check point” de I'activacié limfocitaria. En el cas
de CD6, a data d’avui es disposa d’informacid in vitro principalment a través de I'is d’AcMos ja
que fins al moment no han estat disponibles models animals que permetin establir d’'una
manera definitiva i inequivoca el seu paper funcional in vivo. La major part de les dades in vitro
reportades fins al moment li atribueixen un paper co-estimulador, tot i que estudis recents
aporten dades en sentit contrari. Per resoldre aquesta i d’altres qlestions el nostre grup ha
desenvolupat, dintre del marc del projecte col-laboratiu internacional KOMP (Knockout Mouse
Project), i per primera vegada, una linia de ratolins genéticament modificats deficients per a

I'expressié de CD6 (knockout).

Els objectius especifics del present treball de Tesi es concreten en:

-Caracteritzar fenotipica i funcionalment la nova linia de ratolins deficients per a CD6 (knockout)

tant en condicions normals como d’agressié biologica

-Establir analogies fenotipiques i funcionals entre els nous ratolins CD6 knockout i els

préviament descrits CD5 knockouts.
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3. Materials i métodes

3.1 Ratolins

Els ratolins silvestres o wild-type (WT) CD1 i C57BL/6 (Charles River) van estar en aclimatacio
durant dues setmanes a l'estabulari després de la seva arribada. Els ratolins CD5™ en fons
C57BL/6 van ser proveits pel Dr. Chander Raman (Departament de Medicina y Microbiologia,
Universitat d’Alabama, Birmingham, AL) (Tarakhovsky et al., 1994). En tots els experiments, es
van utilitzar animals CD5"* germans obtinguts de creuaments CD5" amb CD5"". Els ratolins
TCR transgenics OT-I (Clarke et al., 2000) i Marilyn (Scott et al., 2000) en fons C57BL/6 es van
creuar amb animals CD6" al CIPHE (Centre d’Immunophénomique; Marsella, Franca) i la
comprovacio del seu genotip es va fer per PCR. La soca OT-I produeix cél-lules T CD8" amb un
Unic tipus de TCR restringit per MHC de classe-| i especific per 'ovoalbumina, i la soca Marilyn
cél-lules T CD4" amb un TCR restringit per MHC classe-Il i especific per 'antigen masculi HY.
Tots els ratolins utilitzats pels diferents experiments tenien una edat compresa entre 8-12

setmanes.
3.1.1 Generacio d’un animal deficient en CD6

La soca de ratolins C57BL/6 deficient per a CD6 (CDG"') va ser generada en el marc del Knock-
out Mouse Project Repository (KOMP; nimero de projecte CSD69138). La linia de cél-lules
mare embrionaries JM8A (Embrionic Stem cell; cél-lules ES) utilitzades per la generacié dels
ratolins deriva de la soca de ratoli C57BL/6, perd I'al-lel Agouti s’ha modificat per corregir la
mutacié que els dona el color negre caracteristic (a/a). Per tant, els ratolins generats a partir
d’aquestes cél-lules seran de color marré i heterozigots per I'al-lel Agouti (A/a en comptes de
ala).

Per a la generaci6 de ratolins CD6™ es va dissenyar en primer lloc una construccié genica que
contenia les sequéncies 5 del gen CD6 corresponents als exons 1 i 2, i les seqiéncies 3’
corresponents als exons del 7 al 9. Entre aquestes seqiiéncies i substituint els exons del 3 al 6,
es va introduir (entre d’altres) un gen reporter (lacZ) i un marcador de seleccié (neomicina). Per
mitja d’electroporacio, es va introduir la mencionada construcci6 a les ceél-lules JM8A per a que
s’integrés en la regié homodloga del DNA de les cél-lules ES JM8A per recombinacié homologa.
Passats uns dies, es va afegir neomicina al medi per seleccionar les cel-lules resistents, i per
tant aquelles que havien integrat satisfactoriament la construccié portadora de la mutacio
(delecié i insercid) al gen CD6. Es va fer un analisi per PCR amb primers forward (5'-
ACGCTTGAGAAATAATGCAGGAAGGC-3’) i reverse (5-CACACCTCCCCCTGAACCTGAAA-
3’) per comprovar que els clons de cél-lules ES JMBA resistents a la neomicina efectivament
fossin portadores del gen CD6 mutat, i a continuacié es va microinjectar un d’ells en blastocists
de 6 dies provinents de femelles C57BL/6 (a/a). Després de la microinjeccié, de 6 a 7

blastocists van ser transferits a una femella per a la seva gestacié. Com que les cel-lules ES
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portadores de la mutacié6 al gen CD6 no van ser introduides a nivell germinal, la seva
contribucié al teixit dels blastocists hostes sera parcial, i com a resultat les cries seran
quimeres. El percentatge de quimerisme es pot determinar en funcié del color del pél, marrd i
negre. Per aconseguir un animal on la mutacié es transmeti des de la linia germinal, el seglient
pas va ser creuar els mascles quimeres amb femelles C57BL/6N (a/a). En aguest punt es van
seleccionar les cries tant marrons com negres i es va fer un genotipat per PCR. La clona ES
Cd6_BO01 va produir una femella heterozigota, la qual es va creuar amb un mascle C57BL/6 i va
donar lloc a dues cries heterozigotes per CD6 (CD6+"), un mascle i una femella que van ser
enviats a I'estabulari specific-pathogen-free (SPF) de la Facultat de Medicina de la Universitat

+/+

creuament (F;) podien ser CD6 ", cD6™ o CD6”. Un cop analitzada la F; (veure a
continuacid), es van agafar per un costat mascles i femelles CcD6" i es van posar en
creuament, i per l'altra, mascles i femelles cbe™ per a generar una colonia de ratolins CD6™ i

+/+

de germans CD6 ", respectivament.

3.1.2 Genotipat d’animals knock-out i disseny de creuaments

Per determinar el genotip dels animals CD5" i CD6", es va extraure sang de les cries al
moment del deslletament (21 dies) a través de la vena mandibular i, posteriorment a una lisis
d’eritrocits (RBC lysis buffer, eBioscience), es va rentar amb solucié de rentat (veure segient
apartat) i es va bloquejar durant 20 min (veure segiient apartat). A continuacié es va fer un
marcatge amb anticossos anti-CD3 i anti-CD5/anti-CD6 conjugats amb diferents fluorocroms
durant 20 min a 4°C, es va fer un rentat i es van llegir les mostres amb un citdmetre FACS
Canto Il. El subsequent analisis es va realitzar amb el software FlowJo v8.7. Es va gatejar en
cél-lules CD3", i 'abséncia de CD6 en una mostra control sense anticos (FMO, Fluorescence
Minus One) es va utilitzar com a criteri per a la seleccié d’animals CcD6™ portadors de la delecio
en ambdos al-lels. Per a diferenciar entre animals CD6™" i CD6™, es va tenir en compte la
mitjana de fluorescéncia (mean fluorescence intensity; MFI) de CD6. Utilitzant un animal
C57BL/6 com a control, els animals amb una fluorescencia similar o igual al animal control es
van considerar CD6", i els animals amb una MFI d’aproximadament la meitat es van

considerar CD6™".

3.2 Citometria de flux

3.2.1 Anticossos

Els clons i la procedencia dels AcMos utilitzats per I'analisi per citometria de I'expressié dels
diferents marcadors limfocitaris i leucocitaris al llarg d’aquesta tesi van ser els seguents: CD5
(53-7.3), CD4 (RM4-5), CD8a (53-6.7), CD24 (M1/69), TCR-Va2 (B20.1TCR-VB6 (RR4-7), TCR
-VB6 (RR4-7), TCRy (GL-3) i TCRB (H57-597), CD45.1 (A20), CD45.2 (104) i c-kit/CD117
(2B8) de BD Biosciences; CD62L (MEL-14), CD44 (IM7), CD69 (H1.2F3), CD3 (145.2C11),
FoxP3 (3G3), de TONBO Bioscience; CD25 (PC61.5), CD19 (6D5), CD161 (PK136), CD6
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(0X129), CD34 (MEC14.7), Sca-1 (E13-161.7), FcgRII/I (93) i CD135 (A2F10) de BioLegend;
and Nur77 (12.14) de eBioscience. Agquests AcMos van ser utilitzats conjugats a diferents
fluorocroms (veure Taula Il) per facilitar 'analisi simultani de diferents marcadors cel-lulars. La
viabilitat es va mesurar utilitzant una sonda de viabilitat violeta o vermella (LIVE/DEAD Viability,

Life Technologies).

3.2.2 Estudi de poblacions limfocitaries en ratolins CD6™

Per al fenotipat i caracteritzacié de les poblacions dels ratolins CD6” es van estudiar els
principals organs limfoides tant primaris (timus, moll d’os) com secundaris (melsa i noduls
limfatics inguinals, axil-lars i braquials). Es van recollir els organs en tampo fosfat sali
(phosphate buffered solution; PBS) enriquit amb sérum bovi fetal (fetal bovine serum; FBS) al
2-5%, i en el cas de la melsa es va tractar durant 30 min a 37°C amb col-lagenasa (1mg/mL;
Roche) i DNAsa (0.1mg/mL; Roche). A continuacid, es van disgregar les melses i els noduls
limfatics (LN) a través d’un filtre de 40 uM (Cell strainer 40um Nylon, Biologix) amb l'ajut d’un
embol de xeringa de 2 mL i es va recollir la suspensié cel-lular en falcons de 45 o 15 mL,
respectivament. Es va rentar amb PBS/FBS 2-5% i resuspendre la melsa en 10 mL i els noduls
limfatics en 2 mL. En el cas de la melsa, s’havia fet préviament una lisi d’eritrocits amb 1 mL de
1x RBC lysis buffer (eBioscience) durant 3 min. Per al comptatge cel-lular, es va fer una dilucié
1/20 de les suspensions cel-lulars i es van afegir 10 pL en una camera de comptatge de plastic
(KOVA 10 chamber, HYCOR Biomedical). Després del comptatge, es va ajustar i separar 1x10°
cél-lules per al seu marcatge amb anticossos conjugats per citometria. Abans del marcatge, les
cél-lules es van incubar amb una solucié de bloqueig amb l'anticos anti-CD16/32 (2.4G2;
TONBO Bioscience) en PBS/FBS 2% o bé amb PBS-FBS 10% per evitar unions
inespecifiques, i posteriorment es va fer una incubacié amb el mix corresponent d’anticossos
durant 30 min a 4°C. Passat aquest temps, es van fer dos rentats i es va procedir a la lectura

de les mostres al citometre.

El protocol de processament del timus va ser com el descrit, perd degut a I'alta concentracio
cel-lular les suspensions cel-lulars es resuspenien en 15 mL de PBS/FBS 2% abans del

comptatge.

En el cas de tincions intracel-lulars per a marcadors nuclears (FoxP3 i Nur77) es van seguir les
instruccions donades pel fabricant dels kits utilitzats per a fixar i permeabilitzar les cél-lules
(Transcription factor Fix/Perm, TONBO Bioscience). Breument, a continuacié del marcatge de
superficie amb els corresponents AcMos es va rentar i es va fixar/permeabilitzar les cél-lules
amb la soluci6 proveida pel fabricant durant 30 min i es va rentar i bloquejar durant 15 min amb

PBS-FBS 5%. Es va rentar i es va incubar I'anticos intracel-lular durant 30-60 min.

Les principals combinacions (panels) d’AcMos i fluorocroms per a I'estudi de les poblacions
d’origen limfoide a cadascun dels teixits dels ratolins CD6" i CD6"™ es mostren a la Taula II.
Concretament es van utilitzar panels per analitzar els progenitors hematopoétics al moll d’os

(panels 1-3), estudi que es va realitzar en col-laboraci6 amb les Dres. Maria Luisa Gaspar i
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Isabel Cortegano (Centro Nacional de Microbiologia, Instituto Carlos Ill, Majadahonda, Madrid),
aixi com les poblacions timiques majoritaries i la seleccié al timus (panel 4), les poblacions
limfocitaries majoritaries en melsa i LN (panel 5), les poblacions NK, NKT, TCRyd, TCRap i

Treg en tots tres organs (panels 6 i 7), i 'expressié de Nur77 (panel 8-9).

Taula Il. Panels d’AcMos utilitzats per I'analisi dels ratolins CD6™"

Laser Vermell

La?f(SS\Qr?ql)Eta Laser Blau (488nm) (633 nm)
Panel 450/50 530/30 585/42 670LP 780/60 660/20 780/60
Pacific Blue FITC PE Percp-Cy5.5 PE-Cy7 APC  APC-Cy7
1 CD34 FcgRII/N CD6 Sca-1 CD135 CD117
2 CD141 CD150 Sca-1 CD117
3 CD11b/Macl Grl F4/80 Sca-1 CD117
4 CD69 CD24 CD8 TCRB CD5 CD4 Viabilitat
5 CD8 CDh44 CD19 CD3 CD4 CD62L  Viabilitat
6 CD8 CD4 NK 1.1 TCRB TCRy CD3 Viabilitat
7 Viabilitat CD4 FoxP3 CD8 CD5 CD25
8 Viabilitat Nur77 CD6 CD8 CD5 CD4
9 Viabilitat Nur77 CD8 CD44 CD4 CD62L

3.2.3 Estudi de poblacions limfocitaries en animals CD6"i transgénics per
diferents TCR

Aquests ratolins es van analitzar al laboratori dels Drs. Marie i Bernard Malissen al CIML
(Centre d’Immunologie de Marseille-Luminy; Franca). El procediment per tractar els organs va
ser el mateix descrit més amunt, excepte que per al comptatge es va utilitzar un comptador

automatic (Nexcelom).

Les mostres es van llegir en un citometre FACS LSR Il de quatre lasers, el que va permetre
ampliar el panel d’anticossos i fluorocroms. Els anticossos conjugats en aquest cas van ser:
Per al timus anti-CD5 BV421, anti-CD4 BV650, anti-CD8 BV711, anti-CD69 APC, anti-CD3
APC-Cy7, anti-CD24 PE-Cy5; i per la periféria anti-CD5 BV421, anti-CD4 BV650, anti-CD8
BV711, anti-CD62L APC, anti-CD3 APC-Cy7, anti-CD19 PE-Cy5, anti-CD44 PE-Cy7. Per a
determinar les cél-lules portadores del transgen pel TCR es va utilitzar en el cas dels ratolins
OT-1 un anticos anti-TCR-Va.2 FITC i en el cas dels ratolins Marilyn un anti-TCR-V(3.6 PE.
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3.3 Estudis immunoquimics

3.3.1 Analisi de I’alliberacio de calci intracel-lular
3.3.1.1 Estudi de calci per microscopia

La mesura dels nivells de Ca®* intracel-lular utilitzant un microscopi de fluorescéncia es va fer
en col-laboraci6 amb el grup del Dr. Rubén Vicente (Universitat Pompeu Fabra, Parc de
Recerca Biomeédica de Barcelona). Es van carregar 8x10° cél-lules de timus o melsa —
processades com s’ha descrit anteriorment- amb 4,5 pM de Fura-2 AM (Molecular Probes)
durant 30 min a 37°C en contacte amb lamines de vidre tractades préviament amb poli-L-lisina
per immobilitzar les cél-lules. A continuacié es van disposar les cél-lules en un portaobjectes
per la seva lectura al microscopi de fluorescéncia (Olympus 1X70). Es va comencar a
enregistrar a t= 0 i les cél-lules van estar dos minuts en medi sense calci. Als 2 min es va afegir
'anticds anti-CD3 (clona 145.2C11; BD Pharmingen) i es va seguir enregistrant durant 10 min.
Al minut 12 es va afegir un anticdos secundari anti-lgG de hamster armeni (Jackson Immune
Research) i es va continuar enregistrant durant 10 min més. Els increments de calci estan
representats com el ratio de fluorescéncia emesa (a 510 nm) després de I'excitacié a 340 i 380
nm, relatiu al ratio mesurat abans d’estimular les cél-lules (Fura-2 ratio 340/380). Tots els
experiments es van dur a terme a temperatura ambient (TA), i les cél-lules es van mantenir en
una solucié que contenia 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.2 mM CacCl,, 0.5 mM MgCl,, 5 mM
glucosa, 10 mM HEPES (300 mosmol/l) ajustada a pH 7.4 amb Tris.

3.3.1.2 Estudi de calci per citometria

La mesura per citometria de flux dels nivells de Ca®* intracel-lular es va fer al laboratori dels
Drs. Bernard i Marie Malissen (CIML, Franga). En primer lloc es van preparar 100 mL de soluci6
salina de Hank (Hank’s balanced salt solution; HBSS) lliure de Ca®" i Mg®* enriquit amb 0.1%
BSA, 25mM HEPES, 1 mM Ca®* i 1 mM Mg*. Es va deixar en agitacié i es va cobrir la solucié
amb parafilm per evitar 'oxidacio. A continuacié es van processar els timus i melses com s’ha
descrit previament, pero després del contatge les cel-lules es van resuspendre en HBSS i es
van extraure 2.5x10° cél-lules per I'assaig, les quals es van passar a tubs de citometria. Es va
rentar afegint 2 mL d’HBSS i centrifugar a 1500 rpm, i es van resuspendre les cél-lules en 250
WL que contenien 2.5 pL de Indo-1 (dilucié 1/100 de I'stock 2.5mM; Molecular Probes). Es va
incubar durant 20 min a 37°C. Després, es va rentar un altre cop i es van resuspendre les
cél-lules en 200 pL d’'un coctel d’AcMos que contenia anti-CD4 PE i anti-CD8 APC, i es va
incubar 10 min a TA. Per acabar la tincié, es va rentar i resuspendre les cél-lules en 100 pL
d’HBSS. Per a la lectura i adquisicié6 de mostres es va utilitzar un citometre FACS LSR Il. El
protocol d’estimulacié va ser lleugerament diferent al aplicat a I'estudi de calci per microscopia.
En el cas dels timocits, es va enregistrar durant 30 s, es van afegir 2.5 ug d’AcMo anti-CD3
(145.2C11) biotinat i es va enregistrar durant 4.5 min, moment en que es va fer afegir

estreptavidina (SAv) a 10 pg/mL (Pierce). Per a I'estimulacié d’esplendcits, en canvi, es van
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afegir els 2.5 ug d’anti-CD3 biotinat abans d’adquirir la mostra al citdmetre, seguidament es va

enregistrar durant 1 min i es va afegir SAv.

3.3.2 Analisi per Immunoblot de molécules senyalitzadores intracel-lulars
Estimulaci6 cel-lular

Es van estimular timocits amb anti-CD3 sol o en combinacié amb anti-CD4 i es va avaluar la
fosforilacié de proteines intracel-lulars en general i especifiques de la via del TCR. Per a
I'extraccio i processament del timus i la melsa es va seguir el protocol descrit préviament, amb
I'excepcid que els drgans es van mantenir i tractar amb medi RPMI sol (no complet, veure
annex) i a TA. Un cop realitzat el comptatge, es van separar de 15 a 30x10° cél-lules per punt
d’estimulacio i es van recollir en diferents tubs de citometria. Es van mesurar tres punts per a
cada genotip CD6"" 0 CD6™: t=0 0 sense estimulacié, t=2 min i t=5 min. Es van rentar els tubs
afegint 2 mL de medi RPMI i centrifugant a 1500 rpm a TA. Després del rentat, es va extreure
el medi per aspiracio pero no es va resuspendre, sind que es van afegir directament 2.5, 5 0 10
Mg d’AcMo anti-CD3 biotinat, excepte en la condicié t= 0 o sense estimular, i segons la condicié
experimental, també 10 ug d’AcMo anti-CD4 biotinat. Acte seguit, es va donar un cop de vortex
als tubs i es van mantenir en un bany a 37°C. A partir d’aquest moment, es van afegir 50 yL de
medi RPMI i 50 UL de SAv i es va esperar fins als 2 0 5 min. Per aturar la reaccié es van afegir
100 pl de solucio de lisis (veure annex) i es va mantenir en gel durant 10 min. A partir d’'aquest

moment, es van processar les mostres en gel per evitar la degradaci6 proteica.

Preparacio de llisats totals

A continuaci6 es van passar les mostres a tubs eppendorfs, es van centrifugar a 14.000 rpm, 5
min a 4°C, i el sobrenedant es va traspassar a un tub nou, de manera que nuclis i DNA cel-lular
es quedessin concentrats a la part inferior de I'eppendorf. La mesura de la concentracié
proteica es va realitzar mitjancant el métode de Bradford, es va calcular el volum necessari per
recollir 60pug de proteina i seguidament es va traspassar a eppendorfs nous que contenien
tamp6 de Laemli, els quals es van mantenir a la campana de gasos, destapats, durant 15 min.
Passat aquest temps, es van bullir les mostres a 100°C durant 5 min, es va fer un spin a la
centrifuga a 14.000 rpm per fer baixar les gotes de vapor, i es van portar les mostres per a

carregar al gel.

Preparacio de gels SDS-PAGE

Per aquest proposit es va utilitzar el sistema Mini Protean Il (Bio-Rad) fent servir gels
d’acrilamida al 8% seguint les instruccions del fabricant (per a més informacié consultar
http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_5535.pdf). Breument, primer es
van unir els dos vidres i es van ajuntar amb el suport, es van afegir 40 mL de solucio lower i
una mica daigua destil-lada amb l'ajut d’'una pipeta Pasteur per evitar la formacié de

bombolles. Es va deixar polimeritzar la solucié durant 1 h, i seguidament es va retirar 'aigua, es

70



3. Materials i métodes

van muntar les pintes i es van afegir uns 10 mL de solucio stacking, el qual es va deixar

polimeritzar durant 45 min.
Carrega del gel i migracio proteica

Un cop el gel polimeritzat al seu suport, es van retirar les pinces i es va netejar cada carril amb
I'ajuda d’una xeringa i solucié running per fer sortir les bombolles que s’haguessin quedat. Al
primer carril es va afegir el marcador i a continuacié es van carregar fins a 100 pL de les
mostres. Als carrils que quedaven buits es va afegir tamp6 de Laemli 1x. Un cop finalitzat, es
va posar el voltatge a 150 V durant una hora per a que les mostres passessin la part de
stacking. Passada la hora, es va augmentar el voltatge a 200 V i es va deixar que les proteines

migressin durant 2 h 30 min.

Transferéencia

Per a la transferéncia es va utilitzar el sistema Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad) seguint les
instruccions  del fabricant (per a més informaci6 consultar  http://www.bio-

rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/Bulletin_2895.pdf). Breument, es va agafar un paper

whatman i es van tallar dos parts iguals de 20x15 cm. A continuacid, es va extraure el gel del
suport amb les proteines ja migrades i es va tallar a una mida de 15.5 x 13 cm. Es va activar la
membrana de nitrocel-lulosa (Thermofisher) submergint-la durant 30s en metanol, i a
continuacioé es va rentar amb aigua destil-lada i en agitacié6 durant 10 min. Finalment es va
muntar el suport de transferéncia, es van eliminar les bombolles, i es va omplir la cubeta on es
va col-locar el suport amb solucié de transferéncia. Es va posar el voltatge a 40 V i es va deixar
durant 2 h.

Western Blot

Un cop les proteines transferides a la membrana, aquesta es va bloquejar aguesta amb BSA o
llet desnatada al 5% (nonfat dry milk, Cell Signalling), depenent del que necessités I'anticos,
durant 1 h. Passat aquest temps, es va afegir directament I'anticos desitjat i es va incubar el
temps optimitzat per cadascu dels I'anticossos utilitzats: anti-fosfo-Tyr totals (p-Tyr; clona 4G10;
Millipore), anti-fosfo-Zap-70 Y319/Syk Y352 (p-ZAP-70; policlonal; Cell Signalling ), anti-fosfo-
p44/42 MAPK T202/Y204 (pERK; clona E10; Cell Signalling), anti-fosfo-SLP-76 Y128 (BD
Pharmingen), anti- fosfo-SLP-76 S376 (Cell Signalling), anti-fosfo-PLCy Y783( Cell Signalling) i
anti-fosfo-Lck Y505 (Cell Signalling); anti-SLP-76 (policlonal; Cell Signalling), anti-Vav (clona B-
6; BD Pharmingen) i anti-p44/42 MAPK (policlonal; Cell Signalling). Passat el temps
d’'incubacié, es va rentar tres cops en agitacié amb PBS Tween 0.01%, i a continuacié es van
afegir els anticossos secundaris conjugats a fluorocroms CF680 i CF770 (Sigma). Finalitzada la
incubacio, es va rentar tres cops amb PBS Tween 0.01% i es va llegir en un escaner de dos
colors per infrarojos utilitzant el software Odyssey. En el cas de aprofitar la membrana per un
segon marcatge, es va deixar aquesta en solucié stripping (Thermofisher) durant 30 min en

agitacio, es va rentar tres cops, i es va bloquejar 30 min abans d’afegir el seglient anticos.
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3.3.2 Analisi per citometria de molécules senyalitzadores intracel-lulars

Per a la tinci6 intracel-lular de fosfo-ERK (p-ERK), les cél-lules es van estimular com s’ha
descrit préviament. No obstant, en comptes d’afegir TNE 2x per obtenir els llisats totals, les
cel-lules es van retirar, rentar i marcar amb anticossos anti-CD4 APC i anti-CD8 FITC per a
citometria de flux com s’ha descrit anteriorment. Passats 30 min d’incubacié, les cél-lules es
van fixar i permeabilitzar, i es van incubar amb el mateix anticos primari anti-pERK utilitzat per
al Western Blot. Es va incubar 1 h, es va rentar, i seguidament es va incubar amb un anticos
secundari anti-lgG de ratoli conjugat a PE (Biolegend). Passats 30 min, es va rentar amb

PBS/FBS 2% i es van llegir les mostres al citometre.

3.4 Cultius cel-lulars

Donat que els cultius cel-lulars s’han de mantenir en condicions esteérils, la melsa i LN dels
animals CD1 i C57BL/6 geneticament modificats 0 no, es van extraure sota campana a
I'estabulari de la Facultat de Medicina (UB) i es van mantenir en medi RPMI (LONZA) complet
(10% FBS, 10 mM HEPES, 1 mM Sodium pyruvat, 50 yM B-Mercaptoethanol, Penicilina-
Glutamina-Streptamicina en gel). El processament dels organs es va fer seguint el protocol

descrit préviament, pero sota campana de flux laminar.

3.4.1 Estudi de la secreci6 de citocines d’esplenocits

Els esplendcits obtinguts es van sembrar per triplicat en una placa de 48 pous a la concentracié
final de 6x10° cel/mL en medi RPMI complet i es van incubar amb Zymosan (20 pg/mL, Sigma),
LPS (1 pg/mL, Sigma) o LTA (10 ug/mL, Sigma) segons condicié experimental i experiment. Es
va deixar sempre com a control negatiu un pou amb esplendcits sense estimuls per tenir el
nivell basal de citocines i es va considerar com a t=0. Passades 2, 4 o 18 h (segons
experiment) es van recollir els sobrenedants i es van utilitzar 50 pL per a analitzar les citocines
IL-6, IL-10, IFN-y o TNF-a (segons experiment) amb el kit ’ELISA corresponent (Bioscience)
seguint les instruccions del fabricant. Les mostres es van llegir en un espectrofotometre (Gen5

1.09, Epoch, Biotek) a una longitud d’'ona de 450 nm amb un factor de correccié de 620 nm.

3.4.2 Estudi de la proliferacio de cél-lules T aillades

Es va realitzar un estudi per avaluar la proliferacié de cél-lules T aillades de teixits limfoides
secundaris (melsa i LN) en preséncia i abséncia de CD6 després d’'una estimulacio a través del

TCR amb anti-CD3 sol o en combinacié amb anti-CD28.

Sensibilitzacié de la placa amb anti-CD3

El dia abans a I'experiment, es va agafar una placa de 96 pous i fons pla (Jetbiofil). Sota
campana de flux laminar, es va preparar en PBS estéril les diferents concentracions d’anti-CD3

purificat (clona 145.2C11; TONBO Bioscience), les quals depenent de I'experiment eren de 0.1,
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0.5, 1 0 5 yg/mL. Es va precintar la placa amb parafilm i es va deixar a 4°C durant tota la nit
(OIN).

Separaci6 de cél-lules T perifériques CD4"i CD8" per seleccié negativa

Per als estudis d’activacio i proliferacié es van utilitzar cél-lules T CD4" i CD8" de teixits
limfoides secundaris, aillades per seleccié negativa mitjancant el kit Dynabeads Untouched
mouse T cells (Life Technologies) seguint les instruccions del fabricant. Breument, després del
processat i comptatge, es van ajustar les cel-lules a 1x10® cel/mL en solucio d’aillament (veure
annex), i es va transferir la quantitat desitjada de cél-lules per I'assaig en tubs de 15 mL
(Falcon). A continuacié es va afegir directament FBS 5% per bloquejar aixi com el mix
d’anticossos proveits pel fabricant contra tots els tipus cel-lulars excepte les cél-lules T. Es van
incubar els anticossos 20 min a 4°C, i seguidament es va rentar afegint 10 mL de solucio
d’aillament i centrifugant a 1500 rpm. Es va resuspendre en el volum adequat de Mouse
Depletion Dynabeads i es van incubar en rotacié durant 15 min a TA, permetent que aquestes
s’unissin als anticossos units préviament a les cél-lules per descartar. Tot seguit, es va afegir
Isolation buffer i es van col-locar els tubs Falcon en un iman proveit pel fabricant (DynaMag;
Life Tehcnologies) durant 2 min per tub. Durant aquest temps, les Dynabeads juntament amb
les cél-lules per descartar eren atretes per I'imant als laterals, deixant lliure el sobrenedant amb
cél-lules T CD4" i CD8". La puresa del procediment va variar del 87 al 96% segons el dia, tal i

com es va comprovar per citometria de flux.

Marcatge amb Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)

Per al marcatge amb CFSE, primer es van rentar les cél-lules amb PBS 1x a 4°C. A continuaci6
es van resuspendre a una concentracié de 1x10° cel/mL en PBS enriquit amb 5% FBS, i es va
afegir el CFSE a una concentraci6 final de 0.5 pM (CFSE, Life Technologies). Es va invertir el
tub repetidament per assegurar una correcta dissolucid i es va incubar 15 min a TA i protegit de
la llum. Passat aquest temps, es van rentar les cél-lules un primer cop amb PBS 1X/FBS 5%, i
un segon cop amb medi RPMI complet. A I'Gltim pas es va ajustar a una concentracioé de 1x10°

cel/mL.

Induccio de proliferacio cel-lular

Abans d’afegir les cél-lules marcades amb CFSE per a estudiar la proliferacio, es va retirar el
PBS present a la placa utilitzat per a la sensibilitzaci6 amb anti-CD3 amb una pipeta multi-
canal, i es va realitzar un rentat per eliminar qualsevol excés d’anticos afegint més PBS esteéril i
retirant-lo posteriorment. Tot seguit, es van afegir 1x10° cél-lules T marcades amb CFSE i
resuspeses en medi RPMI complet, i si es volia determinar la proliferacié induida per anti-CD3 i
anti-CD28, s’afegia també anti-CD28 soluble (clona 37.51; TONBO Bioscience) a una

concentracié de 1 pg/mL i es deixava en cultiu durant 72 h.
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Marcatge i lectura cel-lular

Passades 72 h es va comprovar al microscopi la morfologia de les cél-lules i la formacié de
clusters per confirmar que s’havia dut a terme una expansid cel-lular. A continuacié es van
tenyir les cel-lules amb anti-CD4 APC, anti-CD8 PE i control de viabilitat APC-Cy7 en placa
seguint el procediment descrit anteriorment, perd augmentant la velocitat de centrifugacié dels
rentats de 1500 a 1800 rpm. Per determinar el percentatge de cél-lules proliferants, es va
establir el control negatiu de CFSE utilitzant cel-lules sense estimular que no s’havien dividit i
gue presentaven la intensitat maxima de CFSE. Es va considerar que totes les cel-lules amb

una intensitat menor de CFSE (CFSE'°) havien proliferat.

3.5 Estudis in vivo

3.5.1 Proliferacio (BrdU)
Timus

Per a mesurar la proliferacié al timus in vivo, es va utilitzar el kit BrdU (FITC BrdU Flow kit; BD
Pharmingen). Es va injectar via i.p. 1 mg per animal de la solucié BrdU proveida pel fabricant, i
passades 2 o 6 h, segons metodologia, es van sacrificar els animals i es van processar i
preparar per tenyir els timus com s’ha descrit préviament. En aquest cas, la combinacio
d’anticossos i fluorocroms utilitzada va ser la seglent: anti-CD4 PE-Cy7, anti-CD8 APC, anti-
CD69 eFluor450, anti-TCRB Percp-Cy5.5, anti-CD24 PE, anti-BrdU FITC i control de viabilitat
APC-Cy7. Es va analitzar i es van considerar com a ceél-lules que havien proliferat les cél-lules
BrdU".

Teixits limfoides secundaris

En aquest cas es va utilitzar BrdU liofilitzat (Sigma) que es va pesar i es va afegir a I'aigua de
beure dels animals estabulats a una concentracié de 0.8 mg/mL (Parretta et al., 2008) durant 7
dies. L'aigua es va renovar cada 2 dies. Passat aquest temps es van sacrificar els animals, es
va extraure la melsa i els LN i es van tenyir amb la seglent combinacié d’anticossos: anti-CD4
PE-Cy7, anti-CD8 PE, anti-CD44 Percp-Cy5.5, anti-CD62L APC, anti-BrdU FITC i control de
viabilitat eFluor450. Es va analitzar i es van considerar com a ceél-lules que havien proliferat les

cél-lules BrdU".

3.5.2 Apoptosi

La mesura de l'apoptosi al timus es va dur a terme amb el kit Annexin/7TAAD (Immunostep).
Després de tenyir els timocits amb els anticossos conjugats per citometria, es van resuspendre
les cél-lules en 400 pL de tampd d’Annexina proveit pel fabricant, i es van afegir 10 yL del vial
stock d’Annexina i 10 pL de 7AAD. Passats 15 min d’incubacié a TA, es va procedir a

'adquisicio de les mostres al citometre de flux. A efectes practics, no es va distingir entre
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apoptosis immediata i tardana, sin6 que es van considerar cél-lules apoptotiques aquelles
cél-lules Annexin*/7AAD" i Annexin’/7AAD'".

3.5.3 Resposta a un antigen dependent de cél-lules T

+/+

Es van utilitzar femelles CD6"™" i CD6™ de 8-10 setmanes, i es van immunitzar una primera
vegada via i.p. amb 50 pg de I'hapté TNP (Trinitrofenil) conjugat a KLH (Keyhole Limpet
hemocyanin) en 400 pL de PBS i adjuvant complet de Freund (complete freund adjuvant; CFA)
a dia 0. Es va recollir sérum dels animals a dia 0 i a dia 7 a través de la vena mandibular. A dia
14 es va recollir el serum i es va administrar una segona immunitzacio via i.p. amb 50 pg de
TNP-KLH sense CFA. L'ultima extraccid i sacrifici dels animals es va fer a dia 21 post-primera

immunitzacio.

Els nivells d’anticossos especifics per TNP es van determinar per ELISA. Breument, les
plaques es van sensibilitzar O/N amb 3 pg/mL de TNP.g-BSA (Biosearch Technologies) diluit
en PBS, després es va rentar amb PBS 0.05% Tween 20 i bloquejar amb PBS enriquit amb 2%
BSA durant 1 h a 37°C. A continuaci6 es va dur a terme una corba de titulacié del sérum per a
cada anticos i es va seleccionar la millor dilucié (1/500), es van agafar 100 pL de serum i es
van incubar a la placa durant 1 h a TA. Per determinar els nivells dels diferents isotips
d’anticossos anti-TNP al sérum es van utilitzar anticossos biotinats d’ovella anti-IgM, -IgG1, -
1gG2b, -1IgG2c i -IgG3 (Jackson Immunoresearch Laboratories) i es van incubar durant 1 h a
TA. Després de tres rentats, es va afegir el conjugat d’estreptavidina conjugant a (3-peroxidasa
(SAv-POD (Roche Diagnostics) durant 30 min a TA, i a continuacio es va revelar amb 100 pL
de TMB (Tetrametilbenizidina, BD Bioscience) durant 30 min a TA protegit de llum. Per aturar la
reacci6 es van afegir 100 uL d’acid sulfuric 0.5 M a cada pou. L’absorbancia es va mesurar en
un lector d’ELISA a una densitat de 450 nm.

3.6 Quimeres competitives de moll d’os

Aquest experiment es va dur a terme amb la col-laboracié dels Drs. Marie i Bernard Malissen
(CIML, Marsella, Franca). Per a I'experiment, es van utilitzar com a hostes/receptors ratolins
transgenics de 8 setmanes deficients per la cadena epsilon de CD3 (CD3-£A5/A5) disponibles al
CIPHE (Centre d’lmmunophénomique) de Marsella. Aquests ratolins tenen un bloqueig de la
maduracio timica a I'estadi DN3, i en consequéncia presenten una abséncia total de cél-lules T
madures en periféria (Malissen et al., 1995). Per buidar el moll d’os dels ratolins hostes CD3-
2%/ | afavorir la reconstitucié amb les cél-lules dels ratolins donants, es van irradiar els ratolins
amb una unica dosi de 300 rads. Per a I'extraccié del moll d’os dels ratolins donadors CD45.1 i
CD45.2 silvestres o WT (WT45.1 i WT45.2), i CD45.2 deficients per CD6 (KO45.2), es va
seguir el seguent protocol. Es van recollir a I'estabulari les dues tibies i els dos fémurs en
condicions estérils, i es van mantenir a TA en PBS 1x. Al laboratori, sota campana, es va
extraure I'excés de muscul i es van submergir els ossos nets en etanol al 70% durant 1 min. A

continuacio es van tallar les dues puntes de cada os i es va introduir una xeringa amb agulla de
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25G carregada amb medi RPMI complementat amb 3% FBS i 25 nM HEPES. Es va pressionar
per un extrem per expulsar el moll d’os i es va recollir en una placa de Petri, fent-lo passar tot
seqguit per un filtre de 100 um i recollint-lo en un tub de 45 mL (Falcon). Seguidament es va
centrifugar i aspirar el sobrenedant, i es van afegir 3 mL de solucid6 de lisis (descrit
anteriorment) durant 3 min. Després de rentar i contar, es va ajustar la concentracié a 20x10°
cel/mL, i a continuacié es va retirar la concentracié adequada per als segiients grups: 4x10°
cel-lules al grup WT45.1 o KO45.2 sals, i 2x10° de cél-lules WT45.1 amb 2x10° de WT45.2 o
KO45.2 (segons grups). Seguint aquest protocol, es va injectar per via intravenosa (i.v.) un total
de 4x10° cél-lules per animal. Paral-lelament, es va fer una tinci6 amb anti-CD45.1 i anti-
CD45.2 de les mescles injectades als dos grups experimentals (WT45.1/WT45.2 i
WT45.1/K045.2) per comprovar el percentatge de cél-lules real injectats als animals hostes.
Les quimeres es van mantenir en antibiotic (0.2% Bactrim; Roche) durant les 12 setmanes que
va durar la reconstitucid, punt en el qual es van sacrificar i es van analitzar els diferents organs

limfoides.

Per a l'analisi per citometria, apart dels marcadors habituals es van afegir els AcMos anti-
CD45.1 i anti-CD45.2 per poder discernir entre les cel-lules dels ratolins donadors. Els resultats
graficats estan expressats en forma de ratio de percentatge de cél-lules CD45.2 dividit entre el
percentatge de cel-lules CD45.1. En aquest cas les mostres es van llegir en un FACS LSR Il de

4 lasers.

3.7 Models animals de malaltia

3.7.1 Model de xoc séptic induit per zymosan

Es va dur a terme un model de xoc séptic de zymosan seguint la metodologia préviament
descrita (Genovese et al., 2004). Primer es van pesar els ratolins un dia abans de
I'administracié de zymosan (lot BCBF4509V, Sigma) per ajustar la dosi del compost d’acord al
seu tamany. Es va pesar i dissoldre el zymosan en solucié salina, i es va injectar el volum
calculat als animals via intraperitoneal (i.p.). Durant els tres primers dies (fase aguda) es va fer
un seguiment dels animals dos cops per dia per injectar 0.1mg/kg de Buprenorfina (RB
Pharmaceuticals) per mitigar el dolor, controlar la mortalitat, pesar-los i valorar parametres
clinics. La medicio dels parametres clinics es va fer a cegues entre dues persones i es va
valorar la gravetat puntuant del O al 3 els seglents parametres, sent 0 'abséncia de simptoma i
3 el valor més greu de cada parametre: pél ericat, letargia, conjuntivitis i diarrea. Aquests valors
es troben representats com la mitjana dels quatre parametres per cada animal, juntament amb
la £SEM. Cada parametre es mesurava individualment, i quan un animal cursava amb valor
maxim de 3 en un 0o més parametres, es practicava I'eutanasia amb una sobredosis d’isoflura

(Esteve) i comptabilitzava com a mort.

En el cas dels experiments amb animals CD1 i C57BL/6, es va injectar 25 pug de rshCD5 a

diferents temps. En I'experiment on s’injecta també IFNy muri recombinant (rmIFNy, Genscript),
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es van administrar 5 ng de la citocina recombinant. Per a la determinacié de citocines en
sérum, s’extreia la sang per puncié cardiaca i es practicava I'eutanasia dels animals amb

sobredosi d’isofluora.

Per a lanalisi de les citocines es va utilitzar els kit Cytokine Mouse 10-Plex Panel
(LifeTechnologies) el qual permet avaluar 10 citocines diferents (GM-CSF, IFNy, IL-18, IL-2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 (p40670) i TNFa) en la mateixa mostra. Es va seguir el protocol

proveit per el fabricant.

3.7.2 Model d’artritis induida per col-lagen (CIA)

La inducci6 del model va ser dut a terme en col-laboracié amb el grup dels Drs. JesUs Merino i
Ramaén Merino (Instituto de Biomedicina y Biotecnologia de Cantabria, CSIC-UC-SODERCAN,
Santander) seguint protocols préviament establerts (Postigo et al., 2012). Es van utilitzar
ratolins mascles de 8-12 setmanes i es van immunitzar un sol cop amb 150 ug de col-lagen de
pollastre de tipus Il dissolt a una concentracié de 2 mg/mL en 0.05M d’acid aceétic, i emulsionat
amb adjuvant complet de Freund (CFA) amb 4 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis
(Chondrex) en un volum final de 150 pL. L’avaluacié clinica de lartritis es va dur a terme
setmanalment d’acord a uns valors de 0 a 3: 0= sense inflamacié (articulacié normal); 1=
inflamaci6 detectable i/o eritema; 2=inflamacié en >1 articulacio; 3=inflamacié a tota la pota i/o
anquilosis. Es va mesurar cada pota i sumar els seus valors, amb un valor maxim de 12 per
animal. La quantificacié d’anticossos anti-col-lagen es va fer mitjangant ELISA i la mesura de

les citocines a través de PCR quantitativa a temps real (QPCR), com es descriu a continuacio.
ELISA

Per la valoracié dels nivells d’anticossos anti-col-lagen tipus Il (CIl) presents al serum de
ratolins immunitzats es van incubar plaques d’ELISA (Maxisorb; Nunc, Wiesbaden, Germany)
O/N a 4°C amb CIl a 1 pg/ml, 100 pl/pouet (Immunization Grade Bovine Type Il Collagen
Solution, Chondrex, Inc), utilitzant una solucié especifica per afavorir la uni6 a la placa (solucio
aquosa amb Tris-HCI 0.05 M, pH 7.5 y NaCl 0.2 M). Després de rentar amb PNT, les plaques
van ser incubades durant almenys 2 h amb solucié de bloqueig (PNT-1%BSA) per evitar les
unions inespecifiques, i després de rentar altre cop amb PNT, es van afegir els sérums
experimentals (100 yL/pouet) que van ser analitzats per duplicat en un rang de dilucions
1:1000. Com a control positiu i per a la creaci6 de la recta patrd, es van utilitzar un pool de
serums analitzats previament amb nivells elevats d’anticossos anti-Cll. Després de 3 h
d’'incubacié a TA, les plaques préviament rentades es van incubar durant 3 h amb anticossos
especifics anti-lgG1 murina conjugats a fosfatasa alcalina (Sigma). La reaccié enzimatica es va
valorar afegint 100 pL/pouet d’una dilucié de pNPP (4-nitrophenyl phosphate disodium salt
hexahydrate, Sigma) com a substrat per la fosfatasa alcalina, utilitzant un equip Multiskan® FC

(Thermo Scientific) amb un filtre de 405 nm.
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Extraccio de RNA

Al moment del sacrifici dels ratolins, es van extraure les potes i es van congelar per a dur a
terme estudis de RNA. Posteriorment, les potes congelades es van triturar amb I'ajuda d’un
morter de porcellana (Fisher Scientific) i uns 200 mg de teixit es van mesclar amb 1 mL de
Trizol (Invitrogen), deixant actuar durant 15 min a TA i centrifugant posteriorment en fred a
13.000 rpm durant 8 min. Després de la centrifugacid, es va recollir la fraccié liquida i es van
afegir 200 pL de cloroform (Chloroform, 299.8%, A.C.S. reagent; Sigma) per cada mL de Trizol
inicial, agitant vigorosament i deixant actuar uns 2-3 min a TA. A continuacio es van centrifugar
les mostres a 13.000 rpm durant 20 min obtenint tres fases. Es va recollir la fase superior
transparent, i es van afegir 500 pL de isopropanol (Sigma) per cada mL de Trizol inicial. Es va
deixar actuar durant 10 min a TA i es va centrifugar a 13.000 rpm, 10 min a 4°C obtenint
d’aquesta manera un pelet blanquindés que contenia el RNA pur. Després de descartar el
sobrenedant es va afegir 1 mL d’etanol fred al 75% en H,O DEPC (dietil pyrocarbonada)
centrifugant altre vegada a 8.000 rpm, 5 min a 4°C. En aquest punt es va eliminar
completament I'etanol, i el pelet es va resuspendre en 20-30 yL de H,O DEPC, lliure de
RNAses. La seva concentracié es va determinar per densitat optica a 260 nm amb un

espectofotometre (Nanodrop 2000, Thermo Scientific).
Obtencié del cDNA

El RNA es va utilitzar com a motllo per la conversié a cDNA mitjangant retrotranscripcio inversa
a través del protocol aconsellat per I'enzim Super Script® Il reverse transcriptase (Invitrogen).
El procés es va dur a terme en tres fases, arribant a un volum total de 20 yL per mostra.
Inicialment es van mesclar 5 ug de RNA, 2 uL de primers (Invitrogen) i 1 yL de nucleotids
dNTPs a 10 mM (Bioline), i es van portar fins a un volum de 12 pL amb H,O miliQ estéril.
Aquesta mescla es va escalfar a 65°C durant 5 min per afavorir la unié dels primers al RNA. A
continuacio es van afegir 4 uL per mostra de solucié de primera cadena (First-strand Buffer 5X),
2 pL de DTT (ditiotreitol) i 1 pyL d’inhibidor de RNases (RNaseOUT Ribonuclease inhibitor,
Invitrogen), mantenint la mescla a 25°C durant 2 min. Finalment es va afegir 1 yL de I'enzim
transcriptasa inversa (SuperScript® Il Reverse transcriptase, Invitrogen), i aquesta mescla
completa va ser amplificada en un termociclador (VERITI, Applied biosystems) amb el segiient
protocol: 25°C-10"; 42°C-50’; 70°C-15’ i manteniment a 10°C.

gPCR

A partir del cDNA obtingut es va realitzar un estudi d’expressié de citocines a nivell articular
utilitzant la técnica de qPCR. Per a dur a terme lanalisi, es van utilitzar sondes TagMan
especifiques per diferents citocines (IL-1B, IL-6, IL-17A, IFNy, TNFa, TGFB) conjugades al
fluorocrom FAM (Applied biosystems), i en tots els casos es va amplificar paral-lelament el gen
de la GAPDH utilitzant una sonda especifica TagMan (Eurogentec) conjugada al fluorocrom
HEX. Independentment de la citocina analitzada, el protocol a seguir va ser similar al descrit a

continuacié. Es van utilitzar per reaccié en un volum final de 22 pL: 1-2 yL de cDNA (250-500
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ng), 11 pL de solucié (Premix Ex Taq 2X, TAKARA), 1,1 yL de la sonda de la citocina a
analitzar (Sonda 20X, Applied Biosystems) y 0,6 yL de GAPDH (de un pool de cebadors a 7.5
MM y sonda a 1.5 yM, arribant als 22 yL amb H,O miliQ esteril. A partir d’aquesta mescla, es
van sembrar duplicats de 10 yL en plaques de 96 pous que es van cobrir amb una coberta
adhesiva transparent (ABsolute QPCR Seal, Thermo Scientific). Utilitzant un equip detector de
fluorescencia per a qPCR (MX3005P, Stratagene), es van sotmetre al seglient protocol
d’amplificacio, estandarditzat per sondes TagMan: 2’-50°C; 10’-95°C i 40-45 cicles (15”-95°C,
1’- 60°C). Els resultats es van analitzar utilitzant el software MxPro-3005P amb el métode AACH,
representant I'expressié génica relativa de cada una de les citocines, normalitzada amb a
I'expressié de GAPDH.

Les sondes utilitzades per a determinar la quantitat de RNA de les citocines van ser les
seguents: IL-18: Mm00434228_m1, IL-6: Mm00446190_m1, IL-17a: Mm00439619_m1, TNFa:
MmO00443258_mf1, IFNy: MmO00801778_mf1, TGFB1: MmO00441724_m1, Tbet:
MmO00450960_m, IL10: MmM01288386_m1, IL2: Mm00434256_m1, FoxP3: Mm00475162_m1.

3.7.3 Model de cancer heterotopic (B16)

La linea cel-lular tumoral B16 es va fer créixer en cultiu en medi DMEM (Invitrogen)
complementat amb 10% FCS i 100Ul/mL de penicil-lina/estreptomicina en una atmosfera al 5%
de CO,. Els stocks d’aquestes linies es van mantenir a -80°C en FCS inactivat amb 10%
DMSO. En el procés de descongelat es va afegir rapidament medi de cultiu al criotub per diluir
el DMSO i evitar la seva citotoxicitat a TA. A continuacio es va centrifugar rapidament 5 min a
1000 rpm i resuspendre en el medi de cultiu esmentat. Després que les cél-lules arribessin a
una bona confluéncia, les cél-lules adherides van ser tripsinitzades amb Tripsina al 1X en PBS

durant 2 min a 37°C. A continuacié es van comptar per ajustar a la concentracié desitjada.

Per avaluar el creixement del tumor es van injectar 5x10* cél-lules via subcutania (s.c.) ala part
dorsal inferior dreta dels ratolins anestesiats amb Isofluora (Esteve) utilitzant una agulla de
23G. Cada dos dies es va mesurar el creixement del tumor in vivo mesurant el seu diametre
amb un peu de rei (Vernier calliper, Sigma). Un cop adquirit un determinat diametre per dos o
més individus (20mm maxim aproximadament), els ratolins van ser eutanitzats amb Isofluora,

es van extraure els tumors i es van pesar en una balanca (WNT-500, Coventry Scale).

3.7.4 Model d’infeccié mono/poli-bacteriana

El model d’infeccié polimicrobiana intraabdominal per lligacié i puncié del cec de I'intesti (cecal
ligation and puncture; CLP) es va realitzar segons un métode previament descrit (Rittirsch et
al., 2009). Primer es van anestesiar els ratolins amb ketamina (Imalgéne 1000) i xilacina
(Rompun). Després de desinfectar I'area abdominal amb un rentat amb etanol al 70%, es va
realitzar una incisio (1 cm) per sota el diafragma en el costat abdominal esquerra. Es va aillar el
cec de l'intesti, es va lligar i es va perforar dues vegades amb una agulla de 21G. Després de

pressionar suaument per alliberar una petita quantitat de materia fecal, el cec es va retornar al
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abdomen i es van cosir el muscul i la pell amb una agulla especialment dissenyada pel procés
(Black braided silk nonabsorbable surgical spool suture 4-0, Harvard Apparatus). Els ratolins
van rebre 0.05 mg/kg de Buprenorfina (RB Pharmaceuticals) just abans de fer la CLP i cada 12
h post-operacié. Els animals control es van tractar de la mateixa manera pero sense realitzar la
lligacié/puncio de lintesti. La superviveéncia es va monitoritzar diariament durant un periode de

1 setmana.

3.8 Analisis estadistic

Per analitzar les dades obtingudes en el diferents experiments es va utilitzar el programa
GraphPad Prism v5.0. Els tests estadistics indicats per a cada experiment es van realitzar amb

tots amb aquest programa.
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4.1 Analisi de les implicacions fenotipiques i funcionals de les
interaccions mitjangades per CD6: generacié i estudi d’un
model muri deficient (knockout) per a CD6

4.1.1 Generacio d’una linia de ratolins deficients en CD6

Per a estudiar la rellevancia de CD6 i les seves interaccions moleculars en la maduracio i
funcio de les cél-lules T, es va generar una linia de ratolins C57BL/6 deficients per a CD6 (CD6
knockout o CD6"') de tipus convencional (no condicional). Tal i com es descriu a I'apartat de
Metodologia, mitjangant técniques convencionals de recombinacid génica amb cél-lules mare
embrionaries (ES) es va induir una delecio6 dels exons del 3 al 6, corresponents als tres dominis
extracel-lulars i a la regi6 stalk que precedeix immediatament a la regié transmembrana (Fig.
4.1A). Cél-lules ES portadores de I'esmentada deleci6é es van implantar primer a blastocists i
després a femelles pseudo-prenyades C57BL/6 (a/a). Els ratolins quimerics resultants es van
creuar novament amb ratolins C57BL/6 (a/a) per seleccionar aquells que portaven la delecié a
la linia germinal i la transmetien a la seva descendéncia. Aixi es van obtenir inicialment un
mascle i una femella CD6"", els quals es van posar a creuar entre ells per obtenir ratolins
homozigots CD6™ aixi com germans cDe™* que permetessin establir linies estables d’ambdds
tipus de ratolins. Una vegada aconseguida aquesta fita, es va fer un analisi comparatiu de
I'expressio de CD6 en animals homo- o heterocigots per I'al-lel delecionat i silvestre (CD6™,
CD6" i CD6™). Com es pot observar a la Fig. 4.1B, I'analisi per citometria de flux de limfocits
madurs periferics (ndduls limfatics) va demostrar una correlacié directa entre la carrega genica i
els nivells d’expressio de CD6 a la membrana cel-lular, essent nuls a ratolins CD6™ i intermedis

+/+

a CD6" en relacié als seus germans CD6"". Una vegada comprovat també que els ratolins

CD6" eren fertils, no presentaven cap anormalitat a nivell fisic i es comportaven com els seus

+/+

germans CD6 es va procedir al seu analisi fenotipic i funcional comparatiu.
A B g
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Figura 4.1. Generacié d’un ratoli deficient de CD6. A) Representacié esquematica del gen cd6, el vector diana i
I'al-lel resultant de la modificacié génica. Es van eliminar els exons 3 al 6 corresponents a la part extracel-lular dels
dominis SRCR i la regié stalk. B) Analisi per citometria de flux de cél-lules CD3+CD19- provinents de noduls
linfatics de ratolins germans CD6™ (linia solida), CD6"" (linia ratllada) i CD6"(linia puntejada), marcades per
I'expressié de CD6 (mAb OX-129) o bé control sense marcar (fluorescence minus one; FMO).
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4.1.1.1 Estudi fenotipic de les principals poblacions limfocitaries en ratolins deficients en
CD6

A nivell de nimeros absoluts, els ratolins CD6" presentaven una cel-lularitat normal i

+/+

comparable a la dels seus germans CD6 """, pel que fa tant a nivell de moll d’os com de timus,
melsa i LN, indicant que I'abséncia de CD6 no comportava defectes quantitatius rellevants al

sistema hematopoétic i limfoide a nivell general (Fig. 4.2).

4004 o o CDe+/+ Figura 4.2. L’abséncia de CD6
e CD6-/ no modifica la cel-lularitat total
& 3004 o als diferents organs limfoides
= O o centrals i periférics. Nombre
z 2004 o (e] total de cél-lules a moll d'os
2 © (bone marrow, BM), timus, melsa

E OO ’ 1 1
(&) o Q (spleen) i noduls limfatics (LN)
100‘% & <, 0 danimals CD6" i CD6". Cada
(@ &5 punt representa un ratoli

0 @& S

BM Thymus Spleen LN individual amb la mitjana + SEM.

4.1.1.1.1 Moll d’os

S’ha descrit préviament que progenitors hematopoétics pluripotents molt immadurs
(CD34'rh0123™%°") expressen a la seva superficie no només CD166/ALCAM siné també la
propia molécula CD6 (Cortés et al., 1999). Aquesta expressio els hi permet establir interaccions
homo- i/o hetero-tipiqgues amb cél-lules estromals positives per a CD166/ALCAM que serien
rellevants per a una correcta nidaci6 i funcié hematopoética (Shiozawa and Taichman, 2014). A
la vista daquest precedents es va decidir realitzar un estudi de totes les series

+/+

hematopoeétiques en ratolins CD6" i cD6™ per avaluar possibles canvis quantitatius provocats
per I'abséncia de CD6. Per altra banda, també es va estudiar en detall I'expressio de CD6 als

diferents progenitors.

En col-laboraci6 amb les Dres. Maria Luisa Gaspar i Isabel Cortegano (Centro Nacional de
Microbiologia, Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda, Madrid) es van estudiar les diferents
poblacions hematopoeétiques agrupant-les segons uns marcatges indicadors de diferents
estadis de diferenciacio (Fig. 4.3). Aixi, es van estudiar les cél-lules més immadures comunes
als diferents llinatges (Fig. 4.3A.1) que incloien els LT-HSC (long-term hematopoietic stem cell;
CD34°"CD135), ST-HSC (short-term hematopoietic stem cell; CD34'CD135), MPP (multi-
potent progenitor; CD34'CD135+) i CLP (common-lymphoid progenitor; Lin'Scal’c-kit™"). Al
mateix nivell que els CLP, es trobarien els precursors del llinatge mieloide i dels megacariocits,
els CMP (common-myeloid progenitor; CD34°CD16/32) (Fig. 4.3A.ll). Els CMP es poden
diferenciar a la vegada en GMP (granulocyte-macrophage progenitor; CD34"CD16/32") i MEP
(megakaryocyte-erythrocyte progenitors; CD34'CD16/32°). En un tercer grup es trobarien les
cél-lules mieloides que migraran a periféria (Fig. 4.3A.Ill) com ara monacits, basofils, eosinofils,
macrofags i neutrofils, i que es distingiran segons els marcadors Gr-1, CD115, Macl1/CD11b i

F4/80 (Chow et al., 2011). Finalment l'ultim grup estaria format per megacaridcits o MK
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(CD150°CD41") provinents de les MEP (Fig. 4.3A.1V). Tal i com mostra la Fig. 4.3B, no es van
observar diferéncies en els diferents subtipus de progenitors entre ratolins cD6™" i CD6™, a
excepcio de les cél-lules de llinatge mieloide Gr1*CD115" i Mac1®, les quals donaran lloc a un
posterior estadi maduratiu corresponent a les ceél-lules mieloides supressores i als macrofags,
respectivament.

A l'estudi de I'expressio de CD6 no es va detectar cap progenitor hematopoetic immadur (c-
kithiSca—f) que presentés uns nivells detectables de CD6 a la seva superficie, a excepcié de la
poblacié de CLP, on prop del 30% de les cél-lules eren CD6" (Fig. 4.3C). En aquest cas,
aparentment I'expressié de CD6 podria correspondre al precursor de les cél-lules T CD4"
CD8" ala medul-la (Geerman et al., 2015).
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Figura 4.3. Canvis en progenitors hematopoétics en abséncia de CD6. A) Esquema dels quatre marcatges utilitzats
equivalents a diferents estadis maduratius de la hematopoesi al moll de I'6s. Es mostren LT-HSC (long-term hematopoietic
stem cell; CD34CD135), ST-HSC (short-term hematopoietic stem cell; CD34°CD135), MPP (multi-potent progenitor;
CD34'CD135"), CLP (common-lymphoid progenitor; Lin-Scal*c-kit™"), CMP (common-myeloid progenitor; CD34'CD16/32),
GMP (granulocyte-macrophage progenitor; CD34'CD16/32") i MEP (megakaryocyte-erythrocyte progenitors; CD34°
CD16/32), Bas (basofils), Eo (eosinofils), M¢ (macrofags), Neut (neutrofils) i MK (megacariocit; CD150°CD41%). B)
Frequéncies dels diferents marcatges i subtipus de progenitors hematopoétics descrits a A) al moll de I'dés de ratolins
CD6""" (cercle blanc) i CD6™ (cercle gris). C) Expressi6 de CD6 en cél-lules préviament seleccionades per Lin'Sca-1" i c-kit"-
. Es mostra la poblacié CLP c-kit™" en ratolins CD6"* (esquerra) i CD6" (dreta). *p<0.05, **p<0.01 (unpaired t-test).
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4.1.1.1.2 Timus

L’estudi dels diferents estadis maduratius al timus va revelar que els ratolins cbe™” presentaven
una disminuci6 en el percentatge de cél-lules CD4 simple positives (CD4'CD8" single positive 0

CD4"SP) respecte els cbe6*, perd en canvi no mostraven canvis significatius en el de cél-lules
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Figura 4.4. CD6 esta implicat en la maduracio6 de les cél-lules T al timus. A) Esquerra, contour plots representatius
de cél-lules vives del timus tenyides amb AcMos anti-CD4 i anti-CD8 (panel superior). Dins de les cél-lules CD4'CD8 es
va fer un subanalisi per I'expressié dels marcadors CD161 i CD3 (panel inferior). Els nimeros als quadrants representen
la frequiéncia de cada poblacié. Dreta, percentatge de les principals poblacions de timocits d’animals CD6™* (blanc) i
CD6™ (gris): DN (CD4'CD8), DP (CD4'CD8"), CD4'SP (CD4'CD8), CD8'SP (CD4CD8"), Tyd (TCRBTCR3") i NKT
(CD161*CD3"). S'indica la mitjana +SEM. B) Esquerra, Contour plot representatius de timocits CD8" de ratolins CD6™" i
CD6" marcats amb AcMos anti-TCRp i anti-CD24. Dreta, Percentatge de timocits CD8 madurs (CD8'TCRB'CD24) i
CD8 immadurs (CD8'TCRB CD24"). *p<0.05, **p<0.01 (unpaired t-test;).

CD8 simple positives (CD4'CD8" o CD8'SP), doble positives (CD4°CD8"; DP) o doble
negatives (CD4 CD8’; DN) (Fig. 4.4A). Tampoc es van veure diferéncies significatives entre les
poblacions de cél-lules Tyd ni NKT (Fig. 4.4A). Tot i que els percentatges de CD8'SP a priori
no es veien afectats per I'absencia de CD6, un estudi més detallat va revelar que els animals
CD6" presentaven una disminucié de la subpoblacié de cél-lules CD8*SP madures (CD4
CD8'TCRB'CD24", CD8'SP Mat) i un augment de les CD8'SP immadures (CD4'CD8 TCRp’
CD24", CD8"SP Imm) comparats amb els ratolins CD6"* (Fig. 4.4B). Amb aquests resultats es
va fer evident que els animals cbe™ presentaven una disminucié de cél-lules CD4" i CD8" que

+/+

ja havien passat el procés de seleccié en comparacié amb animals CD6™"".
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El marcador de superficie CD69 esta estretament relacionat amb la seleccié timica ja que la
seva expressid augmenta en cél-lules DP en procés de seleccié positiva i es manté
temporalment en aquelles cél-lules CD4'SP i CD8'SP que han estat seleccionades
positivament. Tal i com es pot comprovar a la Fig. 4.5A, I'expressio de CD6 es correlaciona
amb la de CD69 i per tant també augmenta en cél-lules DP entrant en seleccié positiva (DP
TCRB'CD69") d’'una manera molt similar a com s’ha descrit per a la molécula homdloga CD5
(Azzam et al., 1998). Aquesta dada ha fet que s’hagi proposat que CD6 podria estar involucrat
en la supervivéncia dels timocits, aixi com en la regulacié del llindar d’activacié del propi TCR
(Singer et al., 2002). Quan es va estudiar el percentatge de cél-lules DP entrant en seleccio
positiva no es van observar diferéncies entre les dues linies de ratolins, indicant que I'abséncia

de CD6 no és un impediment per entrar en seleccioé (Fig. 4.5B).
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Figura 4.5. CD6 regula el pas de timocits immadurs (DP) a madurs (SP). A) Esquerra, Contour plot representatiu
de timocits DP tenyits amb AcMos anti-CD69 i anti-TCRp. Dreta, Histogrames representant I'expressié de CD5 i CD6
en timocits DP no seleccionats (CD69'TCRB’; linia gris) i seleccionats (CD69'TCRB"; linia negra). B) Percentatge de
timocits DP entrant en seleccié (CD69'TCRB") de ratolins CD6"* i CD6". C) Esquerra, Histogrames i contour plots
representatius de I'estratégia d’analisi utilitzada pel estudi de timocits DP i SP (panel inferior) dintre de la poblacié
CD69" (panel superior). Dreta, Percentatge (mitjana +SEM) de timocits CD69" amb fenotip DP i SP de ratolins CD6™
(blanc) i cD6™ (gris). *p<0.05, **p<0.01 (Unpaired t-test).

No obstant aix0, quan es van analitzar els percentatges de cél-lules DP i SP dintre de la
subpoblaci6 de cél-lules CD69 positives del timus es va observar un increment estadisticament
significatiu de cél-lules CD69'DP als ratolins CD6™ en comparacié amb els CD6™* (50.3+2.1 vs
37.7+1.8), amb la conseqiient reduccié de cél-lules CD69'CD4'SP (33.7+1.7 vs 42.6+1.3) i
CD69'CD8'SP (4.620.7 vs 8.1+1.1) (Fig. 4.5C). Aquesta estratégia facilita la discriminacio de
cel-lules DP entrant en seleccio positiva i les SP que recentment han estat seleccionades, i ens
va permetre concloure que I'abséncia de CDG6 interfereix el pas de cél-lula DP (immadura) a SP

(madura) durant el procés de seleccid, i per tant reforcen la hipotesis que CD6 estaria
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involucrat en un procés de gran rellevancia com ho és la maduracié i seleccid (positiva) de

cél-lules T al timus.

4.1.1.1.3 Teixits limfoides secundaris

A continuacié es va estudiar si aquest aparent defecte en la maduracié timica afectava a les
diferents poblacions limfoides als organs periféerics. Aixi, no es van detectar diferencies

+/+

significatives entre ratolins CD6""" i cD6” pel que fa a les freqiiéncies de limfocits B (CD19%) i
de limfocits T (CD4" i CD8") tant a melsa com a LN (Fig. 4.6A). De manera similar, tampoc es
van observar diferéncies en les sub-poblacions NK, NKT i Ty entre els ratolins CD6"* i CD6™

(Fig. 4.6B).
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Figura 4.6. L’abséncia de CD6 no altera les principals poblacions limfocitaries periferiques. A) Esquerra,
contour plot representatiu de cél-lules vives de la melsa tenyides amb AcMos anti-CD3 i anti-CD19 (panel superior),
pel posterior analisis de cél-lules CD3"'CD19 amb AcMos anti-CD4 i anti-CD8 (panel inferior). Els nimeros indiquen
la frequéncia de cada poblacié. Dreta, dot plot mostrant el percentatge (mitjana +SEM) de les principals poblacions
en melsa i LN d’animals CD6"" (blanc) i CD6™ (gris). B) Esquerra, contour plots representatius de cél-lules
CD3'CD19 marcades amb AcMos anti-TCR i anti-TCRy (panel superior) i cél-lules CD3"CD19'CD4'CD8 marcades
amb AcMos anti-CD161 i anti-CD3. Els numeros indiquen la freqiiéncia de cél-lules NK (CD161°CD3) i NKT
(CD161'CD3"). Dreta, dot plot representant el percentatge de cél-lules TCRyd, NK i NKT de ratolins CD6™* (blanc) i
CD6" (gris) tant a melsa com a LN.

No obstant, quan es va estudiar la freqiiéncia de cél-lules de memoria central (Tcy;
CD44"CD62L") i cél-lules efectores/memoria (Tew; CD44"CD62L") es va apreciar un increment
estadisticament significatiu tant de cél-lules CD8 Ty com de CD4'Tgy en els ratolins CD6™ en

comparacié amb els CD6"* (Fig. 4.7).

Figura 4.7. L’abséncia de CD6
s’associa amb augments en la A
frequéncia de ceél-lules T amb fenotip
efector/memoria.  Esquerra, contour

plots representatius de la tinci6 de Yo &
limfocits T CD4" (superior) i CD8" 3 <

(inferior) de melsa de ratolins CD6"" i QA & ® Ik
CD6™ tenyits amb AcMos anti-CD62L i © @%

anti-CD44. Dreta, Percentatge
(mitjianaxtSEM) de cél-lules CD8"Tcu
(CD44"™ CD62L"™) i CD4'Tew (CD44"™
CD62L") a la melsa de ratolins CD6"*
(blanc) i CD6" (gris). ***p<0.001
(Unpaired t-test).
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Per a determinar si I'increment en les cél-lules CD8 Ty i CD4 Ty observat en els ratolins
CD6" era degut a fenomens de proliferaci6 homeostatica (Jameson et al.,, 2015) com a
conseqiiéncia d’'una disminucié del flux de sortida de cél-lules CD4"SP i CD8'SP del timus, es
va avaluar la proliferacié in vivo de cél-lules CD8 Tcy i CD4' Ty a través de la incorporacié de
BrdU durant una setmana. Aixi es va poder comprovar que tant a melsa com als noduls
limfatics les cél-lules CD8 T¢y i CD4 Tey dels ratolins CD6™ van incorporar menys BrdU i per
tant van proliferar menys que les dels cbe™ (Fig 4.8), fet que aniria en contra d’'un augment en
la proliferaci6 homeostatica. Per tant, I'increment abans esmentat podria correspondre més
aviat a un major ratio de conversié a CD4 Tgy i CD8+T¢y de les cél-lules T naive del ratolins
CD6" respecte dels CD6"".
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Figura 4.8. Proliferacié disminuida de cél-lules Tcw i Tem en abséncia de CD6. A) Esquerra, histograma
representatiu de cél-lules CD8 Tcy i CD4"Tew BrdU positives a LN de ratolins CD6"* (linia negra) i CD6” (linia gris)
que van rebre BrdU durant 1 setmana. FMO representa cél-lules sense tenyir per BrdU. Dreta, percentatges
(mitjana+SEM) de cél-lules CD8 Tey i CD4 Tey BrdU positives en melsa i LN d’animals CD6™ i CD6”. *p<0.05,
**p<0.01(Unpaired t-test).

Un factor que determina la conversié de cél-lules verges (naive) a cel-lules de memoria innata
és l'afinitat i/o I'activacié dels seus TCR davant autoantigens, aixi que ens vam preguntar si les
cél-lules T dels ratolins CD6™ tenien en general TCRs amb afinitats diferents que les dels

ratolins CD6

+/+

. Per abordar aquesta qiiesti6é es va analitzar a cel-lules T naive (CD44'°) el nivell
d’expressio del factor de transcripcié Nur77, el qual és indicatiu fiable de la intensitat del senyal
del TCR (Moran et al., 2011). L’analisi per citometria d’aquest marcador va revelar que les
cél-lules naive CD8'CD44"° i CD4*CD44"° de LN presentaven nivells lleugerament menors
encara que no estadisticament significatius de Nur77 a ratolins cD6™ que a cDe™ (Fig. 4.9).
Aquesta dada indicaria que, possiblement, en abséncia de CD6 s’han seleccionat al timus uns

clons amb menor afinitat o intensitat de resposta en comparacié amb aquelles cél-lules que
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presenten CD6 a la seva membrana.

Donada l'associacio fisica reportada del CD6 amb el complex TCR/CD3 i les molécules
accessories que I'envolten (Gimferrer et al., 2004), es va voler determinar si 'abséncia de CD6
afectava I'expressié a membrana d’algun d’aquests receptors. L’analisi de cél-lules T de LN no
va mostrar una expressié diferent de CD3, CD4, CD45 o CD8 entre els ratolins CD6” i CD6™*.
No obstant aix0, si que es van observar diferéncies pel que fa a I'expressié de CD5, essent
aquesta inferior en els animals CD6™ que en el seus germans CD6"" (Fig. 4.10A). Un estudi
més detallat va revelar que la reduccié de CD5 es donava ja en els timocits més immadurs DN,
i que aquest defecte es mantenia al llarg de la maduracié dels timocits i en cél-lules T madures
CD4" i CD8" en periféria (Fig. 4.10B; panel superior). Arrel d’aquestes observacions, va sorgir
la pregunta de si en abséncia de CD5 també s’observaria una disminuci6 de CD6.
Curiosament, quan es va estudiar I'expressid6 de CD6 en timocits i cél-lules T madures
d’animals CD5™, es va observar I'efecte invers (Fig. 4.10B; panel inferior). L'abséncia de CD5
va comportar una lleugera disminucié de I'expressié de CD6 en timocits madurs CD4'SP i
CD8'SP, perd en canvi un augment en cél-lules T madures de periféria. La interpretacio
preliminar d’aquests resultats es que existeix una regulacié creuada de I'expressié dels dos

receptors a nivell central i periféric fins ara desconeguda.

Figura 4.10. Canvis en I'expressi6  p —_CDBY*
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Esta demostrat que en les cél-lules més autoreactives circulants en periféria, I'expressié de
CD5 s’ajusta durant la seleccio positiva al timus i es troba augmentada de forma proporcional a
Iafinitat del TCR (Azzam et al., 1998, 2001). Aixi, cél-lules T perifériques CD5" s6n més
autoreactives i presenten nivells més alts de Nur77 que les CD5" (Fulton et al., 2015). Donat

que fins el moment els resultats obtinguts mostren una maduracié anormal de les cél-lules T en
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absencia de CD6, ens vam preguntar si, al igual que succeeix amb CD5, CD6 es trobaria
augmentat en les cél-lules més autoreactives. Per abordar aquesta questio, es van seleccionar
amb expressio alta (CD6™) o baixa (CD6") de CD6 i es va
comparar I'expressié de Nur77 en ambdues (Fig 4.11A). Aixi, es va observar que les cel-lules

+/+

les cél-lules T de ratolins CD6

CD6" tenien una expressio incrementada de Nur77 en comparacié amb les CD6", indicant que
CD6 es troba sobreexpressat en les cel-lules naive CD44" més autoreactives, de forma
analoga al que passa amb CDS5. Utilitzant una aproximacié diferent, es van analitzar també
cel-lules T dels ratolins transgéenics Marilyn que expressen un Unic tipus de TCR restringit per
MHC classe-Il i reactiu contra I'antigen masculi HY (Moran et al., 2011). A consequiéncia d’aixo,
durant la maduracié al timus, els timocits DP TCR transgénics de les femelles Marilyn sén
seleccionats positivament, mentre que els dels mascles pateixen una forta seleccié negativa
(fruit del reconeixement amb alta afinitat de I'autoantigen HY) i per tant presenten un nombre
molt baix de cél-lules CD4" a periféria sotmeses a forts processos d’anérgia per evitar
autoreactivitat. Esta descrit que CD5 es sobreexpressa en processos anérgics en un intent de
la cél-lula de frenar la seva activacio (Kassiotis et al., 2003; Stamou et al., 2003), i es va voler
comprovar si l'expressi6 de CD6 també variava en condicions anérgiques comparant

I'expressié dels dos receptors en cél-lules T de mascles femelles Marilyn.

Figura 4.11. L’expressi6 de CD6 es troba A CD6 CD5 B Marilyn mice
augmentada en les cél-lules T més reactives i A M
anergiques . A) Panel superior, Histogrames 400

mostrant I'expressi® de CD6 (esquerra) i CD5 300,
(dreta) a cél-lules T CD8" LN de ratolins silvestres 200}
(CD6™). Panel inferior, Histogrames mostrant 100lCDB6le cpehi || cDsle D5Ni
I'expressié de Nur77 al 5-6% de cél-lules CD8" de
periferia LN més positives (hi) o menys positives :
(lo) per els marcadors CD6 i CD5 analitzades al 7
panel superior. Per a cada receptor, les cél-lules
hi es mostren amb un linia negra i les lo amb linia
discontinua. FMO representa una tinci6 sense
Nur77. B) Histogrames mostrant I'expressio de
CD5 (panel superior) i CD6 (panel inferior) a
cél-lules T CD4" de ratolins mascles (linia Nur-77
continua) i femelles (linia discontinua) de la soca

TCR transgénica Marilyn.
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Tal i com mostra la Fig. 4.11B, les cél-lules T CD4" dels mascles Marilyn presentaven a la seva
superficie nivells més elevats tant de CD5 com de CD6 en comparacié amb les femelles. Per
tant, I'expressié de CD6 es troba augmentada en les cél-lules més autoreactives i en cél-lules
anérgiques, el que seria compatible amb una potencial funcié reguladora negativa de la
senyalitzacio via TCR per part de CD6.
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Com es comenta a la introduccié d’aquesta tesi, un altre subtipus de cél-lules T fortament
regulat durant el procés de seleccié timica i que intervé en la homedstasis i regulacié de les
respostes immunitaries perifériques enfront autoantigens (tolerancia) o antigens forans sén les
cél-lules T reguladores (Treg). Atenent a la seva funcié reguladora negativa de la senyalitzacié
via TCR, s’ha descrit que ratolins cD5™ presenten una freqliiencia augmentada de cel-lules
Treg (CD4'CD25'FoxP3") tant al timus com a la periféria (Ordofiez-Rueda et al., 2009). Un

Figura 4.12. CD6 regula la CD6+/+ CcD6- 25. *
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analisis similar fet amb els nostres ratolins CD6”" no va demostrar increments significatius en la
freqiiéncia de Treg al timus en comparacid als seus germans cbe*’* (Fig. 4.12). No obstant
aixo, tant a melsa com a LN si que es van poder observar increments estadisticament
significatius d’aquest subtipus cel-lular als ratolins cbe™ (Fig. 4.12). Aix0 suggeriria que CD6
jugaria un cert paper més rellevant en la induccié de cel-lules Treg a la periféria (iTreg, o Treg

induibles) que al timus (nTreg, o Treg naturals).

4.1.1.2 Estudi funcional de cél-lules T deficients en CD6

4.1.1.2.1 Mobilitzacié de calci intracel-lular

Després d’estudiar la distribucié de les diferents poblacions limfocitaries i haver detectat un

procés maduratiu anormal en el timus dels ratolins CD6™, es va estudiar la resposta de
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Figura 4.13. La deficiéncia de CD6 dé6na lloc a fluxos de Ca®* augmentats en timocits immadurs activats via
CD3. A) Esquerre, Analisi per microscopia de fluorescéncia de I'alliberacié de Ca** emmagatzemat (store operated
calcium release, SOCE) en resposta a I'estimulacié amb AcMo anti-CD3 (145.2C11) seguida d’un entrecreuament
amb anti-IgG, en timocits marcats amb Fura-2 AM d’animals CD6™ (n=199 cél-lules, blanc), CD6™ (n=188 cél-lules,
gris) i CD5" (n=198 ceél-lules, negre) (N=4 animals/genotip). Dreta, SOCE representat com la mitja +SEM de l'area
sota la corba (Area under the curve, AUC). *+*p<0.001 (unpaired t-test). B) Analisi per citometria del flux de Ca*
intracel-lular en timocits DP, CD8'SP i CD4*SP marcats amb Indo-1 AM d’animals CD6™ (negre) i CD6™ (gris)
després de I'estimulacié amb AcMo anti-CD3 biotinat seguida d’entrecreuament amb Streptavidina (SAv). Les dades
sOn representatives de tres experiments independents realitzats.
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I'activacio a través del TCR en timocits en abséncia de CD6. El primer parametre que es va
avaluar van ser els canvis en la concentracio intracel-lular de Ca** després de I'estimulacié amb
AcMo anti-CD3. Com a control intern per a I'experiment, es van utilitzar ratolins cb5™ ja que
esta descrit que els timocits d’aquesta soca son hiperreactius a I'estimulacié via CD3, la qual
cosa dona lloc a nivells de Ca®" intracel-lular superiors als observats a ratolins silvestres
(CD5™) (Tarakhovsky et al., 1995).

Els resultats obtinguts amb microscopia de fluorescéncia van demostrar com els timacits dels
ratolins CD6™ presentaven un increment de Ca®* intracel-lular davant I'estimulacié via CD3 molt

+/+

superior respecte els CD6™" (Fig. 4.13A). A més, aquest increment generat per la deficiencia
de CD6 era de similar magnitud al observat a la deficiencia de CD5, indicant que ambdds
receptors podrien compartir una funcié moduladora negativa del senyal transmes pel TCR en
cél-lules T immadures del timus. No obstant, a través de la microscopia de fluorescéncia no es
possible identificar quin tipus cel-lular concret és responsable del fenomen observat al timus.
Per abordar aquesta quiestié es va estudiar la mobilitzacié de Ca”" intracel-lular a les diferents
subpoblacions timocitiques mitjancant citometria de flux. Els resultats obtinguts amb aquesta
técnica van permetre no només validar les dades de microscopia, siné també demostrar que

+/+

les diferéncies entre ratolins CD6"" i CD6” es donaven a nivell de cél-lules immadures DP,
perd no de cél-lules més madures CD4'SP o CD8'SP tant del timus (Fig 4.13B) com de la

periféria (dades no presentades).

Donat que la deficiencia de CD5 fa els timocits cbs™ hiper-reactius davant una estimulacié
amb anti-CD3, i que per altra banda s’ha observat que els ratolins cDe™ expressen nivells
reduits de CD5 (Fig. 4.10), es va realitzar un experiment per a descartar que els nivells de Ca**
incrementats en ratolins CD6”" fossin deguts a la expressi6 disminuida de CD5 que presenten
els seus limfocits T i no a 'abséncia de CD6. Amb aquest proposit, es van utilitzar ratolins CD5
heterozigots (CD5+") els quals tenen una expressié normal de CD6 perd una disminucié parcial
de I'expressio de CD5 molt semblant a la observada en els ratolins cD6™ (Fig. 14A, esquerra).
Tal i com mostra la Fig. 14A, els ratolins CD5"" presentaven uns nivells intracel-lulars de Ca*

després d'una estimulacié via CD3 comparables als de ratolins CD6™ o CD5™", i inferiors als
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Figura 14. L’abséncia de CD6 és responsable dels canvis fenotipics i bioquimics dels ratolins CD6". A)
Esquerra: Expressio de CD5 en timocits DP de ratolins CD6"" (linea negra), CD5"" (linea discontinua) i CD6™ (linea
gris). Dreta: Monitoritzacié del nivells de Ca®" intracel-lular segons es descriu a Fig.13B en timocits DP de ratolins
CD6™* (linea negra), CD5"" (linea discontinua negra), CD6™ (linea gris) i CD5™ (linea discontinua gris). Experiment
representatiu de dos experiments realitzats. B) Frequéencies de les principals poblacions timiques (esquerra) i de
poblacions perifériques CD4* i CD8" naive i memoria a LN (dreta) de ratolins CD5"" (negre), CD6"* (blanc), i CD6™
(gris). *p<0.05, ***p<0.001 (unpaired t-test).
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observats a ratolins CD6™ i CD5™". Aquestes dades permeten excloure I'expressié reduida de
CD5 als limfocits de ratolins CD6" com a responsable dels canvis observats als nivells de Ca**
als timocits d’aquests animals. Igualment, també es va poder comprovar que els ratolins cDs""
no presentaven alteracions en les principals poblacions timiques ni en les cél-lules CD8 T¢y ni
CD4+Tgy periferiques (Fig. 14B), excloent la deficiencia parcial de CD5 com a responsable

dels canvis observats en aquestes poblacions a ratolins cD6™

4.1.1.2.2 Analisi de fosforilacié de proteines senyalitzadores intracel-lulars

Per aprofundir en I'estudi dels possibles mecanismes pels quals CD6 contribueix a la modulacié
de la senyal del TCR, es va analitzar la fosforilacié de diverses proteines implicades en la
transmissié de dita senyal després de I'estimulacié via CD3. Degut a les diferéncies observades
a nivell de la mobilitzacié de Ca®* entre timus i periféria, es va decidir avaluar la fosforilacié de
proteines de la cascada del TCR en timaocits.

+/+

Es van estimular timocits CD6"* i CD6” durant 2 i 5 min amb AcMo anti-CD3 sol o en
combinacié amb AcMo anti-CD4 i es van analitzar les fosfoproteines de lisats cel-lulars totals
per Western Blot. Un primer analisis amb un anticos anti-fosfotirosines va revelar que, en
contrast amb les grans diferéncies observades en la mobilitzacié de Ca®*, el patré de

+/+

fosfotirosines dels timocits CD6™ va resultar molt similar al dels CD6"* i no es van apreciar

diferéncies destacables en cap de les diferents bandes fosforilades (Fig. 4.15). En segona
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Figura 4.15. Analisi comparatiu de la induccié de fosfoproteines via CD3 a timocits de ratolins CD6™ i
CD6™. Immunoblot representatiu d’'una estimulacié6 amb AcMo anti-CD3 sol (esquerra) o en combinacié amb anti-
CD4 (dreta) de timocits totals d’animals CcD6™ i cD6™ (n=2). Es van incubar les cel-lules breument a 4°C amb 3 pg
d’anti-CD3 i 3 pg d’ anti-CD4 biotinats, i seguidament es van estimular a 37°C amb Streptavidina durant 2 i 5 min.
Es van llisar les cél-lules i es van carregar al gel de SDS-PAGE 60ug de proteina per pou. Després de la
transferéncia, es va incubar la membrana amb anticossos anti-fosfotirosines totals (p-Tyr; clona 4G10), anti-
fosfotirosines 319/352 de ZAP-70 (p-ZAP-70), anti-pT202 i pY204 de MAPK p44/42 (p-ERK clona E10), i anti-
pY128 i anti-pS376 de SLP-76.
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instancia es va estudiar la fosforilacié de proteines senyalitzadores especifiques per descartar
que possibles diferencies quantitatives o qualitatives haguessin pogut passar desapercebudes.
Aixi, es va decidir analitzar la fosforilacié6 de ZAP-70 i SLP-76 donat que s6n de les primeres
proteines presents en la cascada de senyalitzacié del TCR (Morris and Allen, 2012), i per tant
indispensables per a una correcta activacio d’aquest, i que s’ha descrit que SLP-76
interacciona amb CD6 després de I'estimulacié del TCR (Roncagalli et al., 2014). A més, es va
incloure I'analisi de la fosforilacié de la MAPK ERK (p44/42) degut a que l'augment de
fosforilacié d’aquesta proteina esta estretament lligat amb un augment de ca®. Degut a una
certa variabilitat inter-individual, I'analisi de cap de les esmentades proteines no va mostrar

+/+

grans diferéncies en el seu nivell de fosforilacié entre ratolins CD6""" i CD6" en resposta a
I'estimulacié tant amb anti-CD3 sol com combinat amb anti-CD4, a 2 i 5 min (Fig. 4.15).
Resultats similars es van obtenir en I'estudi de la proteina PLCy (dades no presentades). No
obstant aix0, I'observacié detallada dels resultats va permetre evidenciar un canvi subtil i
encara pendent de confirmacié en la cinética de fosforilaci6 de SLP-76 que es va veure
lleugerament endarrerida en el cas del ratolins cbé6™, especialment després de I'estimulacio

combinada amb anti-CD3 i anti-CD4.

Davant els resultats en timocits indicant una major mobilitzacié de Ca® en ratolins CD6™ sense
que fossin acompanyats de canvis importants en la fosforilaci6 de les molécules
senyalitzadores abans esmentades, es va pensar en la possibilitat que aquests darrers canvis
estiguessin emmascarats o atenuats per una poblacié especifica i/o minoritaria del timus. De
fet, les diferéncies a nivell de la mobilitzacié de Ca** es van veure Ginicament en la poblacié DP,
perd la magnitud de dita mobilitzacié va ser molt més petita que en les cél-lules CD4"SP i
CD8'SP (de 0.08 a 0.12 en les DP versus 0.1 en repos fins a 0.4 en les SP). Per tant, es
podria donar el cas que 'abséncia de canvis evidents en la fosforilacié en les cél-lules SP
estigués emmascarant possibles diferéncies menors a nivell de cél-lules DP. Conseqiientment,
es va canviar el sistema de deteccié amb immunoblot per el de tincié intracel-lular i analisi per
citometria de flux i aixi poder distingir entre les cél-lules DP i CD4"SP. Com es pot observar a

la Fig. 4.16, l'estimulacié dels timocits totals amb AcMo anti-CD3 i posterior fixacio,

Figura 4.16. Fosforilaci6é de la DP CD4+ SP
proteina ERK induida via CD3 en 100+ —_ Unstim |10

abséncia de CD6. Es van estimular — CD6++

timocits de ratolins CD6™ (linea g 4 ) ——-CD8-- | &1

continua) i CD6" (linea discontinua)

amb 5 pg d’AcMo anti-CD3 soluble i 4 | 60 -

posterior entrecreuament amb SAv.
Es va fer una tinci6é de superficie amb
anti-CD4 APC i anti-CD8 FITC i
després es van fixar, permeabilitzar i 20 i 20
tenyir amb anti-p44/42 (pERK) seguit

d’'un anticos anti-Fc de ratoli conjugat N\

40 40 +

a PE. Es mostra també cél-lules 0 - T 0 ‘ 1';3 "1"(')4 1(‘)5
. . s 0 10 10 10 10
sense estimular (Unstimulated; linia
amb fons gris). >
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permeabilitzacio i tincié sequencial amb un anticos anti-pERK i anti-Fc de ratoli conjugat a PE
no va revelar diferéncies significatives entre ratolins CD6™ i CD6"" a nivell de DP i CD4"SP. No
obstant, es va poder comprovar que en el cas de les CD4"SP hi havia un increment de pERK
post-estimulacio, mentre que a les DP era de molt menor magnitud i practicament indetectable,
validant la hipotesi abans plantejada. D’aquesta manera considerem que la baixa senyal de
fosforilacid en les cél-lules DP no ens permet excloure definitivament I'existéncia de diferéncies

de senyalitzacio i per tant d’hiper-reactivitat a I'estimulacié via TCR en abséncia de CD6.

4.1.1.2.3 Estudi de proliferacié in vitro de cel-lules T madures periferiques

Tot i que I'estudi de la mobilitzacié de Ca®* no va mostrar diferéncies en les cél-lules T CD4" i

+/+

CD8" perifériques dels ratolins CD6” comparat amb els CD6"*, es va decidir estudiar la
resposta proliferativa post-estimulacié via TCR de cél-lules T mancades de CD6. En aquests
experiments, cél-lules T CD4" o CD8" purificades (de melsa o LN) per seleccié magnética i
marcades amb CFSE, es van estimular durant 72 h amb diferents concentracions d’AcMo anti-
CD3 unit a plastic sol o en combinacié amb una concentracio fixa (1 pg/mL) d’AcMo anti-CD28
soluble. A nivell general, es va observar una tendencia de les cél-lules T cD6" a proliferar més

+/+

que les CD6™", tot i que la significanca estadistica es va obtenir només en les cél-lules CD4" i
en condicions d’abséncia de co-estimulacié amb anti-CD28 (Fig. 4.17). En qualsevol cas, la
magnitud de I'increment en la proliferacié no va ser tan gran com I'observat per a cél-lules T de
ratolins CD5”, que es van incloure com a control positiu per la seva reconeguda hiperreactivitat

a I'estimulacié via TCR (Fig. 4.17).

Figura 4.17. La deficiéncia de CD6 comporta Proliferacié a les 72h
increments en la proliferaci6 de cél-lules T + n
perifériques estimulades via CD3. Es van aillar CD4 CD8

cél-lules T CD4+ o CD8+ de melsa per seleccid ,_\100' -o-CD6*/* T
magnética i, una vegada marcades amb CFSE, 32 804 » CD6-/- -
es van estimular durant 72 h amb diferents ¢ :60- e-CD5/- 7
concentracions d’AcMo anti-CD3 unit a placa, sol 8T_|_| —
(panel superior) o en combinacié amb anti-CD28 Fe) E 40+ *k ]
soluble (1pg/mL; panel inferior). Després es van O 20 - & e B
marcar amb AcMos anti-CD4 i anti-CD8 conjugats 0 P.K i

per I'analisi per citometria de flux del nivell de o 100

tinci6 per CFSE. Els grafics indiquen el N —

percentatge (mitjanazSEM) de cél-lules CD4" (] '§‘380' P
(esquerra) i CD8" (dreta) proliferants (CFSE®). Es % o 604 / R
mostren les dades acumulades de diferents + LU 40 S
experiments amb animals CD6"" (N=4-7 per punt, 8 E 1 74

linea discontinua) i CD6™ (N=4-7 per punt, linea O O 20+ QA

gris), i animals CD5” (N=3, linea negra). (Two- & ols
way ANOVA entre els genotips CD6™" i CD6™, Anti-CD3:0 0,1 0.5 1
**p<0.01). (Mg/mL)

4.1.1.2.4 Estudi de proliferacié in vivo de timocits

Donat que les cel-lules del timus cultivades ex vivo amb AcMo anti-CD3 tenen una alta taxa de

mortalitat que dificulta I'analisi de la seva proliferacid, es va estudiar aquesta in vivo mesurant
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la incorporacié de BrdU. Aixi, es va fer una injeccié i.p. Unica de BrdU i es va deixar incorporar
durant 2 o 6 h abans del sacrifici dels animals i el processament dels timus. A continuacié es va
fer primer un marcatge en superficie per CD4 i CD8 i després intracel-lular per BrdU per
determinar la freqiiéncia de les diferents poblacions de cél-lules timiques BrdU" per citometria
de flux. Tal i com es pot apreciar a la Fig. 4.18A no es van observar diferéncies entre ratolins

CD6™ i CD6™ pel que fa a la freqiiéncia de cél-lules DP BdrU*. De manera similar, tampoc es

Figura 4.18. L’abséncia de CD6 no A
afecta la proliferacio in vivo de les
diferents subpoblacions timiques.
A) Es van injectar via i.p. ratolins
CD6™ i CD6" amb 1 mg de Brdu.
Passades 2 o 6 h, es van sacrificar
els animals i els timocits totals es van
tenyir en superficie amb AcMos anti-
CD4 i anti-CD8 conjugats a diferents A Y P
fluorocroms i intracel-lularment amb

anti-BdrU pel seu analisi per BrdU FITC
citometria de flux. Es mostra un
experiment representatiu del
percentatge de cél-lules BrdU" en la
poblacié DP a les 2h post-injeccié de
BdrU. B) Diagrama de barres
mostrant el percentatge (mitjana
+SEM) d’incorporaci6 de BdrU a
diferents subpoblacions del timus
d'animals CD6™ (blanc; N=4) i CD6"
(gris; N=4) a les 2 h (esquerra) 0 6 h
(dreta) post-injeccié de BrdU.
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van veure diferéncies estadisticament significatives entre els animals cD6™" i CD6™ per a la
resta de poblacions timiques, ni a les 2 h ni quan el temps d’incorporaci6 de BrdU es va allargar
fins a 6 h (Fig. 4.18B).

4.1.1.2.5 Resposta d’anticossos in vivo enfront a antigens T-dependents

Per avaluar si la presencia de CD6 en les cél-lules T és necessaria per a una correcta
col-laboracié entre les cél-lules T-B durant les respostes immunitaries in vivo, es va analitzar la

resposta d’anticossos davant d’antigens T-dependents. Amb aquest proposit es va fer una

1 IgM IgG1 , lgG2b lgG2c , IgG3
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Figura 4.19. Els ratolins CD6™ tenen una resposta d’anticossos normal enfront antigens T-dependents. Es
van immunitzar animals CD6""* (cercles blancs; N=4) i cD6™ (cercles grisos; N=5) a dia 0 i dia 14 amb 50 pg de
TNP-KLH amb o sense CFA, respectivament, a la base de la cua. Cada 7 dies es va extraure sang i es van
analitzar els nivells en sérum de les diferents classes i subclasses d’anticossos anti-TNP per ELISA. Els resultats
s’expressen com mesura de la OD a 450 nm.
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primera immunitzacié a dia 0 dels animals CcD6"" i CD6™ amb 50 Mg de I'hapte TNP conjugat a
la proteina carrier KLH en preséncia de CFA i una segona a dia 14 pero sense CFA. L’analisi
per ELISA dels nivells d’anticossos anti-TNP a dies 7, 14 i 21 no va revelar diferencies
estadisticament significatives entre els ratolins cpbe” i cbe™ per la practica totalitat de classes
i subclasses d'immunoglobulines (IgM, 1gG1, IgG2b, I1gG2c, 19G3) estudiades (Fig. 4.19), amb
I'excepcid d'lgG2c (un isotip relacionat amb respostes Th1) que va mostrar una tendéncia a la
baixa en ratolins CD6". Tot i aquesta dada, els resultats globals indicarien que les respostes
d’anticossos resultants de la col-laboraci6 T-B estarien relativament ben conservades en
abséncia d’expressié de CD6.

4.1.1.2.6 Analisis de quimeres competitives de medul-la 6ssia

Per abordar la questido sobre si els defectes trobats a ratolins CD6" en la maduracié dels
timocits eren intrinsecs d’aquest tipus cel-lular i no depenien de factors estromals o
microambientals, es va dur a terme un experiment de quimeres de medul-la 0ssia on es van fer
competir cél-lules CD6™* (CD45.1 o CD45.2) i CD6” (CD45.2) des dels primers estadis
maduratius en un ratoli hoste deficient per a cél-lules T (Fig. 4.20A). El que s’esperava es que
injectant el mateix numero de cél-lules d’ambdds genotips hi hagués una reduccid de la
freqliéncia de cél-lules cD6™ després de la seleccié. Amb aquesta idea, es van injectar a parts
iguals medul-la ossia de ratolins cDe** (WT45.1) i cD6™ (KO45.2) a ratolins hostes deficients
per la cadena CD3¢ (CD3-¢"*"%) els quals estan mancats de cél-lules T en periféria ja que
tenen un bloqueig maduratiu a nivell de DN3 (Malissen et al., 1995). En un grup experimental
dels genotips CD45.1 i
CD45.2 (WT45.1 1 WT45.2) i es va comprovar per citometria de flux que les mescles injectades

+/+

control apart, es van injectar medul-la 0ssia de ratolins silvestres CD6

en aquest cas i el anterior estaven a dia 0 en una proporcio 1:1 (Fig. 4.20B). Passades les 12
setmanes necessaries per a una bona reconstitucié dels organs limfoides centrals i periférics

amb cel-lules T, es van sacrificar els animals i es va estudiar la relacié entre els marcadors

Figura 4.20. La reconstituci6 dels drgans

limfoides a les 12 setmanes a partir de A 300 rads
N Sp 4 -
cel-lules hem.atopoe.thues CD6"" i CD6 2106 BM cells
no mostra diferéncies. A) Esquema del \
protocol d’induccié de quimeres CDB*/+ (CD45.1) 12 weeks Analvsis
competitives de moll d’os utilizat. Breument, 1:1 » Yy
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los (bone marrow; BM cel!s) d‘animalf_ C_/g 40:% cells
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(KOCD45.2) via intravenosa a animals CD6*/* or CD6-/- (CD45.2)

receptors CD3eKO, previament irradiats

amb una Unica dosi de 300 rads. A les 12 C
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CD45.1 i CD45.2 per citometria de flux. La possibilitat que els ratolins cD6™ tinguessin
problemes de reconstitucié es va descartar ja que no es van veure diferéncies en els niimeros
cel-lulars totals a timus, melsa i LN dels grups control injectats només amb cél-lules WT45.2 o
KO45.2 (Fig. 4.20C).

Pel que fa als grups quimeres de cél-lules cbe™ (CD45.1) i cD6™ (CD45.2), es van observar
diferéncies significatives tant a nivell central com periféric (Fig. 4.21). Tot i que el genotip
CD45.2 va mostrar una inesperada avantatge enfront el CD45.1 en el grup control
(WT45.1/WT45.2), aquesta es va reduir en el grup WT45.1/KO45.2 ja que els timus d’aquests
ratolins quimeres van mostrar una reduccié significativa de la freqiiéncia de cél-lules CD4"SP i
CD8'SP K045.2, indicant que la deficiéncia de CD6 afectava el procés de seleccié positiva de
les cél-lules T immadures (DP) cap a madures (SP) (Fig. 4.21A). Aquesta reducci6 va ser més
important a les cel-lules T madures de periféria on els ratios CD45.2/CD45.1 entre grups van
ser encara més diferents (Fig. 4.21B; esquerra). Com a evidéncia que el defecte maduratiu era
intrinsec i només afectava a les cél-lules T, es va poder comprovar que la poblacié de cél-lules
B perifériques CD6™ no es van veure afectada i no va patir canvis quantitatius respecte de les
CD6™ (Fig. 4.21B; dreta).

Els experiments de quimeres de moll d'os competitives també ens van permetre validar les
alteracions quantitatives de poblacions periferiques de cél-lules T efectores/memoria i
reguladores durant els analisis inicials dels ratolins CD6" (Fig. 4.7 i Fig. 4.12). Aixi, tot i haver

menys ceél-lules CD6” CD4" i CD8" a melsa i LN, es va poder observar també una major
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Figura 4.21. Les alteracions en els compartiments T centrals i periféerics en abséncia de CD6 sén
cel-lularment intrisecs. A) Ratio (mitiana+SEM) entre el percentatge de cél-lules CD45.2" i CD45.1" de les
principals poblacions de timocits d’'un grup control CD6**CD45.1*/CD6"*CD45.2 (WT45.1/WT45.2; cercles blancs), i
de CD6""CD45.1"/CD67CD45.2" (WT45.1/KO45.2; cercles grisos). B) Ratio en els mateixos animals i calculat com
a A de cél-lules T (esquerra) i B (dreta) dels LN. C i D) Percentatge de cél-lules CD4'CD25'FoxP3", CD8 Ty i
CD4'Tem CD45.1" i CD45.2" en els LN del grup experimental WT45.1/KO45.2. *p<0.05, **p<0.01,***p<0.001
(unpaired t-test;).
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freqiiéncia de cél-lules cD6™ Tregs i CD8+Tcy en comparacié amb les cél-lules CcD6™", indicant
que aquest canvis observats eren dependents de I'abséncia de CD6 i no del microambient on
es desenvolupen (Fig. 4.21C-D).

4.1.1.2.7 Estudi de I'apoptosi en timus de ratolins cbe6™

Donada la disminucié de poblacions CD4*SP i CD8'SP observada a ratolins CD6” es va
decidir analitzar els nivells d’apoptosi a les diferents poblacions timiques. Les dades obtingudes
fins al moment indicaven que I'abséncia de CD6 comportava una hiperreactivitat dels timocits
DP a Tlestimulaci6 via TCR, que podria traduir-se en una sobreactivacid durant el
reconeixement d’autoantigens presentats per les TECs per damunt el llindar de seleccio
positiva i fer-los entrar en apoptosi. D’acord amb aquesta idea, es va fer un marcatge habitual
per CD4 i CD8 combinant amb una tinci6 d’Annexina i 7AAD pel seu posterior analisi per
citometria de flux. Com es pot observar a la Fig. 4.22A, els resultats obtinguts no van permetre
detectar diferéncies estadisticament significatives en el nivells d’apoptosi (Annexina*7AAD i
Annexina“7AAD") entre els ratolins CD6

+/+

i CD6” en cap de les poblacions timiques (DN, DP,
CD4"SP i CD8'SP). Tampoc es van detectar diferéncies entre ambdés tipus de ratolins durant

I'analisi d’apoptosi en cél-lules DP CD69" sotmeses a seleccio positiva (Fig. 4.22B).

Figura 4.22. Apoptosi al timus en
abséncia de CD6. A) Esquerra,
contour plots representatius de la CD6++ CDé&--
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mesura de I'apoptosi a timocits totals
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4.1.1.2.8 Estudi de la deficiencia de CD6 en ratolins TCR transgenics

Donada l'alta taxa d’apoptosi al timus, existeix un sistema altament efica¢ de fagocitosi de
cél-lules apoptotiques per part dels macrofags residents que dificulta la deteccié fiable
d’'increments o reduccions d’aquesta taxa in vivo (Henson and Hume, 2006). Per tant, es va
considerar utilitzar una altra aproximaci6 per a validar si 'abséncia de CD6 estava regulant el

lindar per entrar en seleccié negativa a través de la modulacié de la senyal del TCR. Aixi, es
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van creuar els ratolins CD6” amb ratolins transgénics portadors de TCR especifics per un

determinat peptid.

Concretament, es van creuar amb la soca de ratolins OT-I que expressen cel-lules T amb un
TCR restringit per classe-I (CD8") i especific del péptid SIINFEKL de I'ovoalbumina, i amb la
soca Marilyn que expressen cél-lules T amb un TCR restringit per MHC classe-Il (CD4") i
especific per I'antigen masculi HY. En aquests ratolins, donat el seu fons Rag"' o] Rag”’, totes o
gran part de les cél-lules T tindran un TCR amb la mateixa especificitat, per tant seran
monoclonals i no policlonals com les soques comuns no transgeniques. En el cas dels ratolins
Marilyn, els timocits DP dels mascles (perd no de les femelles) tenen I'oportunitat de reconeixer
I'autoantigen masculi HY amb alta afinitat i sén seleccionats negativament, entrant en apoptosi
i, per tant, provocant un déficit quasi absolut de cél-lules CD4"SP al timus i també a periféria.
Per altra banda, les cél-lules TCR transgéniques de femelles Marilyn no tenen I'oportunitat de
reconeéixer I'antigen HY masculi com a propi (no I'expressen) i no patiran processos de seleccio
negativa, presentant nombres normals de cél-lules CD4'SP a timus i periféria . La hipotesi de
treball per d’estudiar ambdues soques de transgenics era que si CD6 modula negativament la
senyalitzaci6 del TCR a l'estadi de DP, I'abséncia de CD6 i del seu efecte inhibidor de
'activacié produira un increment de la seleccié negativa. Amb aquesta idea es van comparar
les poblacions de céllules T d’animals CD6” OT-l1 i CD6” Marilyn amb animals germans
CD6"OT-1 i CD6"*Marilyn, respectivament. Tal i com s'esperava, els ratolins CD6” OT-I TCR
transgénics van veure significativament disminuides les seves poblacions de cél-lules CD8'SP
del timus i la periféria (Fig. 4.23A; panel superior). A més a més cal destacar que també es va
observar un augment de fins quasi el 50% de cél-lules CD8 Ty en els animals CcD6" OT-I pero

no en els CD6"* OT-I (Fig. 4.23A; panel inferior). Pel que fa als ratolins transgénics CD6"
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Figura 4.23. CD6 estableix el llindar cD6*+ OT-l CD&- OT-l == CDG6++OT-I
d’activacio per a la seleccié de cél-lules 4 6.0 _* —CD6/-OT-l

T. A) Esquerra, dot plot d’'un timus d’'un
ratoli transgénic CD6™OT-I (esquerra) i un
CD6"OT-I (dreta), els ndmeros als
quadrants indiqguen la frequéncia de
cél-lules CD8". Dreta, nombres absoluts de
cél-lules CD8" TCRa-2" en animals
CD6™OT-I (blanc) i CD6"OT-I (gris) als N7z 12.3] {0.28 28.0
diferents organs limfoides (N=4/genotip). <«
Panel inferior, dot plot il-lustrant el g 0 9}
percentatge de ceéllules CD8'TCM O @_

78.3

(CD44"CD62L"™) en ratolins CD6™*OT-I i

N

*k

CD4

Cells (x106)w

Thymus Spleen LN

" 1.43 1.65 40.2
CD670OT-l B) Esquerra, dot plot S
~
representatiu  d'un timus d’un animal CD62L
transgénic CD6™*Marilyn i un animal CD6™ B CD4* TCRB-6+ T cells
Marilyn femella, els nombres als quadrants CDB*/* Marilyn CD6”- Marilyn g kL
indiquen la freqiiéncia de cél-lules CD4* A 12.4 3.5 6520 |:|8D6_+/{+Ma
SP. Dreta: Nombres absoluts de cél-lules T % %15 CD6""Ma
CD4* TCRpB-6" als diferents organs E ‘_,;,’10
limfoides en animals femelles O Q %
a . . o Os =
(N=4/genotip). Les linies verticals indiquen i E l_-r_l =
H . * | s
+SEM. (unpaired t-test; *p<0.05, **p<0.01). D8 > Thymus Spleen LN

101
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Marilyn femelles, també es va veure significativament disminuida la poblacié en aquest cas de
cél-lules CD4'SP tant a timus com a periféria (Fig. 4.23B). Totes aquestes dades permeten
recolzar de forma contundent que CD6 té un rol rellevant en el procés de seleccio timica, a

través de la modulacié de la senyal del TCR.

4.1.2 Implicacions funcionals de la deficiencia de CD6 en models de malaltia

A la vista dels canvis fenotipics detectats a nivell central i periféric en ratolins amb expressio
deficient de CD6 es va decidir explorar les consequiéencies funcionals dels mateixos en resposta
a la induccié a diferents situacions d’agressié bioldogica com sén models experimentals

d’autoimmunitat, cancer i infeccio.

4.1.2.1 Implicacions funcionals de la deficiencia de CD6 en autoimmunitat

Per determinar si la deficiéncia de CD6 condicionava I'aparicié o la severitat de fendmens
autoimmunitaris, es va dur a terme un conegut model muri d’artritis reumatoide com és el de
I'artritis induida per col-lagen (collagen-induced arthritis; CIA) (Postigo et al., 2012). En aquest
model s’injecta col-lagen de pollastre com a autoantigen per la cua del ratoli juntament amb
Mycobacterium tuberculosis que actuara com a adjuvant, iniciant-se d’aquesta manera una
resposta inflamatoria autoimmune contra el propi col-lagen del ratoli present a les articulacions.

La severitat clinica i la incidéncia de CIA es va avaluar durant 8 setmanes a partir de la
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Figura 4.24. L’abséncia de CD6 cursa amb una clinica més severa i més incidéncia d’artritis induida per
col-lagen (CIA). A) Ratolins CD6"" (cercles blancs; N=34) i CD6" (cercles grisos; N=34) es van immunitzar amb
col-lagen de pollastre tipus Il juntament amb CFA i Mycobacterium tuberculosis, i I'artritis es va avaluar durant 8
setmanes. Esquerra, mesura de la severitat de la malaltia a nivell clinic mesurat com a score clinic (mitjanatSEM) a
diferents punts post-immunitzacié. Dreta, incidéncia acumulada expressada com el nimero d’animals afectats en un
moment determinat post-immunitzacié. B) Mesura dels nivells d’anticossos IgG anti-col-lagen tipus Il presents al
serum d’animals CD6™" i CD6™ a diferents temps durant el curs de la malaltia. C) Analisi de diferents citocines per
gPCR a partir del mRNA extret de les articulacions afectades (NI; ratoli CD6"" no immunitzat). (Two-way ANOVA
test seguit de Bonferrroni post-test; Unpaired t-test.*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) .
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inoculacié. Encara que el fons genetic C57BL/6 no és l'ideal (és més resistent a la induccio
d’artritis que el fons DBA) (Postigo et al., 2011, 2012) els resultats que s’il-lustren a la Fig.
4.24A van mostrar que els animals CD6” cursaven amb una clinica més precog, més severa i

+/+

amb una incidéncia acumulada major en comparacié amb ratolins CD6" . Per altra banda, no
es va observar una correlacio entre la severitat i els nivells d’anticossos anti-col-lagen presents
en serum (Fig. 4.24B). Es va analitzar amb més detall la resposta inflamatoria local a través de
I'analisi per RT-PCR de diferents citocines i factors de transcripcio a les articulacions afectades.
Els resultats van revelar un clar increment en els ratolins CD6™ de les citocines proinflamatories
IL-6, TNFa, IL-1B i IL-17A, essent I'increment estadisticament significatiu en el cas de les dues
primeres i gairebé significatiu en el cas de les dues Ultimes (Fig. 4.24C). No es van veure
diferéncies significatives en els nivells de IFN-y, mentre que I'expressié de FoxP3 es va veure

+/+

significativament disminuida en el cas dels ratolins CD6™ en comparacié amb els CD6"*.

4.1.2.2 Implicacions funcionals de la deficiéncia de CD6 en cancer

Es va utilitzar un model de melanoma no ortotdpic per avaluar si 'abséncia de CD6 comportava
una diferent resposta contra el cancer de manera similar a com ho feia en models
d’autoimmunitat. EI model escollit va consistir en injectar subcutaniament al dors dels ratolins
cD6™ i cD6” 5x10* cél-lules tumorals isogeniques (de la linia cel-lular de melanoma B16,
derivat de ratolins C57BL/6) i monitoritzar el creixement tumoral a través de mesures del
diametre realitzades cada dos dies. A diferéncia de les dades obtingudes en el model
d’autoimmunitat, en aquest cas no es van observar diferéncies significatives en el creixement
del tumor al llarg dels 21 dies que va durar I'experiment (Fig. 25A). En concordanga amb aixo,
una mesura més exacta com és el pes dels tumors a dia de punt final de I'experiment tampoc
va ser diferent entre ratolins CD6” i CD6"" (Fig. 25B).
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4.1.2.3 Implicacions funcionals de la deficiéncia de CD6 en infeccio

Un altre context apart de I'autoimmunitat i el cancer on la resposta immunitaria de I'organisme
s’activa és en el cas de les infeccions. Per tant, es va voler comprovar si CD6 tenia una efecte
en la resposta immunitaria davant infeccions. Donada la publicacié prévia per part del nostre

laboratori de la capacitat del CD6 de membrana d’unir-se i senyalitzar la presencia de PAMPs
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bacterians (tant Gram-positius com Gram-negatius) (Sarrias et al., 2007; Martinez-Florensa et
al., 2014), es va analitzar la resposta de ratolins CcD6" en el model de xoc septic per infeccio
polimicrobiana induida per lligadura i puncié cecal (cecal ligation and punction; CLP) (Rittirsch
et al., 2009). Aquest model es basa en anestesiar 'animal i realitzar una delicada operacié on
es punxa el cec de l'intesti per alliberar una petita quantitat de matéria fecal al peritoneu i aixi
induir una infeccié aguda intrabdominal que porta a un quadre de sepsis greu amb sindrome de
resposta inflamatoria sistemica (SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrome), seguit de
fallida multiorganica i mort en 24-72 h. Seguint aquest procediment, es va monitoritzar durant
un periode de 7 dies la supervivéncia en ratolins CD6"" i CD6™ sotmesos a CLP. Com es pot
observar a la Fig. 4.26A., el percentatge de supervivéncia del animals CD6" va ser

+/+

significativament menor que el dels CD6™". Aixi, a les 24 h post-CLP la supervivéncia en els
animals CD6™ era del 0% mentre que en els ratolins CD6"" era del 50-60%, indicant una major

susceptibilitat per part dels primers enfront el procés infeccios.

Davant l'aparent sensibilitat dels ratolins CD6™ a la sepsi induida per bacteries, ens vam
preguntar si I'administracio de la proteina CD6 soluble (rshCD6) seria capa¢ de rescatar la
supervivéncia en els ratolins CD6™. Amb aguest proposit es va practicar la CLP a dos grups
d’animals CD6": a un se li va injectar rshCD6 1 h post-CLP i a l'altre solucié salina, i es va
seqguir la supervivencia al llarg de 7 dies. Tal i com mostra la Fig. 4.26B, I'administracié
terapéutica de la proteina rshCD6 va augmentar d’'una manera estadisticament significativa la
supervivéncia dels animals tractats fins a un 50-60% als 7 dies, mentre que als que van rebre
soluci6 salina va ser del 0% a les 48 h post-CLP.
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Figura 4.26. Els animals deficients per CD6 s6n més sensibles al xoc séptic induit per CLP. A) Corba de
supervivéncia d’animals CD6™ (linea discontinua; N=10) i CD6" (linea gris; N=5) post-induccié de CLP. B) Corba
de supervivencia d’animals cbe™ post-induccié de CLP tractats via i.v. amb solucié salina (linea gris; N=6) o amb
rshCD6 (1.25 mg/kg) a +1 h post-operacié CLP (linea negra; N=8). *p<0.05, **p<0.01 (Mantel-Cox test).
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4.2. Rellevancia de I’expressio de CD5 en laresposta
inflamatoria in vivo induida per B-glucans

Previament s’havia descrit al nostre laboratori la unié de CD5 tant soluble com de membrana a
B-glucans, un component essencial i molt conservat de les parets fangiques, tant de soques
patogeniques (p.ex. Candida albicans i Cryptococcus neoformans) com saprofitiques (p.ex.
Saccharomyces Pombe) (Vera et al., 2009). Per avaluar el paper de la unié de B-glucans al
receptor CD5 de membrana in vivo, es va decidir estudiar la resposta de ratolins deficients en
CD5 disponibles al nostre laboratori en un model de xoc séptic similar al induit per fongs. Per
abordar aquest objectiu es va posar a punt el model ZIGI (zymosan-induced generalized
inflammation) o d’inflamacié generalitzada induida per zymosan (Genovese et al., 2004,
Volman et al., 2005), un compost ric en B-glucans al qual se li ha descrit la unié a CD5 (Vera et
al., 2009).

4.2.1 Estudi comparatiu de la resposta inflamatoria in vivo i in vitro induida per
zymosan en ratolins C57BL/6 i CD1

Donat que els nostres ratolins deficients per a CD5 han estat generats en la soca C57BL/6 i
que aquest model ZIGI es va descriure en ratolins de la soca CD1, es va fer primer un estudi
comparatiu del model ZIGI en les dues soques esmentades. En primer lloc es van injectar
ratolins CD1 i C57BL/6 amb dosis creixents perd Unigques de zymosan (100, 300, 500, 700, 800
i 1000 mg/kg) via i.p. i es va estudiar la supervivéncia dels diferents grups d’animals al llarg de
15 dies. Les dades obtingudes van revelar que els ratolins C57BL/6 eren més sensibles al xoc
séptic induit per zymosan, ja que en dosis baixes del compost ja s’observava mortalitat en
aguesta soca i no en canvi en els ratolins CD1 (Fig. 4.28A). En vista d’aquests resultats es va
considerar que la dosi de 750 mg/kg de zymosan que proporcionava supervivencies dels

animals al voltant del 50% era l'idonia per a prosseguir els nostres estudis. Com es pot
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Figura 4.28. Els ratolins C57BL/6 s6n més sensibles al xoc séptic induit per zymosan que els ratolins CD1.
A) Es van injectar ratolins CD1 (N=5; blanc) i C57BL/6 (N=5; negre) amb diferents dosis de zymosan (ZYM; mg/kg)
i es va monitoritzar la supervivencia al llarg de 15 dies. El grafic mostra la supervivéncia final de cada grup a dia
15. B) Grups de ratolins CD1 (N=10) i C57BL/6 (N=9) van ser injectats amb una Unica dosi de 750mg/kg de ZYM.
Es van avaluar I'score clinic dels animals (valors de 0 a 3, sent 0 abséncia de simptomes i 3 simptomes de
gravetat) i la perdua de pes durant 15 dies. La pérdua de pes respecte el pes inicial es va calcular com pes a dia
X*100/pes dia 0 (gr). El grafic mostra la mitjana +SEM. *p<0.05 (Wilcoxon test).
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comprovar a la Fig. 4.28B, I'administracié d’una unica dosi de 750 mg/kg no va produir
diferéncies significatives entre les dues soques de ratolins pel que fa a un parametre
relativament subjectiu com és I'avaluacio clinica, perd si en canvi a la pérdua de pes durant els
15 dies seglients a la inducci6 del xoc (els animals C57BL/6 van perdre fins a un 12% més de
pes que els animals CD1).

Les dades en la supervivéncia i pérdua de pes suggerien que la resposta inflamatoria de les
dues soques davant el zymosan podria ser també diferent. Per avaluar aquest parametre es
van determinar els nivells de citocines en sérum de cada soca en resposta a dosis suboptimes
(250 mg/kg) i optimes (750 mg/kg) de zymosan. Els resultats obtinguts després de sacrificar els
animals a les 18 h post-injeccié de zymosan (Fig. 4.29) van mostrar una inesperada pero clara
tendencia dels ratolins C57BL/6 a generar una resposta citocinica disminuida en comparacié
amb els animals CD1. Concretament, es van detectar nivells més baixos de citocines
proinflamatories com TNF-q, IL-12, IL-6 i IFN-y. No obstant, les diferéncies observades només
van a arribar a ser estadisticament significatives en el cas del IFN-y, que va mostrar nivells

clarament inferiors en els ratolins C57BL/6.
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A la vista de les diferéncies observades in vivo en els nivells sérics de citocines, es va
considerar oportu estudiar la resposta inflamatoria in vitro per confirmar si les diferéncies entre
les dues soques de ratolins eren intrinseques a nivell cel-lular. Amb aquest objectiu, es van
obtenir esplenocits d’animals CD1 i C57BL/6 i després d’'incubar-los en preséncia de zymosan
(20 pg/mL) per diferents periodes de temps (2, 4, i 18 h) es van determinar els nivells de
diferents citocines als sobrenedants del cultiu. Com es mostra a la Fig. 4.30, no es van
observar diferéncies en la secrecié de IL-6 pero si en la d’altres citocines tant proinflamatories
(TNF-a, IFN-y) com antiinflamatories (IL-10), i sempre al temps d’incubacié més llarg (18 h).
Concretament, als ratolins C57BL/6 es van detectar nivells significativament més elevats de

TNF-a i IL-10 i més baixos de IFN-y que els detectats als CD1. De totes aquestes diferéncies,
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Figura 4.30. Els ratolins C57BL/6 secreten nivells inferiors d’IFN-y que els CD1 després d’una exposicio a
zymosan. Esplenocits de ratolins CD1 i C57BL/6 es van cultivar en preséncia de ZYM a 20ug/mL. Ales 2,4i18 h
es van mesurar els nivells de citocines per ELISA als sobrenedants de cultiu. Es mostra la mitjana +SEM de triplicats
d’un experiment representatiu de dos realitzats. **p<0.01, ***p<0.001 (unpaired t-test).

les més remarcables i consistents van ser les referides a IFN-y que a més eren consistents

amb les observades als experiments in vivo anteriorment descrits d’'induccié de ZIGlI.

Donada la importancia de I'lFN-y en la resposta davant fongs patogénics com Candida albicans
(Netea et al., 2015), es va profunditzar en 'estudi d’aquesta citocina. Les principals cél-lules
productores d’IFN-y de I'organisme son les cél-lules NK i els limfocits T CD4", perd s’ha descrit
que la secreci6 per part de les NK es déna durant les primeres 2-6 h mentre que les cél-lules T
necessiten més temps per a la seva produccié (Reefman et al., 2010). Donades les grans
diferéncies observades a les 18 h en els cultius ex vivo, es va pensar en la possibilitat que les
cél-lules T dels animals C57BL/6 fossin deficients en la produccié i secrecié d’'IFN-y. Per
descartar aquesta possibilitat, es van exposar esplendcits d’animals CD1 i C57BL/6 a un

estimul especific per a cel-lules T com sén dosis optimes d’AcMos anti-CD3 i anti-CD28 (1

Figura 4.31. Els esplenocits de ratolins 6000- Bl C57BL/6
C57BL/6 i CD1 secreten quantitats

similars d’IFNy en resposta a un C1CD1
estimul especific per a ceél-lules T. Es
van cultivar esplenocits de ratolins CD1
(barres blanques) i C57BL/6 (barres
negres) amb AcMos anti-CD3 i anti-CD28
en forma soluble (1pg/mL). A les 18 h es
van mesurar els nivells d’IFNy per ELISA
als sobrenadants de culitiu. (N=1;
mostres tractades en triplicat) Es mostra 0
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pg/mL cadascun) i es van recollir els sobrenedants dels cultius a les 18 h per a mesurar els
nivells d'IFN-y. En aquest cas, tot i les clares diferencies observades en resposta al zymosan
entre les dues soques, la secrecié d’'IFN-y després de I'estimulacioé directe de les cél-lules T no
va ser diferent entre animals CD1 i C57BL/6 (Fig. 4.31). Aquestes dades, juntament amb
lincrement de IL-12 observat in vivo en el model de ZIGI (Fig. 4.29), van fer pensar en una
probable deficiéncia en la produccié d’IFN-y per part de les cél-lules del sistema innat en els

ratolins C57BL/6 en comparacio als CD1.

Una possible explicacié als resultats obtinguts fins al moment era que hi hagués una expressio
i/o funcié deficient dels principals receptors de B-glucans descrits fins a data d’avui en animals
C57BL/6 respecte els CD1: Dectin-1 (Brown et al., 2002), TLR2 (Netea et al., 2004) o CD5
(Vera et al., 2009). No obstant aix0, es va decidir explorar primer si la menor produccié d’IFN-y
també es produia al exposar esplenocits d’animals C57BL/6 a PAMPS la composicié dels quals
no inclou B-glucans. Concretament es van exposar a 'acid lipoteicoic (LTA) i al lipo-polisacarid
(LPS), ambdés presents a la natura a les parets de bactéries gram positives i negatives,
respectivament. El LTA és estructuralment diferent als B-glucans pero també s’uneix a TLR2,
en canvi el LPS es un PAMP reconegut per el TLR4, al qual no se li ha descrit la uni6 a -
glucans. Com es post observar a la Fig. 4.32, els resultats de I'experiment van revelar que tots
tres PAMPs (Zymosan, LTA i LPS) generaven una menor secrecid d’IFN-y per part dels
esplendcits de ratolins C57BL/6 comparats amb els CD1. Aix0 indicaria que la deficient
produccio d’'IFN-y no és especifica per a Zymosan i els seus receptors, ja que altres lligands de
diferents receptors del sistema innat (TLRs) també induirien la mateixa resposta. Per tant, les
diferéncies entre soques no estarien tant a nivell de deteccié per part dels receptors de la
immunitat innata, siné probablement en la transmissié dels senyals derivats de la unié

d’aquests amb els seus lligands (PAMPs).
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Figura 4.32. La menor secrecié d’IFNy dels ratolins C57BL/6 no és especifica dels B-glucans. Es van cultivar
esplenocits de ratolins CD1 i C57BL/6 en preséncia o abséncia de zymosan (20pg/mL), LPS (lug/mL) o LTA
(10ug/mL). A les 18 h es van mesurar els nivells d’IFNy per ELISA als sobrenedants de cultiu. Es mostra la mitjana +
SEM de triplicats de un experiment sobre un total de dos realitzats. ***p<0.001 (unpaired t-test).
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4.2.2 Eficacia de administracié de rshCD5 enfront ZIGI en animals C57BL/6 i
CD1

En el mateix treball on es demostra la unié de CD5 a diferents especies de fongs a través dels
B-glucans, també es descriu el potencial profilactic/terapeutic de 'administracié de la proteina
rshCD5 en el model de ZIGI (Vera et al., 2009). Una Unica dosi de rshCD5 augmentava
significativament la supervivéncia de ratolins als quals se’ls hi havia administrat zymosan per
provocar un quadre similar al xoc septic. En aquest estudi es van fer servir ratolins CD1, i
donades les diferéncies abans esmentades entre aquesta soca i la de ratolins C57BL/6 en
resposta al zymosan, ens vam preguntar si I'administracié de rshCD5 també tindria la mateixa

eficacia en ambdues soques.

Amb aquest proposit, es van injectar ratolins C57BL/6 amb una dosi Unica de la proteina
rshCD5 (25 ug, i.p.) a diferents temps abans (-1h) o després (+1h. +3h o +6h) de 'administracio
de zymosan (750mg/kg, i.p.), i es va valorar I'efecte sobre la supervivéncia. Com mostra la Fig.
4.33A, no es va observar una millora significativa en cap dels tractaments, ja que ni
I'administracié profilactica ni les administracions terapéutiques a +1, +3 0 +6 hores després de
la induccié del xoc van aconseguir augmentar la supervivéncia de manera estadisticament
significativa. Per a descartar que no es tractés d’un problema en el lot de la proteina rshCD5 o
del zymosan, es va decidir reproduir en paral-lel les dades ja publicades en ratolins CD1. En
aquest cas, I'administracié profilactica de rshCD5 va endarrerir considerablement la mort
provocada pel xoc séptic als ratolins CD1, mentre que I'administracié terapéutica va recuperar

completament la supervivéncia dels animals d’aquest grup (Fig. 4.33B).
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Figura 4.33. L’efecte terapéutic de I'administracié de rshCD5 és efectiu en ratolins CD1 perd no en
C57BL/6. A) ) Diferents grups de ratolins C57BL/6 (N=9/grup) es van tractar amb una Unica dosi de 25ug i.p. de
rshCD5 (linies puntejades) 1h abans (-1h) o bé 1h (+1h), 3h (+3h) o 6h (+6h) després de la induccié del xoc séptic
amb zymosan (700mg/kg, i.p.). Un grup es va tractar amb dues dosis de rshCD5 1h abans i 1h després (-1h,+1h), i
un grup control es va tractar amb ZYM i soluci6 salina (linia continua). B) Es van tractar diferents grups de ratolins
CD1 (N=7/grup) amb una Unica dosi de rshCD5 1h abans (-1h) i 1h després (+1h) de la induccié del xoc séptic
amb una Unica dosi de ZYM 750mg/kg. Un grup control es va punxar amb ZYM i amb soluci6 salina (quadrat
negre, linia continua). *p>0.05 Mantel-Cox test.
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Donada la menor secrecié d'IFN-y observada en ratolins C57BL/6 en comparacio als CD1, ens
vam preguntar si aquesta era la causant de la major sensibilitat dels ratolins C57BL/6 i de la
pérdua de l'efecte terapéutic de la proteina rshCD5. Per avaluar-ho, es van injectar ratolins
C57BL/6 amb una dosi de 750mg/kg de zymosan, i 1 h més tard es van tractar amb 5 ng d’'IFN-
y muri recombinant (rmIFN-y) sol o en combinacid amb rshCD5, i es va monitoritzar la
supervivéncia. Com es mostra a la Fig. 4.34A, 'administracié Unicament de rmIFN-y va
augmentar significativament la supervivéncia dels animals, passant d’'un 10 a un 40%. Pero
encara més contundent van ser els resultats obtinguts en el grup tractat amb la combinacio de
rmIFN-y i rshCD5, ja que en aquest grup la supervivéncia va ser del 100%. L’administracio
d'IFN-y va millorar, a més, els parametres clinics derivats del xoc séptic en aquests animals
(Fig. 4.34B). Aquestes dades indiquen que la major susceptibilitat dels ratolins C57BL/6 al xoc
septic per zymosan és causada per la menor resposta de secrecid d’IFN-y, i que l'efecte

terapéutic de rshCD5 és efectiu en aquesta soca quan es dona combinat amb IFN-y.

A B
e, A 2.0- *
‘é-e- - M
= -B- ZYM+IFNy Sng o 134
=] —& - ZYM+IFNy Sng+rshCD5 £
S (]
2 v 1.0
404 | B = o
g 3 1
3 0.5 o
. n .l
T T T T T 1 0.0_ !
6 8 10 12 14 16 IYM IYM IYM
Temps (dies) IFNy IFNy

Figura 4.34. L’efecte terapéutic de I’administracié de rshCD5 es recupera en ratolins C57BL/6 després de
tractar amb IFN-y soluble A) Ratolins C57BL/6 (N=5/grup) se’ls va induir un xoc septic per zymosan
(700mg/kg), i 1 h més tard sells va tractar amb sali (linia continua, amb IFN-y sol (5ng; quadrat, linia
discontinua) o bé amb INF-y més rshCD5 (25ug; triangle, linia discontinua). B) Mitjana de I'score clinic als tres
grups experimentals tractats a A) 1 dia post-administracié de zymosan. *p<0.05 (unpaired t-test).

4.2.3 Paper del CD5 de membrana en el model de ZIGI

Per avaluar si la uni6 de CD5 de membrana als B-glucans té implicacions biologiques en la
resposta inflamatoria induida per aquests, es van utilitzar els animals cbs™ i cbs’,
disponibles en fons C57BL/6. Per tant, es va tenir en compte la informacié obtinguda fins al
moment i donada la major susceptibilitat al model de ZIGI observada en aquesta soca, es van
estudiar dues dosis diferents per representar concentracions baixes i altes de zymosan. Aixi, es

+/+

van injectar via i.p. animals CD5"" i CD5" amb 250 o 750 mg/kg de zymosan, i es van
monitoritzar durant 15 dies parametres com la supervivéncia, la severitat clinica i la pérdua de

pes (Fig. 4.35). Els resultats obtinguts no van mostrar diferencies estadisticament significatives
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en cap dels parametres estudiats entre les dues linies de ratolins C57BL/6, suggerint que la
deficiencia de CD5 de membrana o bé no és suficientment rellevant en la resposta inflamatoria
a B-glucans com per influir en la supervivéncia dels animals, o bé que aquestes influéncies no
tenen oportunitat a produir-se en un model de sépsi tan agut com és el de ZIGlI en ratolins de la
soca C57BL/6.
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Figura 4.35. La deficiencia de CD5 no afecta la clinica en un xoc seéptic induit per zymosan. Es van injectar
animals CD5™ (linia discontinua) i CD5" (linia continua) amb una dosis de 250mg/kg (N=20) o de 700mg/kg (N=18-
20) i es va valorar la supervivencia, I'score clinic i la perdua de pes (pérdua=pes x 100/pes dia 0) al llarg de 15 dies.
Els simbols indiquen la mitjana de cada grup amb +SEM.
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En aquesta tesi doctoral s’han estudiat dues molécules de rellevancia demostrada en I'activacié
de les cél-lules T com ho s6n CD5 i CD6. Per la seva banda, CD5 ha estat, i €s, una molécula
caracteristica de cél-lules T la qual esta implicada directament en la modulacié negativa de la
activacié a través del TCR (Soldevila et al., 2011). Des de la revelacié a principis dels anys 90
que actuava com a modulador negatiu de l'activacié fins a dia d’avui, una multitud de treballs
s’han focalitzat en I'estudi d’aquesta molécula posicionant CD5 com un regulador necessari per
la selecci6, la tolerancia i la supervivencia de les cél-lules T. Tot aix0 fa que pugui ser
englobada dins del concepte de molécules amb funcié com immune response check point i en
consequeéncia una diana terapéutica en diferents processos de rellevancia clinica (Consuegra-
Fernandez et al., 2015). Pel que fa a CD®6, en canvi, tot i la similitud a nivell d’expressio tissular
i de localitzacié a la membrana cel-lular que comparteix amb CD5, sorprenentment la recerca
invertida des de la seva descoberta ha estat més aviat escassa, fins al punt que el rol biologic
de CD6 és encara forca desconegut i enigmatic. Una de les raons per aquest desconeixement
és que fins a dia d’avui no s’ha presentat cap model animal genéticament modificat (transgenic,
knockout, etc) que faciliti 'estudi d’aquest receptor, models que ajudarien en la comprensio i
millora de les terapies actuals on CD6 es postula com a potencial diana terapéutica. La majoria
de dades obtingudes fins al moment suggereixen que CD6 és un modulador de l'activacié
cel-lular, pero al contrari que CD5, amb un efecte co-estimulador en comptes d’inhibidor. Els
resultats obtinguts en aquesta tesi en els primers animals deficients per CD6 analitzats a data
d’avui, indiquen no obstant que al contrari del que s’havia pensat CD6 té un clar rol modulador
negatiu del senyal del TCR durant els processos de seleccid positiva/negativa al timus, i un
paper en la generacié i/o manteniment de determinats tipus cel-lulars T periférics tant en
'homeostasi normal de les respostes immunitaries com durant les respostes a processos

d’agressio biologica.

Actualment hi ha en curs estudis clinics utilitzant un AcMo anti-CD6 humanitzat (Itolizumab) per
a ftractar pacients amb artritis reumatoide i d’altres processos patologics de base
autoimmunitaria. Els resultats preliminars publicats han demostrat que I'administracio de
Itolizumab sol o en combinacié amb el Metotrexat cursa amb una millora clinica amb efectes
secundaris molt lleus (Chopra et al., 2015; Rodriguez et al., 2012). Gracies a aquests primers
resultats s’esta estudiant d’administrar-lo en pacients amb psoriasis o0 amb sindrome d’Sjégren
(Le Dantec et al., 2013; Krupashankar et al., 2014), aixi com ampliar la seva area terapéutica
també al tractament de leucémies de cél-lules B, donat que un primer estudi també ha aportat
resultats esperancadors al respecte (Izquierdo Cano et al., 2014). La disponibilitat de ratolins
CD6" com els aqui analitzats permetra comprendre millor el rol de CD6 a les respostes
immunitaries tant en condicions normal com d’agressié bioldgica i ajudar en la implementacié i
optimitzacié de noves immunoterapies formulant hipdtesis de treball amb bases experimentals

més solides.

Per altra banda, tot i la importancia demostrada de CD5 en l'activacié limfocitaria, a dia d’avui

s’han dut a terme pocs estudis amb éxit on aquest receptor sigui la diana terapéutica tant en
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humans com animals. A diferéncia d’altres moduladors negatius de I'activaci6 com CTLA-4, el
qual AcMo bloquejants d’aquesta molécula es troben en fases cliniques d’estudis amb pacients
amb melanoma (Grosso and Jure-Kunkel, 2013), pel que fa a CD5 alguns estudis puntuals
s’han dut a terme en lupus eritematds o diabetis dependent d’insulina amb immunoconjugats,
tot i que alguns ja s’han descartat degut a la seva immunotoxicitat (Consuegra-Fernandez et
al., 2015). A diferencia dels immunoconjugats i AcMo anti-CD5, I'administracio de la forma
soluble sCD5 sembla ser que si que presenta efectes beneficiosos en determinades situacions.
Mitjangant I'is d’animals transgénics que expressaven elevades quantitats de sCD5 en sang, el
nostre laboratori va veure que la progressié d’'un melanoma era més lenta en els animals
transgénics que en els animals control (Fenutria et al., 2014). Aparentment, el sCD5 d’aquest
animals s’uniria als lligands endogens de CD5 bloquejant la seva interaccié6 amb CD5. Amb
rellevancia des d’'un punt de vista clinic, aquest efecte es reproduia al administrar repetides
dosis de la proteina recombinant soluble rshCD5 en ratolins amb melanoma (Fenutria et al.,
2014). Per altra banda, en un altre treball es va veure que I'administracié d’una sola dosis de
rshCD5 augmentava la supervivencia de ratolins en xoc séptic causat per derivats flngics
(Vera et al., 2009). Aixi com en el cas de CD6 s’esta avancgant en I'estudi de terapies utilitzant
aguest receptor com a diana, els estudis on CD5 ha estat la diana terapéutica no han resultat
gaire prometedors. No obstant, degut a la recent descoberta de la interaccié de CD5 amb els 8-
glucans presents als fongs i pel potencial que presenta la proteina rshCD5, s’ha decidit estudiar
en més profunditat el seu efecte terapéutic en situacions de sepsi causades per derivats

fangics aixi com la importancia de les implicacions biologiques de la uni6 CD5-B-glucans.

5.1 CD6

La bibliografia cientifica disponible indica que CD6 té un rol rellevant en el desenvolupament i
l'activacioé de les cél-lules T a través de la modulacié positiva (o negativa) de la senyalitzacio
del TCR, aixi com dels contactes T-APC. No obstant, gran part d’aquesta informacié s’ha
obtingut mitjangcant sistemes cel-lulars in vitro i a través de I'is d’anticossos monoclonals o
proteines quimeériques que poden donar lloc a una visio distorsionada o descontextualitzada de
les funcions de CD6 (Santos et al., 2015). En aquesta tesi s’ha descrit per primera vegada les
consequencies in vivo de la deficiencia de CD6 tant en la maduracio6 i selecci6 al timus com en

la homeostasis de poblacions cel-lulars T periferiques murines.

5.1.1 CD6 com aregulador negatiu del senyal del TCR al timus

Gracies a la caracteritzacio de ratolins CD6” s’ha pogut demostrar que, tot i que les poblacions
de cél-lules T i B perifériques a nivell general no es veuen afectades en nimero, aquests
animals presenten una disminucié de cél-lules CD4"SP i CD8"SP al timus i un increment de
cel-lules T amb fenotips efector/memoria i regulador als organs limfoides periférics. Aquestes
dades s’han confirmat a través d’experiments de quimeres mixtes competitives de medul-la
ossia. L’estudi de la mobilitzacié de Ca®" intracel-lular induida via TCR indica que CD6 actua

com a modulador negatiu del senyal del TCR a nivell de timocits immadurs DP, fet que es veu
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acompanyat pel diferent repertori de clones T d’animals CD6™" i CD6”, reflexat en la diferent
expressio de Nur77 entre genotips. La drastica disminucié en les poblacions SP d’animals
transgénics CD6"OT-li CD6"'Marinn portadors de TCRs monoclonals també déna suport al fet
que CD6 actua com a inhibidor del senyal del TCR al timus establint el llindar d’entrada a
seleccié negativa. En aquest aspecte, CD6 demostra tenir una funcié paral-lela a la de CD5
com a regulador negatiu del timus, ja que I'abséncia d’aquest darrer també comporta una major
alliberaci6 de Ca”" intracel-lular aixi com una disminucié dels timocits SP en ratolins

transgénics portadors de TCR monoclonals cD5™ (Tarakhovsky et al., 1995).

Aquestes dades contrasten amb les obtingudes als estudis immunoquimics, els quals mostren
que, almenys aparentment, I'abséncia de CD6 no afecta significativament la fosforilacié de les
proteines intracel-lulars estudiades de la via de senyalitzacié del TCR, amb possible excepcié
de SLP-76. Aquests resultats no deixen de sorprendre degut a la consistencia dels estudis de
mobilitzacié de Ca*, un altre parametre indicador de la intensitat del senyal d’activacio
mitjancat via TCR. De fet, seguint el paral-lelisme amb CD5, les nostres dades també
contrasten amb les reportades per a timocits CD5™ al ser estimulats amb anti-CD3, els quals
presenten fluxos de Ca” incrementats que s’acompanyen d’augments en la fosforilacié de les
proteines PLC-y1, TCRC, LAT i Vav (Tarakhovsky et al., 1995).

Una possible explicacié per aquesta “dissociacié” entre fluxos de Ca” i fosforilacions es
discuteix a la secci6 de resultats. Com es pot comprovar, els increments de Ca”" s’observen en
cél-lules DP perd no SP del timus, encara que la magnitud dels nivells basals i post-estimulacié
de Ca®' intracel-lular es molt diferent entre ambdés tipus cel-lulars (de 0.08 a 0.12 i de 0.1 a
0.4, respectivament). Es possible que la magnitud de la resposta de fosforilacid de proteines
senyalitzadores també sigui diferent entre ambdos tipus cel-lulars. D’aquesta manera la major
fosforilacié en les cél-lules SP d’altra banda aparentment no afectades per I'abséncia de CDB6,
emmascararia les possibles diferéncies en la fosforilacié de les cél-lules DP on CD6 exerceix
meés clarament el seu efecte regulador negatiu. Aquesta hipotesis estaria recolzada per la
mesura de la fosforilacié de la proteina Erk per citometria en resposta a anti-CD3, on s’observa

+/+

un lleuger augment de p-Erk en timocits SP CD6™" | cD6™, perd no en canvi en timocits DP,
indicatiu que la fosforilacié en aquest darrer genotip és tan subtil que la sensibilitat del citometre

no és suficient per detectar-la.

En vista d’aquests resultats, I'i's de poblacions timiques “totals” (amb TCR policlonals d’afinitats
diverses) no semblaria ser el més adient per abordar estudis immunoquimics on detectar
diferencies quantitatives o qualitatives en el patr6 de fosforilacio entre ratolins cDé6™ i cD6™".
L’alternativa experimental passaria en la nostra opinié per fer I'analisi immunoquimic, encara
pendent, en animals transgénics portadors de TCR monoclonals. L’estudi immunoquimic en
unes condicions on totes les cél-lules T tinguin un mateix TCR eliminaria la variabilitat clonal i
d’aquesta manera es podrien observar possibles diferéncies també en timdcits SP mancats de

CD6. Donada la disponibilitat de ratolins transgénics CD6" OT-l i Marilyn esta previst realitzar
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aquest tipus d’estudis amb timocits d’aquestes soques murines que esperem puguin aportar

més informacié pel que fa a les vies de senyalitzaci6 intracel-lulars en les que intervé CD6.

+/+

Tot i aixo, la diferent expressié de Nur77 en cél-lules CD6"* i CD6™ evidencia que el repertori
de cel-lules T ha estat seleccionat de manera diferent en abséncia de CD6, i que per tant s’han
seleccionat els TCRs amb menys afinitat i que no superen el llindar d’activacioé per entrar en

seleccio negativa, per evitar fendomens autoimmunitaris a la periféria.

5.1.2 Paper de CD6 en la supervivencia de timocits

Tot i la funcié de CD6 com a inhibidor de I'activacié al timus, no es pot descartar la possibilitat
que també estigui contribuint a la supervivéncia dels timocits incrementant Iactivitat
transcripcional o post-traduccional de molécules antiapoptotiques. La sobreexpressiéo de CD6
en cél-lules DP en seleccié positiva i en timocits resistents a I'apoptosi in vitro (Singer et al.,
2002), aixi com la protecci6 al AICD que confereixen AcMo anti-CD6 en cél-lules B
leucemiques (Osorio et al., 1997), o el fet que es necessiti la integritat de la part citoplasmatica
de CD6 per protegir de I'apoptosi induida per galectines (Escoda-Ferran et al., 2014), confirma

que aquesta idea s’ha de tenir en consideracio.

Els principals i més ben descrits reguladors de l'apoptosi son la familia BCL-2, els quals
inclouen membres proapoptotics com la proteina BH3, BAX i BAK, i membres antiapoptotics
com el propi BCL-2, el qual inhibeix BAX/BAK i evita que aquests destrueixin la membrana
mitocondrial, l'alliberacié del citocrom c i I'activacié de caspases (Czabotar et al., 2014). Pel
que fa al rol de BCL-2 al timus, tot i que Williams i col-laboradors van demostrar que la
sobreexpressié de BCL-2 promovia la produccié de cél-lules T madures i inhibia la seleccié
negativa (Williams et al., 1998), els mateixos autors pocs anys més tard van aportar dades
suggerint que la sobreexpressid de BCL-2 associada a la selecci6é al timus podria ser una
consequencia de la seleccid positiva més que la seva causa (Williams et al., 2001). En aquest
escenari de l'ou i la gallina, es fa dificil determinar si una hipotética reduccié en I'expressio de
BCL-2 en abséncia de CD6 estaria lligada a una reduccié de senyals de supervivencia. Per
tant, tot i que la manca de CD6 indueix apoptosi degut a un increment de la seleccié negativa,
no es pot descartar que CD6 actui també com una proteina pro-supervivéncia. En aquest
sentit, determinar els nivells de mRNA de BAX i BCL-2 en timocits CD6"™" i CD6™ recentment
estimulats amb AcMo anti-CD3 i anti-CD6 podria ajudar a resoldre si CD6 transmet també

senyals de supervivéncia durant la selecci6 al timus.

5.1.3 CD6 com a regulador negatiu en periféria

L’alliberacié augmentada de Ca®" intracel-lular observada en resposta a I'estimulacio via CD3
de timocits immadurs (DP) perd no madurs (SP) de ratolins CD6", indica gue CD6 és un nou
regulador negatiu de la senyal del TCR i que els nivells de CD6 condicionen el llindar
d’activacio dels timocits immadurs abans de ser seleccionats. Aquest efecte recorda el que té

CD5 sobre la maduracid i seleccio dels timocits (Soldevila et al., 2011). L’expressio de CD5 es
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troba regulada durant el desenvolupament limfocitari al timus en funcié de les senyals i I'afinitat
del TCR, d’aquesta manera contribuint a I'ajustament fi (fine tunning) del senyal d’activacié
(Azzam et al., 1998, 2001). En conseqiiencia, I'expressi6 de membrana de CD5 en timocits
madurs i cél-lules T perifériques és directament proporcional a I'afinitat dels seus TCR, com es
demostra pels alts nivells de Nur77 observats en cél-lules CD5" comparades amb cél-lules
CD5" (Fulton et al., 2014). Els nivells de Nur77 estan considerats un marcador fiable de la
intensitat de senyalitzacié rebuda pel TCR (Moran et al., 2011), i d’acord als resultats obtinguts
per nosaltres també es troben augmentats en cel-lules cD6" comparades amb les CD6", el
que suggeriria també que CD6 es comportaria com un regulador negatiu del senyal del TCR en

condicions d’alta afinitat.

Els dos descobriments més rellevants en referéncia als organs limfoides periférics en animals
CD6” sén els increments significatius en la frequencia de cél-lules T amb fenotips
efector/memoria (CD8 Tcy | CD4'Tey) i reguladors (Treg). La generacid i manteniment
d’ambdés genotips s’ha relacionat amb condicions d’alta intensitat de senyalitzacié del TCR o
de co-estimulacié (Lanzavecchia and Sallusto, 2005), el qual estaria d’acord amb la nostra visié
que CD6 actua com a modulador negatiu de la senyal del TCR. No obstant, I'increment de
cél-lules amb fenotips efector/memoria innata, és a dir en animals que no han entrat en
contacte amb antigens exogens, podria ser atribuit a fenomens de proliferaci6 homeostatica,
també conegut com proliferacié induida per limfopénia (Jameson, 2002). En aquest cas la
menor sortida de cél-lules T madures CD4"SP i CD8"SP del timus en abséncia de CD6 podria
estar compensada a la periféria per una major proliferacié cel-lular generant un augment de
poblacions amb fenotip efector/memoria. Els resultats obtinguts de la mesura de la proliferacio
in vivo mitjangant BrdU, mostren que la proliferacié de CD8 T¢y i CD4 Ty és en realitat menor

+/+

en els ratolins CD6” en comparacié amb els CD6"". Aquestes dades van en contra d’'un
augment en la proliferaci6 homeostatica, i en canvi defensen la idea que aquestes cél-lules
adopten aquest fenotip degut a una alta intensitat en I'estimulacié dels seus TCRs en resposta
a autoantigens. Aquesta idea es veu recolzada pels resultats obtinguts en I'experiment de
guimeres de medul-la 0ssia, on en un context on hi ha un flux continu i normal de cél-lules T del
timus (ja siguin CD45.1 o CD45.2), tot i haver una gran reduccio de cél-lules T cD6™, aguestes
presenten una proporcié més elevada de cél-lules CD8'T¢y i Treg en comparacié amb les
cél-lules CD6™", demostrant un cop més que la generacié d’aquest fenotip es intrinsec a la
deficiéncia cel-lular de CD6 i no depenent d’altres aspectes relacionats amb alteracions del
microambient on es desenvolupen les cél-lules T. Altres dades que recolzen aquest fet son les
obtingudes per William i col-laboradors quan estudien la proliferacié homeostatica d’animals
transgénics HY restringits per MHC classe-I (Kieper et al., 2004). Els autors van observar que
cél-lules CD8" provinents de femelles HY no proliferaven en ser transferides a ratolins hostes, i
en canvi si ho feien les cel-lules de ratolins HY mascles degut a que aquestes havien adoptat
un fenotip memoria. Donat que les cél-lules de ratolins HY mascles tenen una alta afinitat per
autoantigens com es demostra per la seva expressio de CD5, els autors suggereixen que és

I'afinitat i/o intensitat de senyal del TCR el que determina la conversié de cél-lula naive a
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memoria. Per altra banda, el nostre laboratori ha vist que ratolins deficients per CD5 també
presenten freqiéncies més elevades de cél-lules T CD8Tcy i CD4'Tgy (dades no
presentades), les cél-lules dels quals sén més reactives a autoantigens degut a la manca de
senyals inhibitoris de la senyalitzacié del TCR. Tot indica doncs, que 'augment de cél-lules T
amb fenotip efector/memoria es deu a que en abséencia de les senyals inhibidores de CD6, la
interaccié amb autoantigens a periféria provoca una resposta més intensa que genera un canvi

de fenotip de cél-lula naive a cél-lula efectora/memoria innata.

Pel que fa a les cél-lules Treg, esta altament acceptat que la generacié d’aquestes cél-lules al
timus (nTreg) requereix unes condicions d’alta afinitat d’interacci6 TCR:APC. En abséncia de
CD6, la senyal més intensa que es transmet via TCR provoca que els timocits DP presentin
altes concentracions de Ca’* intracel-lular en resposta a estimuls via CD3, el que hauria
d’afavorir I'expansio de nTregs, com succeeix en ratolins deficients per a CD5 (CD5™)
(Ordofiez-Rueda et al., 2009). No obstant, en els ratolins CD6” no s’observa un increment de
cél-lules Treg al timus, tot i que en canvi si que es detecta a la periféria. Aixo indicaria que CD6
és rellevant en la generaci6 de cel-lules Treg perifériques (iTreg) durant una resposta
immunitaria, i no tant durant la seleccié del repertori autorreactiu al timus. En aquest sentit,
semblaria que la interacci6 de CD6 amb ALCAM mitjancada per ceél-lules T i APC,
respectivament, als drgans limfoides secundaris tindria un paper destacat en la regulacié de

cél-lules iTreg.

5.1.4 Paper de lainteraccié de CD6 amb CD166/ALCAM

A diferéncia de CD5, a qui no se li ha descrit un lligand endogen de manera fiable i reproduible,
CD6 presenta 3 dominis extracel-lulars, el més proximal dels quals interacciona amb el seu
ligand CD166/ALCAM (Gimferrer et al., 2002; Osorio et al., 1995; Te Riet et al., 2014; Castro et
al., 2007), el qual té una amplia expressio en diferents tipus cel-lulars com ara DCs, TECs,
cel-lules B, macrofags, i determinats epitelis i endotelis activats (Bowen et al., 1995; Whitney et
al., 1995b). A través de diferents assajos in vitro s’ha demostrat que la interaccié CDG6-
CD166/ALCAM és essencial per I'estabilitzacié de la sinapsis immunologica, aixi com per iniciar
I'activacio i la subsequent proliferacié de cél-lules T induida per DCs (Zimmerman et al., 2006;
Hassan et al.,, 2004). Per altra banda, Gottschalk i col-laboradors van demostrar que la
concentracié de lligand aixi com la potencia i la duracié de la interaccié T-APC so6n factors que
determinen la generaci6 de Tregs a la periféria (Gottschalk et al., 2010). Utilitzant animals
transgenics 5C.C7 amb TCR transgénics monoclonals i péptids lligands amb diferents afinitats,
van demostrar que els peptids amb més afinitat generaven més facilment Tregs, i que en
peptids amb més baixa afinitat la interrupcié del contacte T-APC durant les primeres hores de
cultiu portava també a un augment en la generacid de cél-lules Treg. En aquest context
lincrement de cel'lules Treg en abséncia de CD6 a la periféria perd no al timus es podria
explicar per la dificultat de mantenir sinapsis estables i de llarga durada per la manca de la
interacci6 CD6-CD166/ALCAM i/o per la major activaci6 a autoantigens que presentarien

determinats clons en abséncia de les senyals inhibidores de CD6.
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Per altra banda, la interaccié de CD6 amb el seu lligand també hauria de tenir rellevancia al
timus degut a que CD166/ALCAM es troba expressat també en cél-lules TEC que actuen com
APC d’autoantigens durant el procés de seleccié positiva/negativa dels timocits immadurs (DP).
Donat aix0, en abséncia de CD6 seria plausible esperar una reduccié en el nombre de cél-lules
madures a causa d'una incompleta formacié de la sinapsis, seguida de la insuficient activacio
dels timaocits i la consequient mort per abandonament o death by neglect (Klein et al., 2009). No
obstant, Ebert i col-laboradors descriuen un model on els contactes entre timocits i TECs no es
troben mantinguts per sinapsis de llarga durada, sin6 que son més aviat contactes transitoris i
repetits amb diferent TECs el que provoca la transcripcié de NFAT en timocits | permet la seva
seleccié positiva (Ebert et al.,, 2008). D’acord amb aquest model, la interacci6 CDG6-
CD166/ALCAM podria ser d’alguna manera no tan necessaria al timus al contrari amb la
rellevancia que mostra a la periferia. A favor d’aquesta hipotesi, un article que estudia
Ialliberacié de Ca** en resposta a superantigens en cel-lules humanes transfectades amb CD6
de rata, mostra que les cél-lules CD6" tenen menor alliberacié de Ca®* intracel-lular que les
CD6", i que curiosament aquest efecte es manté en abséncia del domini SRCR-D3 d’uni¢ a
CD166/ALCAM i de la seva co-localitzacié a la sinapsis immunologica (Oliveira et al., 2011).
Aquestes dades reforgarien la hipotesi que la unié de CD6 a ALCAM pel que fa a l'activacié

cel-lular seria menys necessaria al timus pero essencial a la periféria.

De fet, I'efecte de CD6 a la periféria es trobaria en balang entre les dues funcions que se li
atribueixen: la modulacié negativa del TCR i I'estabilitzacié i manteniment de la sinapsis al llarg
del temps. Per tant, en el context estudiat d’abséncia de CD6 hi haura una manca de senyals
inhibidors de l'activacio i a la vegada la formacié d’'una sinapsis deficient i menys estable per la
falta d’interacci6 CD6-CD166/ALCAM. Aix0 porta a considerar dos escenaris alternatius: que
davant el contacte T-APC, I'abséncia de senyals negatius transmesos per CD6 faci que les
cél-lules T es sobre-activin i aquestes hiper-proliferin tot i la mala formacio6 de la sinapsis, o bé
que les cel-lules es sobre-activin perd en canvi degut a una deficient sinapsis aquesta activacio

no es tradueixi en més proliferacio.

La major proliferacio in vitro en cél-lules T aillades CD6” i estimulades Gnicament amb AcMo
anti-CD3 i anti-CD28, demostra que en unes condicions on s’estimula directament a través del
TCR i sense necessitat contacte amb cél-lules APC ni altres molécules co-estimuladores, CD6
continua mantenint una certa funcié de regulador negatiu de I'activacié. Tot i aixd, la magnitud
de la inhibicié és diferent de la que exerceix en les cél-lules immadures del timus, ja que tot i

+/+

que les cel-lules T perifériques cD6™ proliferen més que les CD6"", només s’arriba a la
significacid estadistica en determinades condicions. Aquestes dades contrasten amb les
observades en les cél-lules T CD5™ utilitzades com a control, les quals si que proliferen d’'una

+/+

manera superior respecte les CD6"'". Aquests resultats porten a pensar que a diferéncia de
CD5, el paper de CD6 com a regulador negatiu a la periferia és més discret i que en canvi
potser és en la formacio de la sinapsis on té més rellevancia. En linia amb aquesta idea estan

les dades obtingues de la proliferacié in vivo en ratolins CcD6™ i CD6™. La mesura de la
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proliferacié de cél-lules CD8 Tcy | CD4' Ty en condicions basals al llarg d’'una setmana revela
que les cél-lules CD6™ proliferen incltis menys que les CD6™*
CD6, l'abséncia de la interacci6 CD6-CD166/ALCAM i per tant 'impediment de la formacié

d’'una sinapsis estable provoca que aquestes cel-lules tinguin més dificultats per proliferar en

, indicant que tot i el rol negatiu de

condicions in vivo. Per tant, les interaccions CD6-CD166/ALCAM agafarien un gran pes a
periféria, el que ajudaria també a explicar la major conversié de cél-lules naive a memoria
mencionada anteriorment. En aquest darrer cas, probablement les cel-lules T naive cDé6™ al
entrar en contacte amb autoantigens presentats per APC a la periféria reben unes senyals més
intenses en abséncia de CD6 que faran canviar el fenotip, perd per altra banda la impossibilitat
de formar una bona sinapsis impedira que aquestes proliferin més que les cél-lules on CD6

esta present.

5.1.5 Regulaci6 creuada entre CD5 i CD6

Els resultats presentats en aquesta tesi van en contra d’altres estudis publicats on CD6 actua
com a molécula co-estimuladora en cél-lules T humanes i de ratoli, com es dedueix per un
increment en la proliferacid, augments de calci intracel-lular i activacié de MAPK en resposta a
co-estimulaci6 amb AcMo anti-CD3 i diferents AcMos anti-CD6 (Zimmerman et al., 2006;
Hassan et al., 2004; Ibanez et al.,, 2006; Nair et al., 2010). En aquest punt, és important
destacar que la molécula més homologa a CD6, CD5, és a dia d’avui considerat un inhibidor de
la cascada de senyalitzacié del TCR, pero en canvi els primers articles que estudiaven CD5
van presentar-lo com una molécula co-estimuladora per les mateixes raons (Gringhuis et al.,
1997; Alberola-lla et al., 1992; Ceuppens and Baroja, 1986; June et al., 1987). Va ser la
generacio d’'un ratoli deficient en CD5 el que va convéncer la comunitat cientifica que aquest
receptor era un regulador negatiu de la selecci6 i activacié de cel-lules T, curiosament amb
unes evidencies molt similars a les que es presenten en aquest treball (Tarakhovsky et al.,
1994, 1995; Azzam et al., 1998).

Aquests dos receptors comparteixen una estructura i funcionalitat similar, perd no obstant els
seus dominis citoplasmatics presenten grans diferéncies en llargada i composicié aminoacidica.
Aquestes diferéncies implicarien que la seva capacitat per modular la cascada de senyalitzacié
del TCR es donaria a terme a través d’interaccions cel-lulars diferents, obrint la possibilitat de
diferéncies qualitatives i quantitatives pel que fa a la funcié de cadascun. En aquest sentit, les
diferents interaccions de CD5 i CD6 a nivell citoplasmatic també han portat a considerar el
primer com a regulador negatiu i el segon com a modulador positiu de la senyalitzacié del TCR.
CD5 s’uneix a molécules repressores de l'activacié com SHP-1, Cbl i Ras-GAP en resposta a
una estimulacié a través del TCR (Pani et al.,, 1996; Perez-Villar et al., 1999; Carmo et al.,
1999; Dennehy et al., 1998; Lozano et al., 2000), al contrari que CD6 on cap interaccié amb
aquestes proteines ha estat descrita, perd que en canvi si s’ha descrit que actua com a suport
per les proteines associades a l'activacié de cél-lules T ZAP-70 i SLP-76 (Roncagalli et al.,
2014; Hassan et al., 2006).
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La reduida expressié de CD5 en un context de deficiencia de CD6 coincideix amb aquest
escenari, on la manca d’una molécula co-estimuladora com CD6 es veu compensada per una
reduccidé de senyals inhibitoris de CD5. No obstant, la inesperada sobre-expressiéo de CD5 en
un context en abséncia de CD6 suggereix la situacié contraria: en abséncia de les senyals
inhibidores de CD5, I'hoste sobre-expressa CD6 per a quée les seves senyals inhibidores

equilibrin I'activacio final de la cel-lula T.

L’'observaci6 que la manca dun receptor afecta laltra evidencia que existeix una
intercomunicacié o regulacié creuada entre CD5 i CD6, perd cal destacar que el patrd
d’expressio de cada receptor al seu ratoli knock-out contrari no és la mateixa en els dos casos.
En abséncia de CD6, I'expressié de CD5 es troba reduida des dels estadis més immadurs al
timus, ja que les cél-lules DN cD6™ ja presenten una disminucié de CD5 des del moment en
que comencen a expressar-lo a membrana, disminucié que es manté al llarg de la maduracié i
que s’observa més clarament en cél-lules perifériques. Aquest escenari implica una funcié molt
més complexa de CD6, i suggereix una hipotesi on aquest tindria una funcié dual depenent del
context. Per un costat, 'expressié de CD6 seria necessaria per expressar correctament CD5 a
la membrana cel-lular tant en timus com en periféria, perd0 mentre que durant el
desenvolupament al timus CD6 adoptaria un rol com a regulador negatiu compartit amb CD5, a
la periféria el seu paper com a modulador negatiu seria menys rellevant i en canvi estaria més
centrat en el manteniment dels contactes T-APC i la transmissio d’altres senyals. L'increment
de CD6 en un context de deficiencia de CD5 explicaria I'intent de les cél-lules T perifériques per
recuperar I'expressio de CD5 i per compensar les funcions inhibidores d’aquest en la seva

abseéncia.

Ara per ara, aquesta idea és merament especulativa. Lamentablement, les dades sobre la
bioguimica de les interaccions moleculars en abséncia de CD6 presentades en aquest treball
son encara limitades, i a més, tot i les grans diferéncies en l'alliberacié de Ca?" en timocits
cDé6" i cD6™, sorprenentment aquestes no s’han vist acompanyades per canvis rellevants en
les proteines estudiades de la senyalitzacié. Aquest primer treball de caracteritzacié d’animals
CD6” ha posat en evidéncia la funcié que desenvolupa CD6 al timus aixi com l'impacte que té
en el fenotip de determinades poblacions T a la periféria. Els propers estudis haurien d’estar
centrats en determinar com interacciona CD6 a nivell citoplasmatic, i de quina manera afecta
aquest I'expressié de CD5. Per una banda, seria molt Gtil poder tenir la informacié sobre les
diferents proteines que interaccionen amb CD5 i CD6, tal i com es va fer per ZAP-70, SLP-76 i
LAT (Roncagalli et al., 2014), i per altra, també seria molt interessant la generacié d’'un animal
doble knock-out pels dos receptors per estudiar com afecta el fenotip I'abséncia dels dos

receptors.

5.1.6 CD6 en models de malaltia

Les implicacions de la deficiencia de CD6 i per tant de les interaccions CD6-CD166/ALCAM es

van avaluar no només en condicions basals, sind6 també en diferents contextos d’agressid
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bioldgica resultants de la pérdua de la tolerancia (autoimmunitat), del creixement de cél-lules

tumorals o de processos infecciosos.

5.1.6.1. CD6 en models d’autoimmunitat

L’avaluacio dels efectes de la deficiencia de CD6 en un context d’autoimmunitat com es el
model d’artritis reumatoide induit per col-lagen (CIA) mostren que els ratolins cbe” presenten
quadres clinicament més exacerbats, i que la incidéncia de la malaltia és també major. L’analisi
de les citocines intra-articulars revela que clarament s’esta donant una resposta inflamatoria
local més intensa de tipus Th1/Th1l7, mostrant un increment en les citocines pro-inflamatories
IL-6, TNFa, IL-18 i IL-17A. Donats els augments en els ratolins CcD6™ de dos tipus de cel-lules
T amb fenotips oposats, com ho son les cel-lules efectores/memoria i les Treg, aquestes dades
recolzarien un rol més important de les cel-lules amb fenotip efector que en els ratolins cbe™”
causarien una major induccié de la malaltia. Aquesta hipotesis aparentment es contradiu amb
els resultats de proliferacié in vivo on cel-lules cD6™ CD8"Tcy | CD4 Tgy proliferen menys que
les CD6"™". No obstant, dades generades recentment al nostre laboratori demostren que les
Tregs extretes de melses d’animals cDé6™ presenten una capacitat supressora in vitro inferior

+/+

que les Tregs CD6"" (Consuegra-Fernandez M et al, dades no presentades). Per altra banda,
la menor expressi6 de FoxP3 a les articulacions dels ratolins CD6”" immunitzats amb col-lagen
seria un factor afavoridor de la diferenciacio cap a Th17, ja que s’ha descrit que en
determinades condicions d’inflamacié les cel-lules Treg poden canviar el seu fenotip a Th17
(Bovenschen et al., 2011). La bibliografia cientifica disponible descriu per un costat que la
deplecio mitjangant AcMo de cél-lules CD4"CD25" provoca una resposta inflamatoria més forta
en el model de CIA (Morgan et al., 2003), i per altra Ehrenstein i col-laboradors van veure que
tot i que cél-lules CD4°CD25" aillades de pacients amb artritis reumatoide eren capaces de
suprimir la proliferacié de les cél-lules T efectores, aquestes no podien suprimir I'alliberacié de
citocines de les ceél-lules T activades ni els monocits (Ehrenstein et al., 2004). En linia amb
aquesta informacio, els augments de les citocines proinflamatdries propies de monocits i de
cél-lules CD4'Th17 vistos en el model de CIA en abséncia de CD6 es relacionarien estretament

amb la capacitat supressora disminuida de les Treg.

A més, curiosament, també s’ha demostrat que la proteina SLP-76 és necessaria per a la
correcta funcionalitat de les Treg (Schmidt et al., 2015), i que CD6 és important per al
reclutament de SLP-76 a la membrana cel-lular durant I'activacio limfocitaria (Roncagalli et al.,
2014). Per tant, tot i no disposar encara d'una dada experimental definitiva que confirmi
aquesta relacié, probablement no es tracti d’'una major proliferacié en els ratolins CD6™", sin6 un

efecte causat per la menor capacitat supressora de les cél-lules Tregs durant la inflamacio.

Per altra banda, no s'observen diferéncies en la secrecioé d’anticossos anti-col-lagen, fet que
també es veu reflexat per la manca de diferéncies en la produccié d’anticossos entre animals

cD6™ i cD6" a 'assaig de resposta a antigens dependents de cél-lules T. Aparentment,
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doncs, sembla ser que les interaccions entre cél-lules B-T estan ben conservades en abséncia
de CDG6.

5.1.6.2. CD6 en models de cancer

Les dades resultants del model de CIA contrasten amb les obtingudes en el model de
melanoma. En aquest darrer cas no s’observen diferéncies entre animals CD6"" iCcD6” nien el
creixement del tumor ni en el pes d’aquest a punt final. Davant les dades d’autoimmunitat, on
es mostra clarament una resposta inflamatoria local més intensa en el cas dels animals cD6™
(independentment del mecanisme), hom s’esperaria una resposta antitumoral també més
robusta en el model de cancer, i per tant un creixement més lent del tumor. Pero aixo no
s’observa, el que porta a pensar que els mecanismes causants de la resposta autoreactiva en
el model de CIA son diferents dels que es generen en la resposta al tumor, i que en el cas dels
primers CD6 té una gran importancia a diferéncia dels segons. També cal destacar que, tot i la
reduida capacitat supressora de les Treg dels ratolins cDé6™, aquests ratolins presenten al moll
de I'dés freqliéncies més elevades de cél-lules Gr-1"CD115", les quals maduraran cap a un
subtipus mieloide de caracter supressor fortament vinculat a la regulaci6 de respostes
inflamatories en diferents tipus de tumors (Gabrilovich and Nagaraj, 2009), i el qual podria

compensar I'aparent deficiencia de les cel-lules Treg CD6-negatives.

Per aclarir aquest punt, apart de determinar els mecanismes pels quals I'abséncia de CD6
comporta un augment d’incidéncia de CIA, s’hauria d’analitzar la resposta inflamatoria dels
ratolins CD6™ davant altres tipus tumorals i malalties autoimmunitaries, i estudiar la preséncia i
els nimeros de les cél-lules mieloides supressores. Aix0 permetria avaluar si I'efecte de CD6
en l'activacio i funcié cellular ve determinat segons el tipus de tumors o malaltia
autoimmunitaria, fet que aparentment seria plausible ja que actualment s’ha iniciat un estudi
amb [ltolizumab (AcMo anti-CD6) en pacients amb desordres limfoproliferatius i artritis
reumatoide amb uns resultats que, tot i preliminars, es presenten prometedors (Izquierdo Cano
et al., 2014; Rodriguez et al., 2012).

5.1.6.3. CD6 en models d’infeccio

Pel que fa a les possibles consequéncies de la deficiencia de CD6 en situacions d’agressio
microbiana es va analitzar un model d’infeccié polimicrobiana intrabdominal com és el de
lligadura i puncié cecal (CLP), considerat com el model gold standard per ser el que reprodueix
amb més fidelitat la situacio clinica humana (Rittirsch et al., 2009). La base teorica darrere
d’aquest plantejament ve donada per la publicacié del nostre laboratori de la capacitat de CD6
soluble i de membrana de interaccionar amb PAMPs bacterians (tant de bacteris Gram-positius
com Gram-negatius). Els resultats preliminars de la inducci6é de CLP en ratolins cDé6* i cD6™
mostren una major sensibilitat al xoc séptic en abseéncia de CD6 de membrana. En aquest
experiment, tots els ratolins CD6™ van morir a les 24 h post induccié de la CLP, mentre que en
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aquest punt la supervivéncia dels ratolins CD6"" encara era del 50-60%. Per altra banda, es va

observar una millora significativa en la supervivéncia de ratolins CD6" tractats amb la proteina
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rshCD6 la qual cosa reforca la idea que CD6 és un receptor de PAMPs bacterians que
neutralitza els seus efectes pro-inflammatoris, per tant amb potencials aplicacions

terapeutiques.

La base de la susceptibilitat augmentada que presenten els ratolins deficients per a CD6 davant
un proceés infeccios sever com és el induit per la CLP podria ser multifactorial. Tot i que la mort
rapida de pacients amb sépsi als tres dies de I'inici del xoc séptic es dona per la forta resposta
proinflamatoria dirigida per la secrecié de citocines com IL-1B i IL-6 per mondcits i neutrofils de
la immunitat innata, paral-lelament també es desenvolupa una resposta antiinflamatoria
regulada, entre altres, per les Tregs i macrofags (Hotchkiss et al., 2013). A diferéncia de les
cél-lules efectores que pateixen una alta mortalitat, les cel-lules Treg s6n aparentment meés
resistents a [l'apoptosi, augmentant la seva capacitat immunosupressora per intentar
contrarrestar l'intens torrent de citocines alliberat per la immunitat innata. En aquest esquema,
la menor capacitat supressora de les Treg cbe™ podria ser insuficient per aturar la resposta
proinflamatodria iniciada per monocits i neutrofils i provocaria la fulminant mort de tots els
ratolins a les 24 h post CLP, mentre que una capacitat supressora normal contrarestaria la
resposta inflamatoria i permetria allargar la supervivéncia dels animals. De totes maneres, hi ha
evidéncies experimentals que demostren que, encara que es doni aguesta expansié de la
poblacié Treg durant els processos séptics severs (Venet et al., 2009), les cél-lules Treg no
tindrien un paper determinant en la resposta inflamatoria i la supervivencia en situacions de

sepsis.

Una altra possibilitat encara pendent d’estudi es la possible expressio de CD6 en poblacions de
cél-lules mieloides relacionades amb la resposta innata a la infeccié. El nostre laboratori té
dades recents que demostren per primera vegada que un receptor associat a les cél-lules T
com ho és CD5 es troba expressat també en DCs convencionals perd no en macrofags o DCs
plasmacitoides (Carreras E et al, dades no presentades). Tenint en compte aquestes dades i
donat que CD6 és més promiscu en la seva expressié que CD5 ja que s’expressa apart de les
cél-lules T i Bla també en cél-lules NK, precursors hematopoétics i determinades regions
cerebrals (Braun et al., 2011; Cortés et al., 1999; Konno et al., 2001), no es pot descartar que
CD6 s’estigui expressant en cél-lules de la immunitat innata exercint una funcié com a PRR
donada la seva capacitat d’'unir bactéries Gram positives i negatives (Sarrias et al., 2007;

Martinez-Florensa et al., 2014).

5.1.6.4. Consideracions finals

La caracteritzacido d’'un model animal deficient en CD6 ha servit per demostrar el rol com a
modulador negatiu de I'activacié que aquest exerceix durant el desenvolupament i maduracié
de les cel-lules T, aixi com les implicacions in vivo de l'abséncia d'interacci6 de CDG6-
CD166/ALCAM durant la homeostasis periferica (Fig. 5.1). Les diferéncies observades en
models experimentals de malaltia també posen de manifest la utilitat de disposar a dia d’avui

d’'un ratoli deficient per CD6 per al seu estudi.
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Figura 5.1. Consegqiiéncies de I'abséncia de CD6.

Aquest fet cobra especial importancia davant els estudis clinics que s’estan duent a terme
actualment amb terapies biologiques basades en AcMos anti-CD6. Les dades preliminars d’'un
estudi amb pacients amb leucémia limfocitica cronica de cél-lules B CD6" amb un AcMo anti-
CD6 (Itolizumab) revelen una millora clinica en els pacients, especialment pel que fa a la
disminucié d’adenopaties i esplenomegalia (Izquierdo Cano et al., 2014). El mateix passa amb
pacients amb artritis reumatoide, on 'administracié de ltolizumab millora la puntuacié o els
parametres clinics ACR (American College of Rheumatology) relacionats amb la malaltia
(Chopra et al., 2015).

Per entendre els possibles mecanismes d’accié de les immunoterapies basades en CD6 cal
tenir present que aquesta molécula presenta 3 dominis SRCR a nivell extracel-lular, el domini
SRCR-D3 ampliament estudiat per la seva interacci6 amb CD166/ALCAM. Del domini SRCR-
D2 no hi ha practicament informacié disponible, perd en canvi s’ha vist que AcMos contra el
domini SRCR-D1 protegeixen de I'apoptosi a cel-lules de leucémia limfocitica cronica in vitro
(Osorio et al., 1997), i es comporten com a co-estimulador ja que augmenten la proliferacié de
cél-lules T estimulades amb AcMos anti-CD3 i anti-CD28 (Osorio et al., 1998). Les dades que
s’aporten en aquest treball suggereixen una funcié molt complexa de CD6 quan es troba
present en cél-lules T perifériques, i es pot hipotetitzar que CD6 manté una funcié de regulador
negatiu excepte quan estableix una interaccio a través del seu domini SRCR-D1. Aquest fet
permetria explicar per qué en determinades circumstancies CD6 se I'ha vist actuar com a co-
estimulador, a la vegada que d’acord amb les nostres dades presenta un rol clarament inhibidor
de l'activacié. Per tant, una explicacié als efectes observats es que I'ltolizumab actua com a
bloguejant del domini SRCR-D1 de CD6, mantenint la funcié inhibidora de CD6 i evitant les
senyals de supervivencia i proliferacié que es deriven de la interaccié d’aquest domini amb
lligands endogens.
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En aquest sentit, els propers estudis haurien d’estar focalitzats en clarificar els mecanismes
pels quals s’observen determinats fendmens en abséncia de CD6. Com préviament s’ha
discutit, discernir si 'augment de cél-lules Treg és a causa de la manca de senyals inhibitoris
de CDG6 i/o de la unié d’aquest a CD166/ALCAM, ja que en el darrer cas anticossos bloquejants
del domini d’interaccié podrien considerar-se com una terapia en determinades malalties
inflamatories si aconsegueixen augmentar el nombre de Tregs funcionals. En aquest sentit, el
nostre laboratori ha desenvolupat recentment un nou model de ratoli transgenic que expressa
elevades quantitats de CD6 soluble al sérum que s’unira a CD166/ALCAM, impedint la
interaccié del CD6 de membrana. La caracteritzacié d’aquest ratoli, amb un bloqueig funcional
de la interacci6 amb CD166/ALCAM (functional knock-out) pero amb un CD6 de membrana

funcional, sera molt util per a clarificar aquest i altres interrogants.

5.2 CD5

5.2.1 Implicacions terapéutiques de la unié de CD5 a B-glucans

Tot i que la majoria de casos clinics de sépsi estan causats per bactéries Gram positives,
seguides per bactéries Gram negatives, els Ultims informes sobre I'etiologia de la sépsi als
Estats Units posa de manifest I'increment imparable que han sofert els casos de sepsi per
fongs durant els dltims anys (Martin et al., 2003), sent Candida albicans encara el més comu
(Tortorano et al., 2012; Bougnoux et al., 2008). Aixd podria reflectir I'eficacia dels tractaments
actuals contra bactéries davant els tractament antifingics que requereixen d’una llarga
administraci6 del medicament i sovint amb una alta toxicitat seguida de [laparici6 de
resistencies (Kriengkauykiat et al., 2011). En resposta a aquest repte, s’estan estudiant noves i
més eficaces terapies per a combatre les infeccions causades per fongs (Segal and Steinbach,
2007).

Les propietats immunomoduladores de la forma soluble de CD5 (rshCD5) en situacions
d’infeccid fungica es van entreveure per primer cop quan es va demostrar que aquest no
només era capag d’unir i agregar fongs a través del reconeixement dels seus f3-glucans, siné
que l'administracié profilactica de la proteina rshCD5 en el model de xoc séptic induit per un
compost fungic ric en B-glucans com és el zymosan (ZIGl) era capa¢ d’augmentar la
supervivéncia del ratolins afectats (Vera et al., 2009). Aquestes dades juntament amb les
observacions que repetides dosis de rshCD5 endarrereixen el creixement de melanoma en
ratolins (Fenutria et al., 2014), obren la porta a convertir aguesta proteina en un potencial agent
immunoterapéutic en diferents situacions d’alt interés clinic com soén les infeccions i el cancer.
En base a tot aixd0 ha estat protegit sota patent el seu Us farmacologic pel nostre grup
(W02009153336 Al; W02012160215 Al) i ha donat lloc a un spin-off de la Universitat de
Barcelona i el Hospital Clinic (ImmunNovative Developments) pel seu desenvolupament pre-

clinic i clinic.
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Un dels objectius de les primeres fases pre-cliniques és demostrar l'eficacia del compost en
estudi aixi com obtenir la maxima informacié sobre el seu mecanisme d’accié. Els experiments
on es demostra I'eficacia de rshCD5 en el model de ZIGI es van dur a terme en ratolins de la
soca CD1 (Vera et al., 2009). Aquesta soca esta considerada com a outbred, és a dir, que entre
els diferents individus hi ha una alta heterogeneitat genetica, rad per la qual és la soca més
utilitzada per la inddstria farmaceutica en determinades situacions per a testar nous compostos
en fases de desenvolupament (Auli et al.,, 2012; Zhang et al., 2012). No obstant, un cop
validada I'eficacia terapéutica de rshCD5 en ratolins CD1 és necessari ampliar I'estudi i avaluar
el seu efecte en altres soques. En aquest sentit, es va escollir la soca de ratoli C57BL/6 degut a
gue la majoria de models geneticament modificats (transgenics, knockouts, etc) es generen en
aguesta soca (Skarnes et al., 2011), amb la peculiaritat que esta considerada inbred, degut a
que per retrocreuament entre germans la variabilitat genética entre individus és molt baixa. El
segon punt que s’ha treballat en aquesta tesi fa referéncia a la avaluacié de la eficacia de
rshCD5 en aquesta soca, aixi com a I'estudi de les interaccions in vivo del CD5 de membrana

amb els B-glucans a través de I'is d’animals CD5™" i CD5" generats també en fons C57BL/6.

En conjunt, els resultats obtinguts mostren que rshCD5 manté la seva eficacia en els ratolins
C57BL/6 quan es dona en combinacié amb IFN-y soluble, perd no sol. Els primers experiments
mostren que, a diferéncia dels ratolins CD1 on una Unica dosi de rshCD5 és suficient per
augmentar la seva supervivéncia, en el cas dels ratolins C57BL/6 I'administracié de la proteina
sola no és suficient. Aparentment els ratolins C57BL/6 resulten ser més sensibles al zymosan, i
'analisi de la resposta inflamatoria d’'ambdues soques revela que existeixen grans diferéncies
en la produccio d’'IFN-y, sent els ratolins C57BL/6 deficients en la produccié d’aquesta citocina
en comparacié amb els CD1. Curiosament, les cél-lules T dels ratolins C57BL/6 no tenen un
problema en la secrecié d’'IFN-y ja que esplendcits estimulats amb AcMos anti-CD3 i anti-CD28
son capagos de secretar quantitats d’IFNy al mateix nivell que els ratolins CD1. No obstant
aixo, la produccio deficient d'IFN-y als ratolins C57BL/6 no és exclusiva enfront zymosan siné
que també té lloc enfront d’altres PAMPS d’origen bacteria (LPS, PGN). Per tant, es pot raonar
que el problema no es troba en la deteccié de B-glucans per part de receptors com Dectin-1,
TLR2 o el propi CD5, sin6 probablement en la cascada de senyalitzacio intracel-lular comuna a
tots aquests receptors i a d’altres implicats en el reconeixement de PAMPs bacterians com
TLR4. Com a exemple, s’han descrit polimorfismes en la via de senyalitzacié dels receptors
TLR que comporten un increment en la susceptibilitat a certs cancers o infeccions en els
individus portadors (EI-Omar et al., 2008). La hipotesis de que la major sensibilitat dels ratolins
C57BL/6 al xoc septic-like per ZIGI esta lligada a la deficient produccié d’IFN-y es veu
confirmada quan animals tractats amb IFN-y recombinant muri (rmIFN-y) incrementen la seva
supervivéncia en comparacié amb el grup control. De manera remarcable i d’acord amb
aquesta dada, el tractament combinat d’IFN-y i rshCD5 resulta ser més efectiu ja que el 100%

dels animals es recuperen del xoc séptic-like.
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Diferents treballs han descrit que una resposta T de tipus Thl és necessaria per combatre una
infeccié per fongs degut a la secrecid d'IFN-y que caracteritza aquest tipus cel-lular (van de
Veerdonk and Netea, 2010). Ara fa uns 30 anys es va veure que la preséncia d’IFN-y contribuia
a augmentar la capacitat fagocitica dels neutrofils humans (Shalaby et al., 1985), aixi com
I'activitat microbicida dels macrofags contra diferents patogens com Candida albicans (Nathan
et al., 1983). Aquestes primeres observacions van portar a un primer estudi utilitzant rmIFN-y
soluble on els autors van veure gque la seva administracié conferia proteccio en ratolins infectats
amb Candida albicans (Kullberg et al., 1993). Anys més tard es van confirmar aquestes dades
quan es va veure que ratolins deficients en IFN-y eren més susceptibles a la infeccié per
Candida, aixi com també ho eren ratolins deficients en IL-12 o IL-18, les dues principals
citocines estimuladores de la produccié de IFN-y (Balish et al., 1998; Netea et al., 2003).
Utilitzant I'aproximacié inversa, el grup de Gary Cox va observar que ratolins transgenics amb
una forta polaritzacié cap a una resposta Th1 i una alta produccié d’IFN-y també eren més
resistents a la infeccié pulmonar per Cryptococcus neoformans, i completament immunes a una
segona infeccié (Wormley et al., 2007). Per altra banda, també s’ha demostrat la importancia
de I'IFN-y contra la infeccié per Aspergillatus fumigatus en un estudi on es transferien DCs
madurades préviament in vitro en preséncia del fong i s'induia posteriorment una aspergil-losis
als ratolins hostes. La secreci6 d’IL-12 i la polaritzacié de cél-lules T CD4" cap a un fenotip Thl

en els ratolins hostes conferia proteccié davant la infeccié (Bozza et al., 2003).

En vista d’aquestes observacions és més facil comprendre perqué la menor secrecié d’'IFN-y en
ratolins C57BL/6 els fa més susceptibles al xoc séptic. La proteina rshCD5 s’ha demostrat
capag d’unir i agregar fongs (Vera et al., 2009), el qual facilitaria no només la reduccié de la
resposta proinflamatoria resultant siné també la seva fagocitosis i eliminacié per part de
neutrofils i macrofags de la immunitat innata. Per tant, a diferéncia d’un tractament fungicida,
I'administracié de rshCD5 es consideraria més aviat un tractament antiinflamatori i fungistatic, el
qual no mataria el fong sind que l'agregaria reduint la seva capacitat de disseminacié
(Paglutinacio es un mecanisme basic i senzill d'immunitat innata) aturant o retardant la infeccio
per donar temps a actuar a les cél-lules fagocitiques de la immunitat innata. Per tant, qualsevol
tractament fungistatic és efica¢c en una situacié on la resposta immunitaria de I'’hoste funciona
adequadament. Malauradament, els individus més susceptibles a ser infectats per fongs
oportunistes normalment sén aquells els quals el seu sistema immunitari es troba més afectat
degut a certes malalties o per tractaments farmacologics immunosupressors (Kriengkauykiat et
al., 2011). Per aquesta rad nous estudis s’estan focalitzant en modular la resposta immunitaria

del propi hoste.

En aquest sentit, recentment s’ha publicat un primer estudi clinic on es va administrar IFN-y
soluble en combinacié amb diferents antifiingics en pacients amb candidiasis i aspergil-losis
(Delsing et al., 2014). En aquest treball, dels 8 pacients tractats amb IFN-y, 2 pacients van
eradicar la infeccié completament, 4 van mostrar una millora clinica, mentre que 2 van morir

degut a complicacions. En general I'administracié de IFN-y es va tolerar bé; els efectes
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adversos van ser en alguns casos de febre o alteracions en enzims hepatics que es van poder
solucionar amb I'administracié de farmacs complementaris. La lectura que es fa d’aquest estudi
es que, tot i que 'administracié de IFN-y ajuda en l'activitat microbicida del pacient infectat, la
terapia proposada per se no té I'eficacia que es voldria. En aquest punt, els resultats obtinguts
en aquesta tesi utilitzant la terapia combinada de rshCD5 i IFN-y en un xoc séptic senyalen
aquesta combinacié com una nova proposta pel tractament de pacients amb candidiasis i
aspergil-losis. Cal destacar que aparentment I'administracié de rshCD5 no té toxicitat per
'organisme. Els ratolins control tractats unicament amb rshCD5 no presentaven simptomes
clinics, i en un estudi en col-laboracié a una empresa externa (Harlam) utilitzant primats no es
va veure toxicitat de cap tipus en els animals tractats amb rshCD5 comparats amb els control
(Martinez-Florensa M et al, dades no presentades). Aixi, 'administracié de rshCD5 (amb dosis
repetides de 0.3 mg/kg a dies alterns durant 2 setmanes) no va comportar canvis significatius
en les poblacions limfocitaries de timus, ganglis, melsa o sang, aixi com tampoc va afectar la

funcié metabolica, hepatica, renal ni d’altres parametres bioquimics sanguinis.

Tot i el potencial que demostra tenir rshCD5 en el tractament d’infeccions fungiques, s’ha de
continuar I'estudi pre-clinic de la molécula per demostrar la seva eficacia en altres situacions.
En aquest sentit, s’esta treballant actualment en el nostre grup en la posada a punt de models
murins d’infeccié per fongs patogénics com Candida albicans, Aspergillus fumigatus i
Cryptococcocus neoformans, per poder avaluar I'efecte de I'administracié de rshCD5 sol o en

combinacié amb IFN-y durant el curs d’aquestes infeccions.

5.2.2 Implicacions funcionals de la unié de PAMPS a CD5 i CD6

A la vista dels resultats del nostre grup sobre la uni6 de CD5 i CD6 a fongs i bactéries,
respectivament (Sarrias et al., 2007; Vera et al., 2009), el Dr. Lenz ha proposat un model pel
qual la capacitat de detectar PAMPS per part de receptors limfocitaris tipus scavenger com
CD5 i CD6 permetria adaptar la resposta de les cél-lules T a les condicions del microambient
creat durant una infeccié. Durant el procés d’infeccid s’alliberen autoantigens de I'organisme
que combinats amb el torrent de citocines proinflamatories que es secreten poden causar que
clons T autoreactius s’activin i generin fenomens autoimmunitaris. No obstant, la presencia de
PAMPS durant la infecci6 seria detectada per CD5/CD6, els qual transmetrien senyals
inhibitories a les cél-lules T i B1a per evitar I'activacié d’aquelles clones T més reactives o la
produccié d’autoanticossos en grans quantitats (Fig. 5.2A) (Lenz, 2009). Per altra banda, la
deteccié de PAMPS per CD5/CD6 permetria només l'activacid i expansié d’aquells clons amb
una alta afinitat per I'antigen invasor, ja que aquells clons amb baixa afinitat no podrien superar
el llindar d’activaci6 minim imposat pel senyal d’inhibici6 generat per CD5/CD6 (Fig. 5.2B)
(Lenz, 2009). Aixi, la interacci6 CD5/CD6-PAMPS regularia la resposta immunitaria davant
infeccions, disminuint I'activacié de determinats clons per evitar fendmens autoimmunitaris pero
mantenint la capacitat de fer front eficagment al patogen invasor. Aquesta idea es podria
relacionar amb el fenomen d’autoimmunitat de CIA estudiat en aquesta tesi, on I'abséncia de

CD6 es correlaciona amb una major ruptura de la tolerancia enfront el col-lagen degut a la
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prévia administraci6 de Mycobacterium tuberculosis, tal i com es demostra per la major

+/+

incidéncia de la malaltia en ratolins CD6" en comparacié amb els CD6™"".
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Figura 5.2. Modulaci6 de la resposta immunitaria en processos infecciosos per la unié de PAMPs a CD5 i CD6.

La hipotesis plantejada es veuria recolzada per un costat pel precedent que les Treg no només
tenen la capacitat de detectar les citocines secretades per altres cél-lules, sin6 que també
poden modificar la seva resposta immune gracies a la deteccié de PAMPS pels TLRs presents
a la seva superficie (Sutmuller et al., 2006), receptors estretament lligats amb la immunitat
innata. Per altra banda, dades publicades recentment demostren que soén les cél-lules CcD5" les
més capacitades per respondre a una infeccié, tal i com es demostra per un increment en

I'expansié clonal aixi com en la reactivitat davant de citocines inflamatories (Fulton et al., 2015).

Tot i les teories mencionades, les implicacions funcionals de la uni6 de CD5/CD6 a PAMPs i
com aquesta interacci6 modula la resposta immunitaria davant infeccions esta encara per

resoldre. Aquest ha estat, precisament, I'Gltim punt que s’ha treballat en aquesta tesis.

Tal i com es va avaluar la rellevancia de CD6 en processos infecciosos mitjangant una infeccio
polimicrobiana en ratolins CD6™, també es va avaluar CD5 i la seva interaccié amb B-glucans
gracies a ratolins cD5™ obtinguts per gentilesa del Dr. Raman (Universitat d’Alabama,
Birmingham, EEUU) (Tarakhovsky et al., 1994). En aquests ratolins es va avaluar un model de
sépsi induida per un compost ric en B-glucans, el zymosan. No obstant, i a diferéncia de CDB6,

el model de ZIGI (zymosan induced generalized inflammation) demostra que no hi ha
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diferéncies en la supervivéncia, els parametres clinics o la pérdua de pes entre ratolins CD5

CD5" durant un xoc septic-like induit per zymosan.

Es possible que el model estudiat sigui tan agut que les interaccions CD5-B-glucans no tinguin
temps a actuar, o bé que realment no siguin tan rellevants en aquest procés com podria
esperar-se. De tota manera, com s’ha mencionat préviament, el nostre laboratori t¢ dades
recents que demostren per primera vegada que un receptor associat a les cél-lules T com ho
és CD5 es troba expressat també en DCs convencionals perd no en macrofags o DCs
plasmacitoides (Carreras E, dades no presentades). Curiosament, s’ha vist que en el mateix

+/+

model de ZIGI els ratolins CD5" secreten menys IL-12 i IL-10 in vivo que els ratolins CD5™", el
que porta a pensar si en un model dinfecci6 més llarg es veurien més clarament les
consequencies de l'abséncia de CD5. En aquest sentit, i com també ja s’ha mencionat, el
nostre grup actualment esta treballant per posar a punt models d’infeccié real de més llarga

durada.

Les dades aportades per aquesta tesi en aquest punt demostren que la interaccié del CD5 de
membrana amb els 3-glucans no té un efecte destacable en la sépsi induida per derivats
fungics, perd que no es pot descartar que tinguin un efecte en models d’infeccié de més llarga
durada, ja sigui pel seu hipotétic efecte com a PRR sobre la immunitat adaptativa o pel seu

efecte com en les DCs.
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6. Conclusions

D’acord amb els resultats obtinguts, les conclusions d’aquesta tesi son les seglents:

1-

CD6 actua com a modulador negatiu de la senyal del TCR, establint el llindar d’activacié per

la selecci6 i maduracié de cél-lules T al timus

CD6 és rellevant en la generacié de les poblacions CD8 Ty, CD4'Tey i Treg induides

CD6 atenua la resposta immunitaria davant reaccions autoimmunitaries disminuint la

reaccié proinflamatoria mitjancada per cél-lules CD4" Th17

CDé6 facilita la resposta antiinfecciosa per mecanismes encara per determinar

Els ratolins C57BL/6 s6n més susceptibles al model de xoc septic per zymosan, el qual no

els converteix en una bona soca per a estudiar un model d’infecci6 fungica

La sensibilitat al model de xoc séptic induit per zymosan per part dels ratolins C57BL/6 es

causada per una menor secrecié d'IFN-y

La terapia combinada de IFN-y i rshCDS5 és efectiva en ratolins C57BL/6 davant el model de

X0c septic per zymosan

La interacci6 de CD5 de membrana amb els B-glucans no afecta significativament la
supervivencia ni la clinica en un model de xoc séptic induit per zymosan
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Solucions
Cultius cel-lulars

Medi RPMI complet: 500mL de medi RPMI, 10% FBS, 10mM HEPES, 1mM Sodium pyruvat,
50uM B-Mercaptoethanol, Penicilina-Glutamina-Streptamicina

Solucié per aillament de cél-lules T: PBS1X lliure de Ca*" i Mg, enriquit amb 0.1% BSA
Experiments de calci

Soluci6 per calci (microscopia): (en mM): 140 NaCl, 5 KCI, 1.2 CacCl,, 0.5 MgCl,, 5 glucosa, 10
HEPES (300 mosmol/l, pH 7.4 with Tris.

Soluci6 per calci (citometria): 100mL de medi HBSS lliure de ca”i MgZ+ enriquit amb 0.1%
BSA, 1ImL HEPES, 1mM Ca i 1mM Mg

Experiments de bioquimica

Lower buffer (en mL): 18.1 H,0O, 10.4 PAA 30%, 9.75 4x Lower, 0.75 APS 10%, 0.01 TEMED
Lower 4X (en grams): 90.86 Tris base, 2 SDS 0.4%

Stacking buffer (en mL): 6.75 H,Om 2 PAA 30%, 3 4x Upper, 0.05 APS 10%, 0.01 TEMED
Upper 4X (en grams): 30.3 Tris base, 2 SDS 4%

Lisis buffer (en mL): 10 TNE2X, 0.4 Na3vO4 (90mg/10mL), 1 NaF (1M), 0.2 inhibidors
PMSF/LECK/TPPK, 0.1 Leupeptina (2mg/mL), 0.1 Aprotinina (2mg/mL)

TNE2X (en mL): 0.1 H,0, 5 Tris 1M pH8, 0.4 EDTA 0.5M pH8

Leamly buffer (en mL): 55 H,0, 4x Upper, 20 Glycerol, 6g SDS, 0.02g Bromofenol blau 0.02%

Running buffer (en 4L H,0): 129 Tris, 57.69 glicina, 4g SDS

Transfer buffer (en 4L H,0): 6g Tris, 30g glicina
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