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Introduccid

I. INTRODUCCIO.

1.1.- EL SISTEMA IMMUNITARI | LES MOLECULES D’ADHESIO.

1.1.1.- LA RESPOSTA IMMUNITARIA: LA CEL-LULA | EL SEU ENTORN.

El manteniment de la integritat i la identitat de l'individu en front a
agressions externes o internes és la funcié principal del sistema immunitari. En
els animals superiors, i entre ells I'ésser huma, aquesta funcié del sistema
immunitari es centra en la capacitat de reconéixer el que és propi en front del
que és estrany, mitjancant una complexa xarxa d’elements cel-lulars
circulants, dispersos arreu de 'organisme. La peculiaritat d’aquest procés de
reconeixement i resposta immunitaris es defineix en base a tres propietats
caracteristiques del mateix: l'especificitat, la clonalitat i la memoria.

El que la funcié immunitaria tingui com a caracteristiques la clonalitat
i_ I’especificitat, per les quals una Unica cél-lula i la seva descendéncia (clona)
reconeixen especificament un determinat element antigénic, no suposa que
aquest reconeixement i la resposta uiterior involucrin només a les cél-luies que
constitueixen la clona; ans al contrari, tant al reconeixement com a la cascada
de reaccions posteriors, diferents subtipus cel-lulars intervenen en un compiex
sistema de comunicacions intercel-lulars. Aixi, la comunicacié entre cél-lules
juga un paper clau a tots els processos que configuren la resposta
immunitaria: la presentacié antigénica, l"expansié clonal, la induccid del
component humoral de la resposta especifica, la citotoxicitat, ... . | a més a

més de la prdpiament anomenada resposta immunitaria, existeix un altre
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seguit de processos que també involucren la comunicacié de les cél-lules del
sistema immunitari amb altres elements de I’arganisme: el desenvolupament
i 1a diferenciacio cel-lular, la recirculacid, la migracid i la localitzacié (homing)
leucocitaries, la resposta inflamatoria inespecifica, la coagulacié sanguinia, la
cicatritzacié, la reparacié tisular, ... Per aixd justament parlem del sistema
immunitari com una unitat de funcié definida per una xarxa d’elements
cel-lulars dispersos arreu de I’organisme, pero intercomunicats entre si i el seu

entorn.

1.1.2.- LES MIOLECULES DE MEMBRANA | L'ENTORN CEL-LULAR

Per a dur a terme la intercomunicaci6 cel-lular amb I'entorn, les cel-lules
del sistema immunitari basen la seva capacitat de resposta, especialitzada
segons els diferents subtipus cel-lulars, en el reconeixement de [‘estat
d’'aquest entorn a través d’un ampli ventall de molecules de membrana. Si bé,
estrictament parlant, només dues d’elles, el TcR (el Receptor antigénic de les
cél-lules T) i el BcR (el receptor antigénic de les cél-lules B) dels limfocits sén
les responsables de I'especificitat i la clonalitat del reconeixement, la resposta
completa i efica¢c tan sols s’assoleix quan els equilibris d’interaccions i
senyalitzacionsinteriintracel-lulars coopereneficientment en el reconeixement
especific de la molécula estranya (antigen). Aixi, juntament amb la interaccié
especifica entre el receptor antigénic i l'antigen, les altres molécules de
membrana, basicament glicoproteines, juguen un paper accesori (d"aquiel que,
classicament, s’anomenin molécules accesories} perd fonamental en el
desenvolupament de la resposta immunitaria, ja siguin com elements
moduladors de la senyalitzacié intracel-lular, com receptors de molécules

solubles (interleucines) o com receptors/lligands d’altres molécules de la
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membrana que permeten el contacte entre les cél-lules que cooperen en la
resposta. Fins i tot, el reconeixement de I"antigen pel receptor de les cél-lules
T necessita de la presentacio de I'antigen (adhuc existeix un subgrup cel-lular
especialitzat anomenat Cél-lules Presentadores d’Antigen, APCs) i només es
produeix dins del context d’una glicoproteina propia d’un grup de molécules
anomenades en humans HLA, a través d’una interacci6 cél-lula a cél-lula. El
paper de les molécules de membrana s’amplia i es fa cabdal, en tots agquests
altres processos immunitaris previs o paralllels a la resposta (homing,
desenvolupament, resposta inflamatoria, ...} i, fins i tot, en aquells elements
posteriors que componen la tercera caracteristica de la resposta immunitaria,
la memoria. Malgrat que el paper que juguen aguestes estructures de
membrana en la memoria immunitaria és encara objecte d’estudi, la
preséncia/abséncia o l'increment/disminucié en llur expressié a la membrana

és sens dubte un marcador de l’estat de diferenciacié cel-lular, i per tant de

memboria cel-lular.

1.1.3.- MOLECULES DE MENMBRANA | ANTICOSSOS MONOCLONALS:

CONCEPTE DE CD.

L’adveniment de la tecnologia dels Hibridomes (cél-lula resultant de la
fusié de dues ceél-lules diferents, en aguest cas un limfdcit B i una cél-lula
mielomatosa) per I'obtencié d'Anticossos Monoclonals (AcMos) [Kohler &
Milstein, 19751, ha possibilitat la definicié, gracies a I'especificitat d’aquests
AcMos, de moltes d’aquestes estructures de membrana caracteristiques, i
alhora co-responsables, de la resposta immunitaria. Treballs cooperatius en
Tallers (Workshops) internacionals per la comparacié de la reactivitat dels

diferents AcMos contra aquestes molecules de superficie dels leucdcits
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humans, han permés [‘agrupament dels mateixos segons [‘estructura
antigénica de membrana que reconeixen. Aixi, per extensid, cada molécula
antigénica humana distinta reconeguda per un grup especific d’aquests AcMos
es anomenada Grup de Diferenciacié {Clusters of Differentiation) o CD, doncs
les primeres molécules descrites definien subpoblacions cel-lulars amb distints
estadis de diferenciacié cel-lular. La nomenclatura CD s’acompanya d’un
ntmero diferenciador, des de "1 fins al 130, definit al V /nternational
Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens [Schiossman et al,
1994] que intenta englobar totes les molécules leucocitaries humanes
reconegudes per AcMos. En aquells casos en els que el treball del Workshop,
si bé és suggeridor de que certs AcMos reconeixen una estructura diferent, no
permet la certesa absoluta de Vexclusivitat del terme CD, la terminologia
aplicada és CDw (w de Workshop)}. Quan posteriors Tallers determinen de
manera inequivoca aquesta especificitat, la lletra w desapareix del terme
{aguest és el cas de la molécula CD50 objecte d'analisi d’aquesta tesi, que
inicialment, com a conseqiéncia del IV Workshop, s'anomena CDw350,
adquirint en el V Workshop V'actual denominacié CD50). La importancia
d’aguests estudis internacionals no tan sols radica en I"agrupament i validacié
de Vespecificitat deis AcMos presentats {aspecte que al darrer V Workshop
s'ha vist culminat per "elaboracié d’una base de dades informatica de gran
utilitat i de Hliure accés [Shaw, 1993]) siné que també ha permés la definicié
de noves molécules que posteriorment han estat més pregonament
analitzades. D'aquesta manera, la definicié de molécules Gniques pels nous
CDs és validada quan treballs posteriors clonen i seqiencien a niveli del cDNA
les molécules que inequivocament reconeixen els AcMos que permeteren

definir el CD. Alhora també es concraten, a nivell d'una Gnica molécula, les
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funcions analitzades a través dels AcMos, potentissimes eines per {'estudi de

la funcio bioldgica associada a la molécula de membrana reconeguda.

1.1.4.- MOLECULES DE MEMBRANA | MOLECULES D'ADHESIO.

A nivell funcional, cal distingir clarament entre les molécules que juguen
el seu paper de comunicacié intercel-lular a distancia {receptors d'interleucines
i factors de creixement} i les que intervenen directament en el contacte cél-lula
a cél-lula mitjancant la interaccié entre una glicoproteina de membrana
{receptor} en una de les cél-lules que interaccionen i una segona molécula de
superficie {lligand} en [’altra célula. Aquestes molécules anomenades
inicialment molécules accessories del reconeixement immunitari, juguen com
ja s'ha dit, una funcié d’interrelacié cel-lular no Gnicament lligada al
reconeixement antigénic de la resposta immunitaria. Per aixd, de manera més
amplia i correcte es coneixen com a molécules d'adhesid. Cal assenvyalar a
més a més que aquest paper de les molécules d'adhesid en la unié céllula-
cél-lula, es diversifica en alguns dels casos cap al reconeixement de certes
estructures moleculars extracel-lulars, que permeten el contacte directe de la
cél-lula amb Uentorn tisular definit per aquesta xarxa multimolecular
anomenada Matriu Extracel-lular (M.E.}. Les molécules d'adhesié fan d"aquesta
manera de pont entre les estructures exteriors (altres ceél-jules o M.E.} i les
interiors (citoesquelet o complexos enzimatics). Alhora, el concepte de
molécula d’adhesié no es troba circumscrit només a les molécules del sistema
immunitari, siné que també inclou aquelles molécules de membrana
responsables del contacte intercel-lular 6 amb la M.E. de qualsevol llinatge
cel-lular (cél-lules del sistema nerviés, cel-lules epitelials, cél-lules del

desenvolupament embrionari, ... }.
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1.2.- CLASSIFICACIO DE LES MOLECULES D’ADHESIO.

La identificacié de funcions i estructures comuns entre els diversos
components de l"ampli ventall de molécules d’adhesié ha permeés lur
classificacié en quatre grans grups: les Cadherines, les Selectines, les
Integrines i la Superfamilia de les Immunoglobulines. Afegirem en aquesta
introduccié un cinqué grup com a calaix de sastre que anomenarem "altres
molécules d'adhesié™ i que inclou totes aquelles molécules leucocitaries que
malgrat presentar una clara funcié adhesiva no es poden incloure en cap dels
quatre grups primers. A nivell terminologic existeix un certa discrepancia de
termes a l"anomenar aquests cinc grans tipus de molécules d’adhesid,
especialment els quatre primers. Aixi sovint s’empra el nom de Familia per les
Cadherines, les Selectines i les Integrines, mentre que el terme de Superfamilia
(SF}, es reserva normalment per la SF de les Immunoglobulines. Agquesta
terminologia tan habitual, no es correspon amb la definicié inicial [Dayhoff et
al, 19831, que valora purament l"analisi de seqliéncies, dels conceptes de
Familia i Superfamilia: estructuralment sota el terme de "Familia" hom
agrupariales proteines amb unaidentitat en la seqiiencia aminoacidica superior
al 50%, mentre que sota el concepte de "Superfamilia” s’agruparien similituds
del 50% o menors en les seqliéncies. Aquest ampli rang en l"aplicacié del
concepte de SF, suposa que, als nivells de semblanca més baixos (156-25%)
a on sovint es troben diversos components d’una SF, altres consideracions
sobre |"estructura secundaria s6n les que permeten |‘agrupacié de les
molécules dins d'una SF. Aixi en front de I'Gs forca generalitzat del terme
Familia per les Cadherines, Selectines i Integrines, donat el baix grau
d'homologia (inferior al 50%) entre els diversos components de cada grup
semblaria convenient unificar els criteris i promoure I’Gs del terme SF pels

grans grups. D'aquesta manera el terme de Familia podria reservar-se per als
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subgrups de molécules funcionalment i estructuralment més propers. Malgrat
tot, i donat que les tres Selectines, segons el domini que s’analitzi, formen
part de tres SF diferents i més amplies, la de les Lectines tipus_ C o Calci
dependent, la de 'EGF i la de les Proteines de Control del Complement, potser
el més convenient és emprar el terme de Grup Funcional de Molécules
d’Adhesid.

Pel fet que alguns dels components dels cinc Grups Funcionals no sén
glicoproteines amb funcié immunitaria, la descripcié seglient pretén només
presentar esquematicament les caracteristiques principals dels cinc Grups de
Molécules d’ Adhesid, centrant-se especialment en els aspectes més immuno-

relacionats d’aquestes molécules.

1.2.1.- CADHERINES.

Sota el terme de Cadherines hom engloba al menys 11 glicoproteines
de membrana humanes [Suzuki et al, 1991] i varies de distints vertebrats. Fins
i tot, algunes molécules de Drosophila, amb identitat significativa amb les
Cadherines dels vertebrats, han estat descrites [Mahoney et al, 1991]. Totes
elles sén molécules d’adhesié dependent de calci, és a dir que sense la
preséncia d’aquest catié les interaccions que estableixen es destrueixen.
D’aqui ¢! seu nom de Cadherines, una combinacié de paraules entre els mots
calci i adherir, Ca-adherir, amb un sufix {-ina} que el substantivitza [Takeichi,
1989]. Liur dependéncia del calci va més enlla del manteniment de les unions
que estableixen, doncs la preséncia d’aquest i6 a més a més les protegeix de
llur proteolisi, mentre que en abséncia de calci esdevenen rapidament
degradades. Aquestes molécules participen en unions generalment
homofiliques (entre la mateixa molécula), malgrat que de vegades la unié
heterofilica {entre molécules distintes) de Cadherines diferents, encara que

9
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infreqlient és també possible [Takeichi, 1990; Suzuki et al, 1391]. Liur paper
fonamental es defineix durant el desenvolupament embrionari mantenint
I’estructura multicel-lular i determinant la localitzacid cel-lular en els patrons
morfogénics [Townes & Holtfreter, 1955; Nose et al, 1988]. Aquest paper
morfogénic en el teixit adult es centraria en la interaccid cél-lula a cél-lula
(zona adherent) en els teixits solids per al manteniment de I'estructura tisular
i la compartimentalitzacié de diferents espais {polaritzacié} dins de la cél-lula,
en relacié al citoesquelet. Hi ha evidéncies [Behrens et al, 1989] de que
I"expressio alterada de certes Cadherines podria jugar un paper en la invasié
i metastasi tumoral.

Entre les onze Cadherines destaquen sis molécules identificades en
vertebrats, les anomenades B-, E-, M-, N-, P- i T-Cadherina, les
caracteristiques principals de les quals es resumeixen en la seglient taula
(Taula 1). A l'estructura general de les Cadherines, ressalta l'alt nivell
d’homologia aminoacidica (43-58%) amb 3-5 zones repetitives, trobant-se
entre les tres primeres els llocs d’unié de calci {motius conservats DXNDN o
DXD) i un aitre motiu conservat LDREXXXXYXL. Llur domini extracel-lular N-
terminal, d'uns 110 aminoacids, conté la seqliéncia HAV que li confereix
I'especificitat d’unié [Nose et al, 1990]. Un domini transmembrana d’uns 20
aminoacids es completa amb una curta cua citoplasmica C-terminal a on les
Cadherines poden ser fosforilades, regulant-se llur funcié. Aquesta funcié
vindria definida per la capacitat d’unié amb altres proteines intracel-lulars
(especialment a filaments d’actina a través de les catenines a, Bi vy, 'a-
actinina i la vinculina) mitjancant el seu domini citoplasmic [Ozawa et al,
1990]. D’aquesta manera i a través de llur ancoratge al citoesquelet, les
Cadherines asseguren, d'una manera estable i alhora regulable, les

interaccions que les defineixen com a molécules d'adhesid intercel-lulars.
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Taula 1

Nom

Altres noms

Estructura

Localitzacié

Liigands

B-Cadherina | K-CAM P.m. 1201122 kD | Descrit en teixit Desconeguts,

{dobletl. embrionari d'aus, es “potser media

3 punts de N-give. troba en teixit una interaccié

potencials, nervids, diversos homofilica.

5 zones repetitives. | epitelis i mascul

esqueldtic.
E-Cadherina | Uvomoruling, | Pom. 1241135 kD | Epitelis no-nsuronals, E-Cadherina !
; ARC-1, {dobletl. regulant-se en ¢l {interac. '
L-CAM, Cell~ 5 punts de N-glyc, | desenvolupament i homofilical.
CAM120/180 | potencials. apareixent també en Interaccio
5 zones repetitives. | certs estadis citoplasmica
neoplasics amb Cateninas
M- - Cadherina P.m. 104 kD. | Callules musculars en | Desconeguts
I Cadherina Muscular 5 punts de N-glye. | diferenciacié {no conté la
potencials, {miotubs) i en sequdncia
5 zones repetitives, | mioblastes HAV),
N-Cadherina | A-CAM, P.m, 130 kD. Teixit narvids, N-Cadherina
Cadhering 7 punts de N-glye, cardiac, del cristal-lf i {interac.
Neurai, N-Cal- | potencials. al mascul sstriat. homuofilical.
CAM, 5 zones repetitives, Interaccio
citopldsmica
amb Cateninas
it P-Cadherina | Cadherina P.m. 118 ki Diferents teixits N-Cadherina
placentaria. 4 punts de N-glye. epitelials embrionaris i | {interac.
potencials. | placentaris. homofilica).

5 zones rgpetitives. Interaceié
citoplasmica
amb Cateninas |

T-Cadherina | Cadherina P.m. 951110kD Teixit nervids, T-Cadherina
truncada. {doblet). muscular estriat, {interac,

7 punts de N-glye, | cardiac, renal, retinid i | homofilica).

potencials. pulmonar. No pot

b zones repetitives. prasentar cap

‘ Unida & membrana interaccis
u a través de GPi. citoplasmica.
- e o

La manca de paper descrit, fins al moment, per a les Cadherines dins

de la resposta immunitaria, fa que la descripcié dels membres d’aquestes

molécules d’adhesid no es desenvolupi en aquest treball més enlla del

presentat en aquesta introduccid.
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1.2.2.- SELECTINES.

Malgrat que les Selectines sén un grup, fins ara, petit de moliécules
d’adhesid, format per només tres glicoproteines, la seva importancia clau en
els mecanismes d’interaccio cél-lula a cél-lulai cel-lula-M.E., ha fet que des del
1989, any de la descripcid de llurs sequiéncies proteiques, s"hagin acumulat
un ampli ventall de dades al respecte del paper d’aquestes glicoproteines. El
nom Selectina va ser proposat en un abstract a un congrés per Michael P.
Bevilacqua [Bevilacqua, 1989] com un joc de paraules que pretenia emfatitzar
la capacitat d'aquestes molécules de seleccionar les diverses interaccions
cellulars, alhora que presentaven una expressié selectiva, i Hur funcié de
reconeixement d’estructures carbohidratades (funcié /ectina). Aquesta funcié
lectina va impulsar I"Gs alternatiu del terme Lec-CAM (Lectin Cell Adhesion
Molecule} que ha caigut en desuds, com ha passat amb la majoria dels molts
diversos noms que han tingut els tres components de la familia. Aixi les tres
molécules E-Selectina, L-Selectina i P-Selecting, anomenades aixi per les
poblacions cel-lulars a on s'expressen (E- d’endoteli, L- de leucdeits i P- de
Plaquetes, malgrat que també s'hi troba a I’endoteli), es troben al llarg de la
bibliografia amb molts noms diferents segons els autors i les époques dels
treballs que en parlen {Taula 2). Darrerament i amb un intent unificador, han
estat reclassificades en el darrer V International Workshop on Human
Leukocyte Differentiation Antigens amb els noms de CD82E, CDSEL iCDB2P
respectivament. Aquesta terminologia, malgrat no estar gaire d’acord amb la
costum dels altres Workshops d’assignar un ntimero independent per cada
molecula identificada, ha estat proposada partint del CD62, grup de
diferenciacio ja assignat a la P-Selectina en el /V Workshop, en un intent de
simplificar el que podria haver estat una complicada nomenclatura. Aquest
mateix principi s’ha aplicat per altres molécules com les diverses cadenes o de

les Integrines 81 (CD49a-f) o les cadenes mb-1 i B29 del BcR (CD79a-b).
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Taula 2 .
Nom {CD} Altres noms | Estructura Expressid Liigands
cellular {localitzaci6)
E-Selectina ELAM-1, 11 punts de N- Endoteli activat s-Le* i ef seu isdmer
{Che2E) LECAM-2 glvc. potencials. {induccié a les s-Le*. Sembien estar
3-6 h per accid en varies K
6 dominis CCP. de LPS o/i cito- glicoproteines
32 aminodcids cines: IL-14, {CLA (Antigen
citoplasmics amb | TNFol. limfocitari cutani}] de
8 Seri8Twr granuldcits,
fosforiiables. mondcits i certes
subpoblacions
P.m. 107-118 kD limfocitaries.
L.-Selectina LAM-1, 7 punts de N- Present a Glacid fuco-sulfo-
{Che2L) LECAM-1, glyc. potencials. gairebé totes les | sialitzat relacionat
MEL-14, cél-fules leuco- amb s-Le™* i Vepiiop
gpIoVELis, 2 dominis CCP. citaries madures | MECA-79 presents
TQ1, LEU-8, | 17 aminoacids i immadures en: CD34, GiyCAM-
mLHR, citoplasmics amb | {limfécits Ti B, 1 {secretat} i
DREG.56 2 Ser neutrdfils, mond- | MAJCAM-1.
fosforilables, cits ...}, Salli- Localitzacis: moli de
I P.m. 74 kD {limf.} | bera (shedding! | I'0s, endoteli activat
o 90-100 kD després de i certs endotelis
{neutr.} I"activacié. venulars (HEVs),
P-Selectina PADGEM, 12 punts da N- Plaguetes/mega- | s-Le*is-Le?,
{CDE2P) GMP-140, glve. potencials. caridcits {granuls | presents en varies
LECAM-3 o} i endoteli glicoproteines
9 dominis CCP. {cossos de {PSGL-1) de
34 aminoacids Weihel-Palade). plaquetes, neutrdfils,
citoplasmics amb | Apareix rapida- mondcits i certes
2 Seri1 Tyr. ment {minuts} en | subpoblacions
membrana des- limfocitaries.
i P.m. 140 kD, prés de la degra-
nulacid {Histami-
na, Trombina, ..}

ELAM : Endothelial Levkocyte Adhesion Molecule, LECAM : Leukocyte-Endothelial Cell Adhesion
Molecule, LAM : Lymphocyte Adhesion Molecule, PADGEM : Platelet Activation Dependent Granule

External Membrane Protein, GMP : Granule Membrane Protein, s-le

1 sialyl-Lewis, HEV : High

Endothelial Venule, GlyCAM : Glycosylation-dependent Cell Adhesion Molecule, MAJCAM : Mucosal
Addressin Cell Adhesion Molecule, PSGL : P-Selectin Glycoprotein Ligand.

Les tres Selectines constitueixen un clar exemple del que hem anomenat

Grup Funcional ja que presenten un alt grau d"homologia estructural {Springer

& Lasky, 1991] proteica i genética, donat que els seus gens es troben
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agrupats en una curta regié del cromosoma 1 huma. Per llurs seqgiiéncies
proteiques, i en funcié del domini proteic analitzat, les Selectines formen part
de la SF estructural de Lectines tipus C {calci dependent)}, la SF de I’E(:}F ila
SF de les CCP (Complement Control Proteins) o CRP (Complement Regulatory
Proteins) (Figura 1). Aixi a nivell del domini N-terminal, es troba llur capacitat
d’unié de tipus Lectina Calci dependent. Tot seguit, en direccié C-terminal,
hom hi troba un domini o motiu de 33-38 aminoacids de tipus EGF (Epidermal
Growth Factor), anomenat d'aquestamanera per haver estat descrit per primer
cop en el Factor de Creixement Epidérmic. El paper funcional d’aquests
dominis EGF, malgrat no estar clar, és sens dubte clau, doncs llur deleccié
aboleix I’adhesié cel-lular. Es possible que el domini EGF mantingui la
conformaci6 estructural del domini lectina, o bé reconeixi el component proteic
del lligand [Seigelman et al, 1990; Kansas et al, 1991]. Un nombre variable
(2, 6 i 9) de dominis tipus CCP, formats per 58-64 residus, proporciona
"'esquelet estructural de les Selectines, unint-se al domini transmembrana de
23 aminoacids per 10-15 residus espaiadors. Aquest esquelet de dominis CCP
optimitzarien en cada cas la interaccié de la Selectina amb el lligand, separant
de la membrana el lloc d’unié (dominis lectina/EGF) i augmentant la flexibilitat
molecular. Tampoc es pot descartar un paper regulador d"algun factor del
complement, per part d’aquests dominis CCP, funcié gens inapropiada en els
llocs d’inflamacid, a on les ’Seiectines determinen l"arribada de les cél-lules
involucrades. Una curta porci6 intracitoplasmica {17-35 a.a.), amb funcié poc
clara, completa l'estructura general de les Selectines.

De manera general, les Selectines a través de llurs dominis lectinics
vehiculitzen el reconeixement de certes seqliéncies oligosacaridiques en

diverses molecules amb qui defineixen la interaccié molecular intercel-lular.
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Figura 1. Esquema de 'estructura de les Selectines.

Aquest tipus de contacte molecular amb seqiiéncies glucidiques explica el

perqué de manera general les Selectines reconeixen diversos lligands. E!l paper
funcional, el grau d’afinitat en la interaccid i la distribucié cel-lular d"aquests

lligands o co-receptors sén aspectes fonamentals per a definir la funcid de les
Selectines. Aixi, llur preséncia o abséncia en cada tipus cel-lulari llur capacitat
d’interaccié amb les Selectines, delimiten el paper funcional de cada Selectina.
Els lligands de les Selectines (especialment la L- i la P-Selectines) sén gltcids
units amb moliécules tipus mucina {macroglicoproteines riques en serines i
treonines), mitjancant punts d’ O-glicosilacié. La seqiéncia glucidica millor
analitzada de les reconegudes per les Selectines és una forma sialitzada del
grup sanguini Lewis a i x. La seqiiéncia glucidica de I’oligosacarid sialil-Lewis*
(s-Le*) és  NeubAca2-3Galf1-4(Fucal-3)GIcNAc-R, mentre que el de
I’oligosacarid sialil-Lewis? (s-Le® és NeubAca2-3Galf1-3({Fucal-4)GlcNAc-R,
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és a dir un intercanvi en la posici6 d’ancoratge de la Galactosa i la Fucosa amb
la N-Acetil-Glucosamina. Ambdues seqliéncies glucidiques s-Le™® sén
reconegudes tant per la L- com la E-Selectina, perd en estructures proteiques
diferents. La necessitat de conjuncié de la sequéncia glucidica i peritl'dica
queda plenament demostrada amb la necessitat de la transfeccié simultania
en cél-lules COS del c-DNA de la proteina PSGL-1 ( P-Selectin Glycoprotein
Ligand 1) i de I’enzim responsable de la fucosilacié, a3/4fucosiltransferassa,
per obtenir un lligand funcional per la P-Selectina. Cap dels dos c-DNA per si
sol és capac d’induir I'expressié de |’activitat lligand del CD62P [Moore et al,
1993; Sako et al, 1993]. El grau d’'implicacié del diversos lligands en les
interaccions és controvertit, i els experiments /n vitro no tenen sempre una
clara correspondéncia amb la realitat de les interaccions /n vivo. Aixi, mentre
certs estudis definien el reconeixement de certs epitops glucidics de la L-
Selectina per part de la P- i I’'E-Selectina [Picker et al, 1991a], en |'actualitat
altres lligands glicoproteics [Picker et al, 1991 b; Moore et al, 1993] semblen
tenir un paper més important en les interaccions que realment vehiculitzen les
Selectines. Malgrat que la identificacié de lligands concrets per a cada
Selectina ha representat en els darrers anys u‘n importantissim aveng, encara
no es coneixen tots els lligands reconeguts per les Selectines i encara menys
quin és el paper funcional de cadascun d’ells en cada moment. L’existéncia
d’'una deficiéncia genética en la biosintesi de fucosa, amb la conseglient
manca de lligands per la E- i la P-Seléctina [von Andrian et al, 1993] que
comporta una malaltia anomenada LAD-Il (Leukocyte Adhesion Deficiency-l)
clinicament similar al LAD-I per déficit de les B, Integrines (caracteritzat per
una resposta inflamatoria ineficient), és una evidéncia /n vivo de 'important

paper d'aquestes Selectines.
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Vehiculitzar el reconeixement inicial de I’endoteli vascular per part de
les cél-lules leucocitaries, a la resposta inflamatdria o a la recirculacié
limfocitaria, és la funcié adhesiva principal que porten a terme les Selectines
amb llurs lligands. La funcié adherent de les Selectines es defineix primer en
la fase d’enganxament o lligament (tethering) leucocitaria, i tot seguit en el
rodolament (rolling) de les cél-lules leucocitaries circulants, ambdues fases
imprescindibles per a permetre llur posterior migracié transendotelial. Aixi, les
Selectines sdn les molécules responsables de mediar una labil, perd adherent,
interaccid inicial (enganxament) dels leucdcits a la paret vascular en diferents
teixits. Aquesta interacci6 caracteritzada per unes constants d’associacio (k,,)
i de dissociacié (k) molt rapides [Lawrence & Springer, 1991; Ushiyama et
al, 1993] permet el conseglient rodolament dels leucodcits en la direccié del
flux circulant [Ley et al, 1991; Lawrence & Springer, 1991; Mayadas et al,
1993], mercés a que aquestes interaccions Selectina-lligand duren uns
milisegons i permeten contactes successius tot al llarg de les superficies
cel-lulars leucocitaria i endotelial. El control de l"expressidé de les diverses
Selectines i sobretot dels seus lligands és el que determina l'especificitat de
les interaccions, definint aixi la capacitat de seleccionar que tenen aquestes
molécules d’adhesid. Les Selectines sén aixi les responsables principals de
I’'exquisida especificitat de la recirculacié limfocitaria, determinant que els
diferents limfocits segons llur funcié efectora, i sobretot segons on han tingut
el seu primer contacte amb l|‘antigen, circulin per determinats teixits
{(mecanisme anomenat homing), en un mecanisme de vigilancia limfocitaria
dirigida i eficient. Aixi, de manera geneérica les molécules de membrana
leucocitaries responsables d"aquesta recirculacio dirigida s"anomenen homing

receptors, que es podria traduir com a receptors de localitzacié o aniuament,
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mentre que per altra banda els seus correceptors vasculars, donada lur
capacitat d’adrecar els teucocits a llocs concrets, es coneixen amb el nom
d’'Adressines {Addressins}. Aixi, en el cas de les Selectines, el CD62L es
consideraria un homing receptor i els seus lligands vasculars Adressines,
mentre que el CDB2P i CD62E s’haurien de considerar Adressines, i llurs co-
lligands leucocitaris, els receptors de localitzacid. Aquesta terminologia
classica, molt clara conceptualment, resulta poc Gtil quan s’estudien
molecularment aquestes interaccions, doncs fa que la funcié Selectina
dependent de que sigui per la L- o0 per la P- o la E-Selectines faci considerar
aquestes molécules receptors de localitzacid o Adressines. Per aix0 el que és
important, més que la terminologia, és poder definir les Selectines com les
molécules d'adhesié que en el reconeixement de llurs lligands especifics
determinen la unié dels limfocits a I"endoteli venular dels ganglis limfatics i
dels teixits limfoides associats a les mucoses, definint per aquesta interaccié
les zones de recirculacié limfocitaria.

El paper de les Selectines, especialment per llur diferent capacitat de
regulacié en la superficie cel-lular, esdevé encara més important en els
mecanismes inflamatoris a on determinen la primera part del procés d’arribada
i migracié transendotelial de granuldcits, neutrdfils i limfocits a la zona
afectada. Aquest mecanisme de migracié cel-lular es porta a terme a través
de dos submecanismes, el d’haptotaxis (o migracié cel-lular a favor de
gradient de major adhesivitat), i el de quimiotaxis (o migracid cel-lular a favor
de gradient de concentracié de certes substancies activadores anomenades
agents quimiotactics). Les Selectines s6n responsables de Vinici de
I’haptotaxis, permetent l'enganxament i el rodolament de les cél-lules

circulants sobre 'endoteli de la vénula post-capilar de la zona inflamada.
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Aquest procés que afecta a diferents subgrups cel-lulars segons la cinética
d’expressié de les Selectines endotelials, es produeix a favor de gradient
(haptotaxis) cap a la zona inflamatdria. Aixi, per un costat, la P-Selectina
s’indueix rapidament, en minuts, en les cél-lules endotelials després de llur
activacié per mitjancers solubles de la inflamacié {Histamina, Trombina, ...)
que provoquen l'exocitosi dels cossos de Weibel-Palade que ja contenen
aquesta P-Selectina preformada. D’aquesta manera es produira rapidament el
reconeixement de la P-Selectina amb els seus lligands dels leucocits, mentre
la L-Selectina, constitutivament present en aquestes cél-lules circulants
col-laborara, al reconéixer els seus lligands en V'endoteli, en aquesta primera
fase de I’adhesié inflamatoria. Més tard (3-6 h) la induccié de "aparicié de la
E-Selectina a I'endoteli per I'accié de la IL-1, LPS o el TNF-a, productes de la
resposta inflamatdria vehiculitzada pels primers leucdcits que varen arribar,
permetra I'adhesid d’altres ceél-lules responsables de la resposta immunitaria
al teixit inflamat. Aixi, juntament amb aquestes cinétiques d’aparicions a la
superficie cel-lular, sera la preséncia o abséncia de determinats sucres en cada
element circulant el que determinara quina poblacié o subpoblacié cel-lular es
reclutara a la zona inflamada, en cada moment. Es doncs la conjuncié de la
cinética de l"aparicid i de I'expressié diferencial en cada subpoblacié (amb
patrons de glicosilacié proteica diferent}) de cada co-lligand el que defineix
quins elements cel-lulars intervenen en cada instant en un procés inflamatori.

El paper de les Selectines dins del context integral d’interaccions
moleculars que es produeixen a la recirculacié limfocitaria i la inflamaci6 es
revisara més endavant en aquesta introduccié sota una visi6 més
globalitzadora que permet relacionar-las amb les altres molécules d‘adhesié

que intervenen {(veure 1.3.1.- Interaccions Leucocits-Endoteli.)
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1.2.3.- INTEGRINES.

La capacitat de certes molécules de membrana d’unir o integrar diverses
estructures de I|'‘entorn extracel-lular (altres cél-lules o M.E.) amb els
components intracel-lulars (citoesquelet) és el que motiva que s"empri el nom
d’Integrines per a englobar més de 20 glicoproteines heterodimériques de
membrana. El nom Integrina va ser proposat en 1986 [Tamkun et al, 1986],
arran de la clonacié de la subunitat 8 del receptor de ratoli per a la
fibronectina, doncs integrava la interaccié del citoesquelet intracel-lular amb
la matriu extracel:lular. Constituida rapidament com una superfamilia de
molécules de membrana [Hynes, 1987], el nombre dels seus membres supera
els 20 heterodimers de membrana, que per la seva funcié vehiculitzen un
ampli ventall d’interaccions que van des del reconeixement de diverses
estructures de la matriu extracel-lular, fins al contacte ceél-lula-cél-lula. Llurs
peculiars caracteristiques funcionals (capacitat de transduir senyals
intracel-lulars, regulacié de llurs funcions per variacions en I'expressié de
membrana o canvis en l"afinitat per llurs lligands, diversa capacitat d’interacci6
amb diversos components intracel-lulars, multiplicitat de lligands, ... ) fan de
les Integrines un dels grups de molécules d’adhesié més versatil i que ha rebut
més atencid per part de treballs especifics i revisions actualitzadores [Hynes,
1987; Albelda & Buck, 1990; Larson & Springer, 1990; Ruoslahti, 1991;
Hynes, 1992; Springer, 1994].

Les Integrines s6n heterodimers formats per dues cadenes, anomenades
a i B, unides no covalentment (Figura 2). Fins al moment es coneixen més de
20 Integrines diferents formades, al menys, perla combinacié de 15 diferentes
cadenes a i 9 cadenes B. Normalment cada cadena f pot expressar-se amb
diverses cadenes a, perd també és possible la combinacié de una cadena a
amb varies cadenes 8. La conjuncid del codi per a definir la cadena a i del codi

per alaf, permet una nomenclatura estructural simplificadora de les Integrines
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{sistema codificat de nomenclatura per subunitats}. Malgrat que hi ha una
tendéncia cada cop més gran per anomenar les Integrines per aguesta
codificacié de les cadenes a i # (0 amb la nomenclatura CD corresponent)
persisteixen encara nomenclatures anteriors que en molts casos sén més
emprades que el sistema codificat. La identitat de la cadena B permet la
classificacié de les Integrines en varis grups que presenten una certa relacié
funcional entre ells, La Taula 3, basant-se en el tipus de cadena B, ens permet
classificar les Integrines en 4 grans grups i alhora resumir I"especificitat
funcional de les diverses Integrines: les 8, Integrines anomenades VLA (Very
Late Antigen} doncs alguns dels seus membres s’indusixen tard a activacid,
les B, Integrines (LFA-1, Mac-1ip150/95) anomenades també Leucointegrines
per expressar-se només en leucdcits, les £; Integrines anomenades
Citoadhesines per vehiculitzar fonamentalment la unié cel-lular a la ML.E. iles

B, Integrines sense cap altre nom fins al momaent.

LFA-1

3288
Q0660

Figura 2. Esgquema de Festructura de les Integrines,
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Taula 3

——

Liigands i contra-receptors
{seqiienc. reconeixement}

Families de Receptors

{subunitats i altres noms} Distribucié cel-lular

B, Integrines {VLA, CD29, GPlla) .
a,f, (CD29/CD49%a, VLA-1)} Amplia {T act., mondocits,
melan., mascul {lis.

Amplia (T, B, Plaq.,

Col, LM
a5, {CD28/CD49b, VLA-Z, GPla-

ila, ECMRI, Col Receptor)
a8, (CD29/CD49¢, VLA-3)
a8, {CD29/CD49d, VLA-4,
LPAM-2}
a8, {CD28/CD4%e, VLA-5, FN
Receptor, GPlc-la)
a8, (CD29/CD491, VLA-6, LM

Receptor)
a,8, (H368,)

a8,
a8, (CD28/CD51, VLA-V]

C.En., Fibroblastes, ...}
Amplia (B, tiroides, .)

Leucdcits i melan.
Amplia {T, mondcits,
fibrobl, plag., ...}
Plaqg, Granul,, T,
mondgcits, ...
Miscul, melan.
C.Ep., SNC, melan.
C.Ep., Ronyd, ...

Col, LM (DGEA)
FN (RGD ?), Col, LM

FN {EILDV), VCAM-1
FN (RGD)

LM
LM
?

VN, FN (RGD)

B, Integrines o Leucointegrines
{Leu-CAM, CD18)
a8, {(CD11a/CD18, LFA-1)

w8, {CD11b/CD18, Mac-1, CR3}

a,8, (CD11c/CD18, p150/95)

Panleucocitari

Granul. i mondgits.
Macrofags, monbdcits,
granul. i algunes T,

'CAM“‘: '2# “’3
C3bi, FG, Factor X, ICAM-1

C3bi, FG

B, Integrines (Citoadhesines, CD61)

B, (CD41/CDB1, gplib/ila)

a2, {CD51/CDB1, VN Receptor)

Plaq.

Plag., C.En., algunes B.

FG (KQAGDVY), FN, VN,
vWF, Thbr {RGD}

VN, FG, vWF, FN, Col, Osp,
Thbr, ? {(RGD)

B, Integrines (8,)
a.f, (CD49d/CD-, VLA-4 alt,
LPAM-1}

aﬁﬁ'; {G}gﬁ}; 65‘8?; QML‘}; &‘%290}*

Subpoblacions Bi T, IEL

IEL {2-6% PBL},

leucémies B, limfomes T.

VCAM-1, MAdCAM-1, FN
{EIiLDV)

? {HEV de les plagues de
Peyer}.

Altres Integrines:

Hemidesmosomes (C.Ep.,
C.Schw, i C.Enl.

C.Ep. timiques,
fibroblastes, carcinoma

a8, (CD104/CDA4YY, a8, TSP
180, VLA-6 alt, LM Receptor) LM, 7 epiligrina
g‘;ﬁs (CDS%;QG', a\ﬁgx‘ gv£3§§ 7

VN (RGD}, FN

a.8; (CD51/CD-) C.Ep. FN (RGD)
o.Bs (CD51/CD-, a,fs) Placenta, ronyd, SNC. ?
a8, {CDB1/CD-) Fibroblastes ?

T: Limfocits T, B: Limfocits B, Plag.: Plaguetes, Granul.: Granuldcits, Melan.: melanoma, C.En.:
Cal-lules Endotelials, C.Ep.: Cal-lules Epitelials, C.Schw: Cél-lules de Schwan, SNC: Sistema Nervids
Central, VLA: Very Late Antigen, Leu-CAM: Leukocyte-Cell Adhesion Molecules, |\EL : IntraEpithelial
Lymphocytes, VCAM: Vascular Cell Adhesion Molecule, MAdCAM : Mucosal Addressin Cell Adhesion
Motecute, ICAM: Intercellular Adhesion Molecule, Col: Col-lagen, FN: Fibronactina, LM: Laminina, VN:
Vitronecting, FG: Fibrindgen, vWF: Factor von Willebrand, Osp:0Osteopontina, Thbr: Trombospondina.
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Les Integrines constitueixen un grup funcional ampli de molécules amb
una estructura basica heterodimérica que varia segons els diferents membres.
Entre les cadenes «a i 8 no existeix cap homologia, per la qual cosa-a l'utilitzar
el terme de superfamilia per les Integrines seria més correcte parlar de
superfamilia de les cadenes a i superfamilia de les cadenes g de les Integrines.
Un nivell superior de complexitat s’assoleix a través del splicing alternatiu de
diverses subunitats [Hynes, 1992] com les subunitats B4, 85, B4 O3, Qg | Q.
El significat funcional d’aquestes formes no és del tot clar, perd es possible
que pugui suposar un nou paper intracel-lular de la Integrina.

Les nou cadenes £ definides fins al moment presenten una forta
homologia en les seqiiéncies amino-acidiques (entre un 37 i un 48 %), amb
un grau de glicosilacié variable (entre 6 i 12 punts de N-glicosilacié) i un pes

‘molecular que varia entre 95 i 130 kD, a excepcié de la cadena B, que pesa
220 kD. Aquestes subunitats £ es caracteritzen per 4 zones o dominis amb 37
residus cisteinics (és el que hom anomena els 4 dominis rics en cisteines),
perfectament ben conservats i establint ponts di-sulfur intracatenaris, en una
zona d'uns 190 a.a. que defineix el cos estructural de les subunitats 8
[Calvete et al, 1991]. El total de cisteines en les cadenes B arriba a 56
{excepte la B, que en té 48), doncs també defineixen altres ponts di-sulfur
intracatenaris a la zona N-terminal, provocant el plegament globular
caracteristic de la zona d’unié amb llurs lligands. Seguint a una Unica regié
transmembrana, la zona citoplasmica, poc conservada entre les diferents
subunitats 8, és també curta (40-50 a.a.}, excepte a la cadena B, que conté
una llarga cua citoplasmatica de 1018 a.a. amb 4 dominis repetitius

fibronectinics de tipus Hl {Figura 2). Aquesta estructura basica, altament
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conservada entre espécies tant distants com "home, el ratoli, la granota o fins
i tot ia Drosophila, presenta certes peculiaritats en les diferents subunitats £,
centrades principalment en la zona citoplasmica. A part de les ja esmentades
de la cadena B,, podem dir que mentre les subunitats B, i 8, conserven una
regié citoplasmatica de fosforilacid en tirosines [Tapley et al, 1989; Horvath
et al, 19901, la subunitat 8, presenta 7 punts de possible fosforilacié en
serines i treonines [Chatilia et al, 1989; Valmu et al, 1991], destacant entre
ells la importancia de la fosforilacié del residu serinic 756 [Hibbs et al, 1991].
El paper funcional d’aquestes diferéncies es relacionaria amb la diferent
capacitat funcional de les Integrines i amb els mecanismes que regulen
aquesta funcié.

Les subunitats o presenten menor homologia estructural entre elles
{sobre un 25%). Totes tenen entre 18 i 24 residus cisteinics, estant al menys
14 d’ells molt conservats entre totes les subunitats a conegudes, i 7 motius
repetitius de 24-45 a.a., espaiats per segments no-repetitius de 20-35 a.a.,
a l'extrem N-terminal. Els 3 o 4 darrers dominis d’aquestes 7 regions
repetitives contenen els caracteristiques lHocs d'unid cationics
{DXN/DXDGXXD), que determinen la dependéncia funcional de les Integrines
a la preséncia de cations Ca®* o Mg?*. Algunes cadenes a presenten a més
a més un domini extra caracterfstic, anomenat domini | {insertiu/interactiu},
entre els dominis 2 i 3, la qual cosa permet classificar les subunitats g, en dos
grans grups en funcié de la preséncia (ay, 0,, 0\, oy, ax} 0 abséncia (a,, a5, a,
a4, Og Oy, @y} d'aquest domini | {cal no confondre aguest domini | "insertiu®
amb el domini 1 repetitiu}. Simultaniament perd de manera oposada, la ruptura
{03, U5, Qgr O3, Qg g, Ay} 0 NO {4, Oy O, Oy Ox) pOst-traduccional de la
subunitat en dos cadenes, una transmembrana de 25-30 kD i una altra més
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flarga i extracel-lular, unides per un pont di-sulfur, és un altre criteri de
subdivisié de les subunitats a. Només la cadena a, no presenta ni el domini |,
ni els dos fragments units per ponts di-sulfur, malgrat que si pot patir ruptura
post-traduccional amb dos fragments de 70 i 80 kD units no-covalentment.
Cap d’aquestes caracteristiques estructurals ailladament determina que un
tipus de cadena ¢ s'associi amb una determinada cadena £, ni que reconeixi
un tipus de lligand o altre. Cal destacar, perd, que els gens per les cadenes @
de les Leucolntegrines (0, ay i ax)} estan a poca distancia cromosomica,
ocupant els tres la localitzacié 16p11-13.1 [Corbi et al, 1888]. Com les
subunitats £, les cadenes a sén proteines amb un grau de glicosilacié variable
(6-24 punts de N-glyc.} que tenen també un extrem N-terminal globular,
responsable de la unié amb el seu lligand i regulat per cations bivalents, un
Gnic pas trans-membrana i una cua C-terminal citoplasmica no molt llarga (20-
58 a.a.).

L’estructura de les cadenes ¢ i B de les Integrines es complementa en
una unitat funcional heterodimerica amb un extrem globular extracel-lular
d’unié al lligand, una doble tija que I'ancora a la membrana lipidica [Carrell et
al, 1985; Nermut et al, 1988] i una doble cua citoplasmica de molt diversa
longitud per on la Integrina interacciona amb els components intracitoplasmics
{citoesquelet, complexos enzimatics), transmetent i rebent les senyals
cel-lulars. Parlar de les diverses funcions que desenvolupen I’ampli ventall
d’Integrines i com es regulen aquestes funcions supera la intencié d’aquesta
introduccié. No és pot, perd, deixar de citar el caracter bifuncional de les
Integrines que al reconéixer llurs lligands, no momés seleccionen un o varis

tipus d’interaccions {com es veu en la taula 3 les Integrines sovint presenten
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varis lligands, alhora que, també sovint, un determinat lligand pot ésser
reconegut per diverses Integrines), sind que també "informen" a la cél-lula
d’aquest reconeixement, vehiculitzant-hi al seu interior diversos tipus
d'efectes: canvis morfoldgics i de la mobilitat cel-lulars {apfana;nent,
polaritzacié de la distribucid molecular, adheréncia, transmigracid, ...) [ingber,
1991; Shimizu et al, 1992a] com a conseqliencia de la induccid de diverses
associacions moleculars {al citoesquelet, a complexos transductors de senvyals,
...) [Otey et al, 1990; Mosher, 1991] i de diversos senvyals intracel-lulars
{activacié de bombes i canals idnics, induccié de fosforilacions en tirosina de
diverses proteines, ...} [ingber et al, 1990; Kornberg et al, 1991} que poden
induir I’expressié de diversos gens (col-lagenases, factors de transcripcié...’)
{Werb et al, 1989, Yamada et al, 1991] o co-estimular altres mecanismes
activadors [Roberts et al, 1991; van Seventer et al, 1992]. Tot aixd suposa
també un control exquisit de la funcié Integrina per part de la propia cél-lula
que modula I"expressid [Shimizu et al, 1980] i/o I"avidesa funcional, activant
[Wilkins et al, 1991; Rothlein & Springer, 1986al o inactivant [Tapley et al,
1989] les diverses Integrines.

Centrant-se en el paper de les Integrines amb una funcid clara en les
interacions inter-leucocitaries i leuco-endotelials (a\8,, awB,, ayBy A.B;, a5y,
a5}, podem dir que les Integrines ocupen un lloc central en la funcié adherent
d'aquestes cél'lules circulants. Per un costat determinen la detencié del
rodolament i la fixacié dels leucdcits a I"endoteli durant la recirculacié i la
inflamacié {Lawrence & Springer, 1991; Bevilacqua, 1993; Springer, 1994;
Adams & Shaw, 1994], i per un altre, s6n molécules essencials per les
interaccions interleucocitaries [Takada et al, 1989; Springer, 1990a-b;

Bednarczyk & Mcintyre, 18901 homo i heterotipiques. Aixi en la interaccid
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possiblement de major relevancia immunitaria, el reconeixement antigénic, la
Integrina a6, (CD11a/CD18), més correntment anomenada LFA-1 {Leuvkocyte
Function-associated Antigen-1), juga un paper estabilitzador i determinant del
reconeixement [Sanchez-Madrid et al, 1982; Spits et al, 1988]. Per ésser el
LFA-1 I"dnic lligand descrit fins al moment del CD50 (ICAM-3) i perqué
juntament amb el seu important paper en totes les interaccions descrites i
estudiades en aquesta tesi, és sens dubte un arquetip de la funcionalitat de les

Integrines, s'analitza més ampliament en el seglient apartat.

1.2.3.1 - LFA-1.

LFA-1 {Leukocyte Function-associated Antigen-1} és el nom més
utilitzat de la Integrina leucocitaria a8, (CD11a/CD18), és a dir una B,
Integrina (Leucolintegrinal. Aquesta Integrina de distribucié panleucocitaria
determina potser el conjunt d’interaccions de més gran interés en la resposta
immunitaria [Larson & Springer, 1990]. Present en les cél-lules de les séries
limfocitica, granulocitica i monocitica {a excepcié d’alguns macrdfags tisulars}
[Kurzinger et al, 1981; Springer et al, 19871, la seva funcié adhesiva es
vehiculitza a través dels seus trés lligands, les molécules ICAM {Interceflular
Adhesion Molecules) ICAM-1 [Marlin & Springer, 19871, ICAM-2 [Staunton et
al, 1989a) i ICAM-3 [de Fougerolles & Springer, 1992], de les quals I'lCAM-3
{CD5O0j és la molécula objecte d'aquesta tesi. La seva estructura general és Ia
d’una f§, Integrina amb una cadena a,. La cadena B, és comuna a Mac-1 i
p150/95, les altres dos B, Integrines que juntament amb el LFA-1

constitueixen la familia de les anomenades Leucolntegrines {Kishimoto et al,
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1989]. La cadena a;, que presenta un domini | i tres llocs d’unié cationics
[Kurzinger & Springer, 1982], aporta les peculiaritats que distingeixen el LFA-1
del Mac-1 i de fa p150/95. El LFA-1 juga un importantissim paper immuno-
regulador mitjancant la seva participacié en les interaccions entre leucocits
[Dustin & Springer, 1991] o en I'adhesié dels leucdcits a altres tipus cel-lulars,
entre els quals destaquen les cél-lules endotelials [Bevilacqua, 1993]. Malgrat
que, en certs macrofags que no expressen LFA-1, es pot induir la seva
expressié amb I'estimulacié per LPS (lipopolisacarid) o IFN-y, la seva activitat
funcional vé regulada principalment per la capacitat d’augmentar la seva
afinitat pels lligands i, de manera indirecta, per la induccié de I"'expressid de
I'lCAM-1, el lligand pel qual el LFA-1 presenta la major afinitat. L’activitat
funcional del LFA-1 depén de la preséncia de cations Mg?* i en menor grau de
Ca?* [Martz, 1980; Rothlein & Springer, 1986a] i potser també de Sr?*
(Fidgdor, comunicacié personal), i especialment d’un canvi funcional de la
molécula induida per diferents estimuls tals com el reconeixement de ’antigen
per part del receptor especific, lectines mitogéniques, ésters de forbol
[Rothlein & Springer, 1986a; Dustin & Springer, 1989] o |'activacié d’un grup
cada cop fnajor d’altres molécules accesories com el CD43, el CD2, el CD7
o el CD28 [Axelsson et al, 1988; van Kooyk et al, 1989; Shimizu et al,
1992b], o el propi LFA-1 [van Kooyk et al, 1991; Landis et al, 1993]. Aquest
procés d’activacié del LFA-1, clau per 'estabilitzacié de l'adhesié cel-lular
mediada per aquesta molécula, suposa un canvi conformacional de I
heterodimer, detectable per {’aparicié d'un nou epitop en la cadena g,
reconeixible per ’AcMo NKI-L16 i dependent de la preséncia de Ca?* [van
Kooyk et al, 1991]. Aquest canvi en la conformacid de la porcié extracel-lular
del LFA-1 es produiria per un efecte encara no ben definit sobre la part

citoplasmica, possiblement a través de la fosforilacié de la cadena 8,, a la
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serina 756, [Hara & Fu, 1986; Hibbs et al, 1991] ja que la cadena ¢ es troba
basalment fosforilada [Chatila et al, 1989]. El fet que aquesta activacio sigui
fisioldogicament transitoria [Dustin & Springer, 1989] ha permés hipotetitzar un
esquema del procés d’activacié del LFA-1 forca convincent, segons el qual el
LFA-1 passaria per tres estats diferents: un primer estat de baixa afinitat a les
cél-lules en repds, sense la preséncia de l'epitop d’activacié i amb una
distribucid difusa de les molécules de LFA-1 en la membrana, un segon estat
intermedi pre-activat, amb les molécules polaritzades al lloc d’interaccié i amb
la conformacié d’activacié, perd encara amb baixa afinitat per als seus
lligands, i un tercer estat a on la fosforilacio de la molécula donaria lloc a un
LFA-1 plenament actiu i amb alta afinitat envers els ICAMs [Figdor et al,
19901]. Aquest procés seria transitori i la desactivacié per la defosfarilacié del
LFA-1 permetrial’alliberament de les interaccions establertes. Aquesta hipotesi
permet explicar la funcié del LFA-1 en la majoria de les interaccions que
vehiculitza amb els seus tres lligands, perd darrerament apareixeﬁ evidéncies
de que aquest procés no és idéntic pels tres ICAMs [Binnerts et al, 1994}, que
malgrat llurs similituds estructurals en els dos dominis externs, potser
contactarien en diferents llocs d’unié del LFA-1. De fet la unié del LFA-1 amb
'ICAM-1 és, hores d’ara, I"Gnica parcialment definida a nivell molecular, doncs
ha estat objecte d’estudi per diversos grups. Mentre la zona citoplasmica de
la subunitat 8, s"ha demostrat imprescindible en aquest reconeixement, dada
que esta en linia directa amb MHur capacitat d’esdevenir fosforilable i
proporcionar la forma activa del LFA-1 [Hibbs et al, 1991}, el domini |,
insertiu, de la cadena a, també regularia la funcié Integrina del LFA-1 [Landis

et al, 1993]. Més recentment, els dominis 5 i 6 de la cadena g s’han
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involucrat en les zones d'interaccié directa LFA-1/ICAM-1 [Stanley et al,
19941].

Les interaccions a on el LFA-1 juga un paper clau van des de la
presentacié de Vantigen i el subsegiient reconeixement antigenic de les
cél-lules T col-laboradores [Golde et al, 1985] o citotoxiques [Sdnchez-Madrid
et al, 19882], a I'adhesidé a endoteli durant els processos de recirculacié i
inflamacié [Oppenheimeer-Marks et al, 1991}, passant pels diversos contactes
que es produeixen a les agregacions homotipiques [Rothlein & Springer,
1986a; Martz, 1987]. Aquestes interaccions poden involucrar al LFA-1 de
manera bidireccional, en els contactes interleucocitaris, o monodireccional, en
les interaccions dels leucdcits amb altres elements cel-lulars. En totes elles,

z;n;é del LFA-1 amb llurs lligands determina la interaccid adhesiva més
potent i decisiva. A més a més el LFA-1 funciona com una molécula
transductora de senyals amb un paper co-estimulador de la resposta immuni-
taria molt important, capac d'incrementar els nivelis citoplasmics de calci,
potenciar la proliferacié cel-lular i augmentar la sintesi de IL-2 promoguda per
'estimulacié amb CD3 [van Noesel et al, 1988; Pardi et al, 1989; Wacholtz
et al, 1989; Moy & Brian, 1992; van Seventer et al, 1992; Damile et al,
1992b]. Aquesta capacitat co-estimuladora es demostra encara més decissiva
segons la subpoblacié involucrada, com passa amb la poblacid de cél-lules T
CD4* verges (CD45RA™) que, a diferéncia de les memoria (CD45R0 ™), només
sén completament estimulades quan, a més a més del reconeixement
antigénic, es co-estimulen a través del LFA-1 [Fisher et al, 19921.

La importancia de totes aquestes interaccions i senyalitzacions
vehiculitzades pel LFA-1 i les altres dos Leucointegrines, Mac-1ip150/95, en

el funcionament normal del sistema immunitari queda ben palesa en la
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immunodeficiéncia anomenada Deficiéncia d'Adhesi6 Leucocitaria-1, o LAD-1

(Leukocyte Adhesion Deficiency), caracteritzada en la seva forma meés severa
per un defecte genétic de la cadena 8, de les Leucointegrines, localitzat en el
cromosoma 21 i d‘heréncia autosdOmica recessiva [Marlin et al, 1986;
Kishimoto et al, 1987; Anderson & Springer, 1987]. Aquest defecte,
comporta de fet una profunda alteracié dels mecanismes de recongixement i
contacte cel-lular, que /n vivo es manifesta especialment per una ineficag
resposta immunitaria inespecifica, pel compromis de la capacitat fagocitica i
quimiotactica leucocitaria. Clinicament, aquest déficit d’adhesié provoca un
retard caracteristic en la caiguda del cordé umbilical que evoluciona cap a les
infeccions bacterianes recurrents associades a una resposta inflamatoria
andmala que impedeix la formacié de pus per "alteracidé de V'arribada dels
neutrofils als llocs afectats. /n vitro, a part de l'alteracié de la capacitat
fagocitica i quimiotactica dels neutrdfils, els limfocits no responen bé als
mitdgens com la PHA o fa ConA, i la activitat NK i la citotoxica sén clarament
ineficients, basicament a conseqliéncia de la manca de LFA-1 [Kensky et al,
1985]. Malgrat tot, el déficit de LFA-1 sembla parcialment compensable in
vivo per la via de les B, Integrines, doncs la funcié limfocitica roman
relativament inalterada en el malalt. La malaltia, que es presenta des de formes
insidioses a formes molt greus, que poden ser fatals en pocs anys si el pacient
no rep un transplantament de moll de I'ds, és el millor exemple de la

importancia de les interaccions que vehiculen les Leucolntegrines i llurs co-

receptors.
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1.2.4.- SUPERFAMILIA DE LES IMMUNOGLOBULINES.

Sota el terme de Superfamilia de les Immunoglobulines (IgSF)
s'engloben totes aquelles proteines que presenten en llur estructura el
caracteristic domini globular de 70-110 a.a., format per dues lamines £
antiparal-leles, estabilitzades en la majoria del casos per un pont disulfur
intracatenari, que defineix una zona compacta de 55-75 a.a. [Williams, 1987;
Hunkapilier & Hood, 1889] {Figura 3}, anomenat domini immunoglobulinic, per
la descripcié d’agquesta unitat estructural en les Immunoglobulines {ig).
L'existéncia de seqliéncies homologues que determinaven unitats estructurals
similars a les de les lgs Ummunoglobulin-like domains} en altres proteines, va
portar a la definicié a I"any 1982 [Williams, 1982} del que seria la primera
"superfamilia” de proteines de membrana leucocitaria. Constituida per més de
100 proteines que presenten aguest peculiar domini, més del 40% de les
glicoproteines leucocitaries descrites pertanyen a aquest gran grup funcional

[Barclay et al, 19831

NH2
Figura 3. Esquema de [Iestructura del domini
g immunaglobulinio,
S
S
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Malgrat que les identitats de seqliéncia sovint no superen el 15-25%, "analisi
detingut de les seqliiéncies dels diversos components de la IgSF mostra la
maxima conservacid a nivell dels residus responsables del plegament de les
lamines £ immunoglobuliniques, mentre que la maxima diversitates trobaa la
zona de les nanses terminals. Estructuralment, es distingeixen dos grans grups
de dominis immunoglobulinics amb patrons de plegament similars, perd
clarament diferents: els dominis de tipus variable {tipus V} o simplement
dominis V (homolegs als dominis de la regidé Variable de les 1g) i els dominis
de tipus constant {tipus C} o simplement dominis C {(homdlegs als dominis de
les regions Constants de les Ig). A la vegada els dominis C s’han dividit en dos
subgrups: els dominis C1 i els dominis C2 (o dominis H}. De fet, per alguns
autors, els dominis H {C2}, més curts i compactes que els V o els C1, sdn un
tercer grup a part, possiblement derivat evolutivament d’un precursor comu
dels dominis V i C1. Aquest domini C2 {H} és la unitat estructural més
freqlientment trobada a !"analitzar les seglidncies de la ma}éﬁa de les
molécules d'adhesié pertanyents a la IgSF [Pigott & Power, 1993}, Una
divergéncia estructural adicional es troba en aquells dominis que conservenles
sequéncies responsables del caracteristic plegament immunoglobulinic, perd
gue no presenten el pont disulfur estabilitzador, préviament considerat element
essencial de l"estructura. Altres consideracions estructurals i sobre Ia
importancia evolutiva de la conservaci6é d’aquest domini immunoglobulinic al
llarg de V"arbre filogendtic, van més enllid del propdsit d’aquest apartat que
només pretén situar les caracteristiques generals del grup de moldcules a on

s'inclou el CD50, el motiu d’aquesta tesi.
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Com ja s’ha dit, moltes so6n les molécules de membrana que
s'enquadren dins de la IgSF. Des dels diversos components dels receptors per
I"antigen (BcR i TcRY), fins a certs dominis de receptors d’interleucines (IL-1R
o CDw121), un gran grup de molécules d’adhesi6 presenten també dominis
immunoglobulinics, purs o associats a dominis daltres superfamilies, i per tant
s’enquadrendins d’aquest grup. Les molécules d'adhesid de la IgSF intervenen
en un gran nombre d’interaccions importants per la resposta immunitaria, la
recirculacié leucocitaria i els mecanismes inflamatoris [Dustin & Springer,
1891]. La versatilitat funcional del domini immunogiobulinic, permet que a
través d’ell es wvehiculin interaccions homofiliques amb dominis
immunoglobulinics (CD31/CD31) o d’altres membres de la IgSF (CD2/CD58),
o heterofiliques amb dominis daltres grups funcionals, no immunoglobulinics,
com les interaccions amb diverses Integrines (ICAMs/LFA-1, VCAM-1/VLA-4).
Cal destacar que, aixf com alguns dels membres de 1a IgSF no tenen encara
assignada una funcié clara (CD7, CD33, CD1} [Barclay et al, 1993], en els
darrers anys s"han anat definint diferents co-receptors de molécules de la IgSF
que estaven en aquesta situacié de certa indefinicid funcional, i que medien
interaccions adhesives entre diversos subgrups cel-lulars. Aixi, la interaccié
CD28/CD80 (B7), tant critica en la col-laboracié T-B, és un arquetip de la
importancia funcional de la capacitat transductora de senvyals de les molécules
d'adhesié de la IgSF. També en aquest grup, i com passava amb les
Integrines, les diverses‘ molécules d"adhesid han anat associant-se a diferents
mecanismes de transduccidé intracel-lular de senyals co-estimuladors:
I"activacio de les cél-lules T a través del CD2 és un exemple clar d'aquesta
bifuncionalitat de la molécula [Meuer et al, 1984; Holter et al, 1986], mediada

per la zona citoplasmatica de la molécula i possiblement dependent de 1a co-
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expressié funcional en membrana del complex TcR/CD3 [Bockenstedt et al,
1988]; el senyal co-estimulador aportat pel CD28, que es desenvolupa per una
via separada a la de la senyalitzacio del TcR [Moretta et al, 1985] estabilitzant
els nivells de mRNA de certes citocines [Lindsten et al, 1888], s'ha vist que
és un element clau que defineix si la cél-lula T respondra eficientment a
Festimul antigénic vehiculat a través del complex TcR o entrard en una
situacié d’anérgia, anomenada també de manera més general tolerancia
[Harding et al, 1992]. De fet aquesta parella CD28/CD80 presenta més
lligands a un i altre costat, doncs, per part dels linfocits T existeix una
molécula homologa al CD28 que també reconeix el CD80, perd que només es
troba a l'activacid, 'anomenat CTLA-4 {Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4}
[Harper et al, 19911, i per part dels limfocits B es parla de la familia de
molécules CD80, doncs a més a més del B7, ara anomenat B7.1, la ja
anomenada via CD28/CTLA-4 té un segon lligand, el B7.2 [Azuma et al, 1993;
Freeman et al, 1993]. Cal assenyalar que aquesta bifuncionalitat fé que sovint
certes interaccions on la capacitat transductora de senyals és molt notable,
com la del CD28/CD80, no siguin considerades adhesives i per tant no
s’'incloguin dins del grup de molécules d'adhesid. Aixi i sota criteris classics
de classificaci6, en la Taula 4, es resumeixen les principals caracteristiques de
sis de les molécules de membrana leucocitaria pertanyents a la IgSF, que es
comporten com a molécules d"adhesio, intervenint en les interaccions leuco-
citaries més importants. Alires molécules de membrana dels leucdcits i altres
molécules d’adhesio de 1a 1gSF, perd basicament expressades en estirps cel-lu-
lars no-feucocitaries com el SNC (NCAM, fasciclina ll i 11}, epitelis (Cell-CAM

1085} o teixit embrionari (CEA), sobrepassen la intencid d’aquesta introduccis.
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Taula 4
Nom {CD} | Altres noms | Estructura Expressit ceblular Liigands
{localitzacié}
cD2 T11, LFA-2, | Dominis: 1V +1C2. | Cdblules T, NK i CDhR8
{ 45-88 kb tisndcits. - '
i CDh4 T4 Dominis: 2V +2C2. | Sub. de céilules T HLA classe B {regid

55 kD timocits, mondeits i no-polimorfical.
macrofags gp120 VIH.

i CD8 T8 Homo o Hetero- Subpoblacions de HLA clagse | {regid
dimers de CD8e céhiules T § timicits, | no-polimdrfical

{1V + esquelet O~ | 1t en baix nivell en ‘

glye., 32-34 kD) algunes NK. ‘

cD8a 1V +

esquelet O-glve. ,

it 32-34 kD).
cp22 BL-CAM Dominis: CD22¢, Subpoblacis de CD4BRO

1V +4C2 {130 kD} | céllules B madures cD75

iCD228, 1V+6C2 | {es perd a

{140 kD). I'activacio)

D3t PECAM-1, Dominis: 6 C2 Piaguetes, neutrdfils, | CD31 {Homofilicl,
- endo-CAM | 130-140 kD mondcits, i endoteli. | ? (Heterofilic). i
9 punts de N-glyc. | Subgrupde T
cD54 ICAM-1 Dominig: 5 C2. Baixa expressit LFA-T1 {Domini 1),

85-110 kD. constitutiva en oél, Mac-1 {Domini 3}.

8 punts de N-glye. | T, B, mondgits, Rinovirus {Dom. 1.
macrdfags fendoteli | CD43. »
vascular. Alia Erttrocits infectats
expressié després de | pel Plasmodium
I"activacié. falciparum,

CBEB LFA-3 Domini: TV+1C2 Leucdcits, eritrocits CD2 {LFA-2}

55-70 kD {dues {E-rosetes}, cél.

formes: GPl-unidai | endotelials i

transmembrana) apitelials.

CD102 {CAM-2 Dominis: 2 G2 Endoteli vascular, LFA-Y |

55-85 kb, fimfacits § mondcits,

7 8 punts de N-glyc cdl, dendritiques. i
CD1086 VCAM-1, Dominis: 6 0 7 C2 | Endoteli vascular a8, (VLA-4) i
INCAM-110 | 90-110 kD activat, macrdfags, a3, {(LPAM-1].
cél. dendritiques.
1963 MadCAaM Dominis: 3C2 i Certs endotalis a2 LPAM-TIpel |

una regié simitar a | venulars {HEV]h: domini 1 L-

la mucina entre els | Plaques de Pevyer. Selectina per la

dominis 21 3. L regid mucinica. ‘

LFA: Levkocyle Function-associated Antigen, BL-CAM : B Lymphocyte-Cell Adhesion Molecule, \CAM : Intercel
kdar Adhesion Molscule, PECAM-1: Platelet Endothelist Cell Adhesion Molecule, VCAMN « Vascular Cell Adhesion
Molecule, MAJCAM @ Mucosal Addressin Lell Adhesion Molecule, HEV : High Endothelial Venules.
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El paper de totes aquestes molécules d’'adhesié de la IgSF cubreix i
amplia els camps ja comentats al parlar de la funcid de liurs lligands, extenent-
se des de la recirculacié leucocitaria a les respostes immunitaries especifiques
i inespecifiques. De fet la deteccid d’interaccions antigen-independents, que
obriren els ulls a l'importancia en el reconeixement limfocitari d’altres
molécules diferents al receptor antigénic [Shaw et al, 1986; Spitz et al, 19861,
es centra en la unié entre LFA-1 i els ICAMs, i entre CD2 i CD58, molécules
totes elles, a excepcid de la Integrina LFA-1, de la IgSF. Si bé de la interaccid
LFA-1/ICAMs ja hem parlat i en seguirem parlant en aquesta tesi, de la
interaccié CD2/CD58 sols remarcarem la seva importancia en les unions-
interlimfocitaries [Sanchez-Madrid et al, 1982]. Aquestainteraccio CD2/CD58,
responsable del classic roseteix dels limfocits T amb eritrocits d’ovella (E-
rosetes), es regula molt finament per la densitat de les molécules en la
superficie [Selvaraj et al, 19871, i possiblement per la disminucié durant
I'activacid de la carrega neta negativa en la superficie cel-lular [Shortman et
al, 1975]. El que és clar, és que durant el reconeixement antigénic la
interaccié CD2/CDb8 juga un paper central tant per la gran afinitat de la
adhesié que vehicula com per la capacitat co-estimuladora del CD2 respecte
al senyal produit pel TcR [Bierer et al, 1988].

Les interaccions leucdcits-endoteli, tant importants en els mecanismes
de recirculacié i inflamacid, obren I"espectre de les molécules d'adhesié cap
a les cél-lules endotelials. En aquest camp, juntament amb els contactes que
estableixen les Selectines amb els seus lligands i el LFA-1 amb els ICAMs,
destaquen les interaccions d'altres dos membres de la IgSF: VCAM-1 (CD106)

i MadCAM-1. VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule 1), també coneguda
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com INCAM-110, és una molécula de membrana descrita en endoteli activat
per citokines i també en un subgrup de célllules no-vasculars {cél-lules
dendritiques, cél-lules estromals de la medul-la 0ssia, [Rice et al, 1991]. De 90
o 110 kD, segons el tipus de splicing alternatiu, VCAM-1 és induible in vitro
per I'activacié amb IL-4 (a diferéncia de I’E-Selectina o I'iICAM-1), IL-1 o0 TNFa
[Wellicome et al, 1990; Schleimer et al 1991]. Els lligands de VCAM-1 sén les
Integrines a8, {(VLA-4} i a5, [Riegg et al, 1992; Chan et al, 19921 i a través
d’elles, VCAM-1 vehiculitza la fase de reforcament del contacte leucocit-
endoteli [Oppenheimer-Marks et al, 1991]. Per la seva banda MAdCAM-1
{Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1}, és també una molécula de
membrana caracteristica de les vénules d’endoteli alt 0 HEVs {High Endothelial
Venules) del teixit limfoide associat a la mucosa intestinal, amb tres dominis
de la IgSF i una regié similar a fa mucina entre el domini 2 i 3 [Briskin et al,
1993]. La seva funci6é és determinar la recirculacio dels limfocits intestinals,
a través de la unid dels carbohidrats de 1a regié mucinica a la L-Selectina [Berg
et al, 1993], i mitjancant els seus dominis immunoglobulinics a la Integrina
a.B8; [Hu et al, 1992; Berlin et al 1993], perd no a la a,8, (VLA-4).
L'estructura en dominis, funcionalment forgca independents
{independeéncia relacionada genéticament amb llur codificacié per un o dos
exons}, de les molécules d’adhesié de la IgSF, explica per si mateixa gran part
de la pluriespecifitat del reconeixement. Alhora, "I"éxit" evolutiu d’aquesta
familia també s’explhica per aquesta "independéncia genetica” i per la
versatilitat funcional del domini immunoglobulinic. La possibilitat
d’associacions amb altres dominis de diverses estructures proteiniques ha
permés que no es pugui parlar d'una funcié definida per aquesta familia de

molécules de superficie. Aquesta diversitat impedeix el tracte exhaustiu de les
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funcions d’aquestes molécuies. Per tant, donat que la molécula objecte
d’aquesta tesi, el CD50, forma part de la subfamilia ICAMs, descriurem a
continuacié, com a exemple comparatiu, les caracteristiques funcionals més

importants d'aguesta nova subfamiiia.

1.2.4.1.- ICAMs.

Amb el terme ICAMs {Intercellular Adhesion Molecules), s"agrupen fins
al moment 3 molécules de la IgSF ICAM-1, ICAM-2 i ICAM-3}, formades per
2 ¢ 5 dominis immunoglobulinics amb un grau variable de N-glicosilaci6, una
regié transmembrana i una curta cua citoplasmica. Descrites per liur capacitat
d’unid al LFA-1, la seva expressid basal o induible en diverses poblacions
cel-lulars determina la capacitat dels leucoceits d”adherir-se via LFA-1 a d'altres
leucocits (agregacié homotipica) o altres cél-lules (adhesié heterotipica). Aixi,
llur expressié constitutiva o induible en Vendoteli determina la capacitat
d’adherir-se dels leucdcits {(LFA-1Y) a la paret vascular {LFA-?“E durant eis
processos de recirculacié o inflamacié [Bevilacqua, 1993}, i llur preséncia a les
cél-lules presentadores d’antigens {APCs) i als limfocits possibilita una
resposta immunitaria eficient [Springer‘, 1990Db].

L'ICAM-1 (CDb4) és una molécula altament glicosilada {un 50% dels
seus 90-110 kD es deuen a la N-glicosilacié) amb 5 dominis extracel-lulars de
la IgSF (Figura 4a), i que funcionalment es va definir com el primer contra-
receptor del LFA-1 que vehiculitzava "agregacié homotipica [Rothlein et al,
1886b] i ['adhesié a l'endoteli [Dustin & Springer, 1988] dependents
d'aquesta 2, Integrina. Definida la seva sequiéncia proteica per la clonacié de!

seu c-DNA [Simmons et al, 1988; Staunton et al, 1988}, els seus cinc dominis
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Figura 4. Esquema de Uestructura proteica de VICAM-1 [A} § 'ICAM-2 {BL

presentaven certa homologia amb els cinc dominis del NCAM, perd, a
diferéncia d'aquest, no interaccionen homofilicament sind amb un membre de
la familia de les Integrines, el LFA-1. Posteriorment, s'ha descrit que ICAM-1
interacciona no només amb el LFA-1(a,8,, CD11a/CD18) [Marlin, et al, 19871,
a través dels dominis 1 i 2, sind també amb el Mac-1 {g,8,, CD11b/CD18}
[Diamond et al, 1991}, basicament a través del domini 3. També, és descrita
la seva interacci6 amb el CD43 [Rosenstein et al, 1991], perd aquesta unié no

ha estat complementada amb dades funcionals d’interés. Més interessant, és
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la identificacié de I'lCAM-1 com el receptor major dels rinovirus humans
[Greve et al, 1989; Staunton et al, 1989b; Tomassini et al, 1989], els
principals causants del refredat comu. Al igual que amb la unié al LFA-1, el
domini | de I'lCAM-1 seria el lloc d’unid directa per als rinovirus. També, s'ha
descrit la unié de I'ICAM-1 amb eritrocits infectats amb Plasmodium
Falciparum [Berendt et al, 1989], mercés al mateix domini 1 perd a través
d'una zona diferent [Berendt et al, 1992; Ockenhouse et al, 1992}, implicant
aixi aquesta molécula en la viruléncia del parasit com a element determinant
de la disseminacié de la malaltia.

Entre totes les caracteristiques funcionals de 'lCAM-1, destaca, potser -
com la més important, la regulaci6 de la seva expressié per l"activacié cel-lular
[Dustin et al, 1986]. Aixi, els baixos nivells d’expressié en limfocits i
monocits, s’incrementen sota l'accié de mitdgens o per mecanismes
d"activacié més especifics (linies cel-lulars transformades pel virus d’Epstein-
Barr}. A I'endoteli vascular, aguest mecanisme inductor de l'expreésié es troba
regulat també per agents activadors com el LPS, I'IFN-y, el TNF-a i la IL-1, i
en fibroblastes també és possible induir-lo per I'efecte inflamatori de la IL-1 i
el IFN-y [Pober et al, 1986]. Aquests mecanismes inductors de I'expressié en
membrana son el fruit de la mobilitzacié de diposits intracel-lulars preformats,
com passa als mondcits [Dougherty et al, 1988], i/o de la induccié de nou m-
RNA que codifica per la formacio de novo de proteina, com passa sobretot a
I"'endoteli [Simmons et al, 1988]. Els mecanismes reguladors de la inducci6 de
nou m-RNA, han estat parcialment estudiats, detectant-hi llocs d’uni6 per a
factors coneguts de transcripcié (SP-1, AP-1 i NF-kB) [Vorabergeret al, 1991].

Tota aquesta regulacié de I'expressid sustenta fortament el paper suggerit per
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a I'lCAM-1 que com a molécula endotelial controlaria el trafic leucocitari via
LFA-1 en els llocs d'inflamacié [Springer, 1994}, afavorint la fase de
reforcament (strengthening) de |'adhesié6 i especialment la posterior migracié
transendotelial [Oppenheimer-Marks et al, 19811; com a molécula present en
les APCs i els limfocits activats col-laboraria en el reconeixement antigenic,
éssent imprescindible per la realitzacié de la funcid citotdoxica del limfocits
[Martz, 1987].

Cal esmentar, també, la descripcié d'una forma soluble d’ICAM~1,
detectada també per a altres molécules é‘adhesié,. §ue s’incrementa en
diverses patologies inflamatodries, perd per la qual encara no s’ha demostrat
una capacitat funcional definida [Rothlein et al, 1991].

Per altra part, 'iCAM-2 {CD102} és també una proteina de membrana
altament glicosilada (un 50% del seu pes molecular, 55-65 kD, es deu a N-
glicosilacions) constituida per dos dominis C2 de la IgSF (Figura 4, B). Malgrat
ser molt més petita que I'ICAM-1, també reconeix al LFA-1 {0,8,), perd a
diferéncia d’aquest no té fins al moment cap altre lligand conegut. Suposada
la seva existéncia per la incapacitat dels AcMos anti-ICAM-1 d’inhibir
I"agregacié homotipica via LFA-1 de certes linies cel-lulars [Rothlein et al,
1986a]), i per I’existéncia d’una via d’adhesid a endoteli dependent de LFA-1,
perd independent d’'ICAM-1 [Dustin & Springer, 1988}, I'iCAM-2 es va
determinar a través de I'aillament del seu ¢c-DNA d’una llibreria d’expressi6 en
eucaridtes, gracies a uh meétode de crivellament funcional, basat en la unié de
les cél-lules transfectades amb [a llibreria a LFA-1 purificat en preséncia
d'AcMos anti-ICAM-1 [Stauton et al, 1989]. l."analisi de la seqliéncia va servir
per demostrar les caracteristiques estructurals de §’¥CAM—-2, que presentava

dos dominis de la [gSF similars als dos dominis N-terminals de I'lCAM-1 (35%
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d'homologia}. Analitzada posteriorment la seva expressié i funcionalitat [de
Fougerolles et al, 1991], I'ICAM-2 es troba constitutivament expressat en
limfocits en repds {perd no en timocits}, en monocits, perd no en.neutrofils,
en cél'lules endotelials on presenta un alt nivell d"expressid, i de manera
també important en les cél-lules dendritiques [Hart & Prickett, 1993]. Per altra
banda la poca capacitat d'increment de la seva expressié pels diferents
estimuls activadors que indueixen I'expressio d’'ICAM-1, fa que a I'lCAM-2,
hom li atribueixi la funcié interactiva amb el LFA-1 en les interaccions a on
intervenen limfdcits en repds i especialment cél-lules endotelials no
estimulades. Resulta interessant esmentar en aquest punt que I'efecte dels
ICAMs no es limita a la funcié estabilitzadora de les interaccions, doncs alguns
treballs experimentals demostren que el tipus d’unié que vehiculen modula
d’'alguna manera la capacitat transductora dels seus lligands, clarament
diferent entre ICAM-1 i ICAM-2, al menys [Damle et al, 1992bl.

Dels treballs funcionals amb V'ICAM-1 i I'ICAM-2, es desprenia
I'existéncia d'una tercera molécula [de Fougerolles et al, 1991; Hart &
Prickett, 1993] relacionada amb la via d’adhesié dependent de LFA-1.
Aquestes evidéncies van portar a la descripcid i caracteritzacié del ICAM-3 [de
Fougerolles & Springer, 1992], el tercer lligand del LFA-1. Donada la identitat
de 'lCAM-3 i el CD50, tal com es demostra en el treball d’aquesta tesi, em
remeto a l"apartat "1.4. Dades prévies sobre el CD50", als resultats i a la
discusié de la mateixa per definir les caracteristiques d’aquesta tercera

molécula d’adhesié de la subfamilia dels ICAMs.
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1.2.5.- ALTRES MOLECULES D’ADHESIO.

Fora d’aquest quatre grans grups funcionals (Cadherines, Selectines,
Integrines i la Superfamilia de les Immunoglobulines) es troben encara altres
molécules d’'adhesié [Pigott & Power, 1993; Cid & Esparza, 1893], algunes
d’elles amb caracteristiques adhesives funcionalment molt importants ja sigui
a nivell dels leucadcits, com el CD44 o el PSGL-1, o a nivell de I"endoteli, com
les classiques Adressines {(GlyCAM-1, CD34) o les VAPs (Vascular adhesion
protein).

El CD44, anomenat també Pgp-1 (Phagocytic glycoprotein-1), ECMRIII
(Extracellular Matrix Receptor tipus Ill), Ly-24 o GP90-Hermes, és una
molécula de 80-90 (forma hematopoietica) o 130-140 (forma epitelial) kD,
segons diferents splicings del m-RNA i segons diverses modificacions post-
traduccionals per la seva conjugacié a condroitin sulfat o glicosilacié.
Homologa en la seva seqiiéncia proteica a la proteina d’unié, i a una part de
la proteina del cos, del cartilag [Goldstein et al, 1989], el CD44 actia com el
principal receptor de I’acid hialurdnic. La seva expressi6 és amplia: la majoria
d’eritrocits (és el cos proteic del sistema antigénic eritrocitic Lutheran [Idzerda
et al, 1988]), mondcits i macrdfags, granuldcits, timodcits medul-lars, limfocits
T i B madurs, fibroblastes, cél-lules de la glia, miscul esquelétic, ... La forma
de 130-160 kD s’expressa també en epitelis, expressié que augmenta
clarament en certs carcinomes afectant el potencial d’expansié d’aquests
tumors [Sy et al, 1991]. Per la seva funcié el CD44 és una classica molécula
d’adhesio, que permet la localitzacié de cél-lules circulants mercés al contacte
que estableix amb certes Adressines endotelials d’algunes HEVs [Shimizu et
al, 1992a], o amb la matriu extracel-lular {fibronectina, col-lagen, laminina)

[Jalkanen & Jalkanen, 1992}, perd que també participa com a molécula co-
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estimuladora en el reconeixement antigénic [Huet et al, 1989; Denning et al,
19901. Juntament amb el CD44, també s’hi troba a nivell leucocitari el lligand
de la P-Selectina, el PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1), una
glicoproteina homodimérica mucinica formada per dos subunitats de 120 kD
unides per ponts disulfur, aillada pel crivellament en una llibreria d’expressi6
[Moore et al, 1992; Sako et al, 1993]. Aquesta molécula constitueix I’esquelet
proteic on la glicosilacié per la a3/4-fucosil transferasa produeix el lloc d’unié
reconegut per la P-Selectina.

A nivell endotelial, juntament amb dues Adressines que funcionen com
a lligands de la L-Selectina, el CD34 [una molécula de membrana amb un
extrem mucinic associat a un domini globular, que s’expressa a nivell de
I'endoteli de les HEVs dels ganglis limfatics periférics [Baumhueter et al 1993]
(encara que també és caracteristica de les cél-lules hematopiétiques
immadures)]ila GlyCAM-1 (Glycosylation-dependent Cell Adhesion Molecule-
1) [una molécula també mucinica, perd secretada per les HEVs dels ganglis
limfatics periférics [Lasky et al, 1992]], destaquen altres dos glicoproteines,
anomenades genéricament VAPs (Vascular Adhesion Protein). La molécula
VAP-1 [Salmi & Jalkanen, 1992] de 90 kD es localitza principalment en les
HEVs dels ganglis limfatics periférics, amigdales, i en un subgrup de vénules
del teixit sinovial, pell, cervell, ronyons, fetge i cor. Fora d’aquests endotelis
també es detecta en cél-lules dendritiques dels centres germinals i en el
muscul llis. La seva expressid s’incrementa substancialment en els vasos de
les zones inflamatories de les dermatosis croniques i les malalties inflamatories
intestinals [Salmi et al, 1993]. Aquestes dades, juntament amb experiments

d'adhesié de limfocits, suggereixen que aquesta molécula, a través d’un
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lligand limfocitari desconegut, jugaria un paper important en els mecanismes
de recirculacié limfocitaria i en alguns processos de transmigracié limfocitica
que es produeixen durant la inflamaci6. Més recentment, hom ha descrit una
nova molécula de 70-kD present en un subgrup d’endotelis venulars i ;en un
subgrup de PBLs (preferentment B i T-CD8%) que s’ha anomenat L-VAP-2
[Airas et al, 1993], i que també media en part el contacte limfocit-cel-lula
endotelial.

També en aquest grup, com passava dins de la IgSF amb el CD28/CD80
(de fet hauriem de parlar de la interacci6 CD28-CTLA-4/familia CD80),
existeixen interaccions adhesives amb un paper activador cel-lular molt
important, en certs casos decissiu: la parella CD5/CD72, descrita com a
adhesiva en la cooperacié T-B [Van de Velde et al, 1991] té en el CD5 una
molécula clarament estimuladora de les cél-lules T; la interaccié CD40/CD40L
(també anomenat gp39, 5¢8 o TRAP) és fonamental per evitar I’entrada en
apoptosi de les cél-lules B, en un tipus d’interaccié similar a la CD28/CD80
pero a la inversa. Com que els contactes que vehiculen aquestes molécules
son decisius a nivell co-estimulador, es considera que constitueixen més aviat
uns canals per la comunicacié reciproca entre les cél-lules T i B que molécules
propiament d’adhesié [Clark & Ledbetter, 1994]. Malgrat aix0d, I’acumulacié
d’evidéncies que suporten la capacitat transductora de moltes de les
classiques molécules d’adhesi6 (LFA-1, CD2, CD44, ...), fa que aquesta
separacié conceptual entre molécules activadores i molécules d’adhesié
s’estigui plantejant cada cop més com una unitat bivalent, com a dues cares

de la mateixa moneda.
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1.3. INTERACCIONS LIMFOCITARIES MITJANCADES PER LES MOLECULES
D’ADHESIO.

Aquest ampli ventall de molécules d’adhesié descrites fins ara s’integra
en un també ampli i complex conjunt de respostes. Com ja s’ha dit, les
molécules d’adhesid possibiliten la relacié de la cél-lula amb |I’entorn a través
de la internalitzacié del missatge que vehiculen amb llur contacte amb la
Matriu Extracel-lular {M.E} o amb altres molécules d’adhesié d’altres cél-lules.
Aquests "ponts d'unidé” entre I’exterior i l'interior de la cél-lula, determinen la
funciod cellular a cada instant. En aquest apartat analitzarem de manera global
com totes aquestes molécules d’adhesid controlen la funcié dels limfocits, les
cel-lules centrals de la resposta immunitaria, determinant i modulant la
participacio limfocitaria en dues de les interaccions cel-lulars més importants
i complexes, el contacte limfocit-endoteli i la col‘laboraci6 limfocit-APC en el

reconeixement antigénic, determinant de la resposta immunitaria.

1.3.1. INTERACCIONS LIMFOCITS-ENDOTELI.

En el continu procés de recirculacié limfocitaria, els limfocits, que han
de passar des de la corrent sanguinia al teixits circundants, han d’atravessar
la paret formada per les cél-lules de |'endoteli vascular i la membrana basal.
En aquest procés de transmigracio les cél-lules circulants (leucdcits en general)
inicien aquest procés migratori mercés al contacte amb les cél-lules
endotelials. En els darrers anys, s'han anat acumulant dades moleculars i
cel-lulars de com aquest procés es du a terme en els leucocits, la qual cosa ha
permés estructurar un model ampliament acceptat i coherent que ho descriu

i que sembla aplicable amb petites modificacions als limfocits [Osborn, 1990;
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Dustin & Springer, 1991; Bevilacqua, 1993; Adams & Shaw, 1884;
Oppenheimer-Marks & Lipsky, 1994; Springer, 1994]. Aquest proces
d’interaccié limfocit-endoteli es produeix constantment durant la recirculacid
limfocitaria i esporadicament, com a resposta a un agressor, durant i'arr}baéa
dels limfocits a llocs lesionats (inflamacid). Ambdos mecanismes serien, de
manera esquematica, similars en les seves etapes, encara que molt diferent
al considerar la manera i els mecanismes que els produeixen, i a nivell de les
molécules que interactuen en cada situacid. Basicament, aquests processos
passarien per varies fases (Figura 5). En un primer moment, el leucdcit i
’'endoteli estableixen el seu primer contacte a través de les Selectines. Les
Selectines, ja fos la L-Selectina limfocitaria i/o la E- o P-Selectines endotelials,
interaccionen débilment, perd de manera eficient, i intermitent {donada liurs
rapides tasses d’associaci6 i de dissociacié) amb les glicoproteines que
reconeixen, provocant la fase d'enganxament o lligament (tethering)
limfocitaria, i tot seguit el rodolament {rofling) a favor del flux sanguini i del
gradient d’adhesivitat (haptotaxi), caracteristic d’aquesta arribada limfocitaria
[Lawrence & Springer, 1991]. El procés d’enganxament rapidament és
potencia a través de "activacio de les Integrines limfocitaries, basicament ¢, 8,
(LFA-1}, a,8, (VLA-4}i/o a,B;. Aquest mecanisme d’activacié, fonamental per
la funcidé Integrina, en el cas de la inflamacié sembla vehiculitzat a través de
substancies quimiotactiques, en general immobilitzades pels proteoglicans de
la superficie endotelial, que no només atreuen el limfocit a favor del gradient
de concentracié (concepte de quimiotaxis}, siné que també Vactiven
(triggering), especialment a través de la seva funcid Integrina. Si bé els
limfocits poden produir varies citocines atraients per a monocits o neutrofils
(IL-8, MCP-1, 1-308}, només unes poques del subgrup de les C-C quimiocines
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{MiP-1a,-18 i ["'anomenada RANTES}) sdén reconegudes per petites
subpoblacions de limfdcits [Schall et al, 1990; Tanaka et al, 1993]. De fet,
fant la quimiotaxi com l"activacid cel-lular que es produeix sén degudes als
receptors de les quimiocines que transmeten senvals intracel-lulars, via
proteines G [Chaffin & Perlmutter, 1991], activant aixi la funcié d’aquelles
integrines. L'activacié de les Integrines provoca aixi {'aturada limfocitaria i
I'augment definitiu de I’adhesi6 a I'endoteli, fase de reforcament (streng-
thening), quan I'endoteli presenta els lligands corresponents: ICAM-1 o I(CAM-
2 per a g 8, {LFA-1}, VCAM-1 per a a8, (VLA-4} i a8, | MAJCAM-1 per a
a,B,). Els quimiotéctiaﬁ i les Integrines seguiran després actuant per assolir la
darrera fase, la migracid transendotelial i localitzacié intratissular definitiva, a

on les Integrines reconeixedores de la M.E. juguen un paper fonamental.

Selectines

b 2 |

1a. Enganxament Luimiotactics |
1b. Rodolament Integrines
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2. Activacié ¢
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4. Transmigracio
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Figura B, Fases successives en Fadhesid de limfdcits a Pendotell
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Aquest esquema d’interacions dibuixa un seguit de contactes, en
perfecte ordre, que ha fet postular una interessant hipotesi de funcionament,
basada en la codificacié, a tres nivells, de les interaccions moleculars
mitjangant un sistema numéric {Selectines i lligands centenes, quimioatraients
i receptors decenes, i Integrines i lligands unitats), que condicionaria el
contacte entre limfdcit i endoteli només quan per I"expressio de les molécules
presenten concordancia entre els codis establerts [Springer, 1994]. Aixi hi
haurien feucocits, que per les seves molécules de membrana, induides o
constitutivament expressades, hom els hi atribuiria un codi (per exempie, 131}
que noms&s interaccionaria eficientment amb les céllules endotelials que
presentessin, constitutivament o fruit de l'activacid, el codi complementari
{per exemple, 131", perd no amb 122'), és a dir els Hligands d’aquelles
molécules leucocitaries.

Aquest procés d’enganxament i transmigracid endotelial és , de manera
esquematica, similar en els limfocits tant en la recirculacié com en els
mecanismes de localitzacid durant la inflamacid. De fet, durant la inflamacia,
especialment la cronica que és la que més involucra als limfocits
[Oppenheimer-Marks & Lipsky, 19941, es produiria un augment massiu i moilt
localitzat del procés de trafic, en una zona molt restringida, a on es troba
I'estimul antigénic extern o autoimmunitari, que de manera continua ja es
produeix habitualment., Aquesta localitzacié massiva de limfdeits afecta
principalment als limfocits memaria [MacKay, 1992] que troben expressats,
merces 'efecte en l’eédeteii dels teixits inflamats de diverses citocines {IFN-y,
TNF-g} les Selectines endotelials i/o els lligands de les Integrines [Chisholm et
al, 1993; Scheynius et al, 1993]. A nivell ganglionar, I'augment de Ia
recirculacid durant la inflamacié altera el patré normal de migracié i fa que els

limfdcits memdria no utilitzin exclusivament la via de les HEVs {veure més
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endavant) [MacKay et al, 1992]. Arran de les dades que s’obtenen, el paper
de les citocines en aquest procés sembla també clau, mediant I"activacio
limfocitaria necessaria per al reforcament de l'adhesié per la via de les
Integrines. Aixirecentment, la MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1),
que es considerava que actuava només en els monadcits, s"ha identificat com
un potent quimiotactic per a un subgrup de limfocits memoria activats
[Springer, 19241, juntament amb les quemocines RANTES i MIP-1q.

En la recirculacié normal dels limfocits, I"'esquema general establert
presenta certes peculiaritats. Aix{ en la recirculacié es produeix el contacte
limfocit-endoteli a través dels receptors de localitzacié (homing receptors) iles
Adressines endotelials, d’'una manera continua, perdé molt especifica. En la
recirculacié pel sistema limfoide aquest contacte s'ha especislitzat en
I"'endoteli de les HEVs (High Endothelial Venules). Aquestes cél-lules
endotelials altes presenten diferents Adressines en diferents teixits limfoides
{ganglis limfatics periférics, plaques de Peyer, amigdales, ... ), definint
d'aquesta manera la poblaci6 que recircula. A més a més, els limfocits verges,
que no han tingut contacte previ amb l’antigen, utilitzen vies de recirculacié
diferents a les que empren un cop han contactat amb [‘antigen i s’han
transformat en els limfocits memoria [MacKay, 19921, De fet, els limfdcits
verges entren preferentment en els ganglis limfatics a través de les HEVs,
mentre que els limfocits memdoria ho fan a través de l'endoteli tisular.
L’expressio de noves molécules en membrana, o el seu augment d’expressia,
modulats en Gltim terme pel tipus de resposta antigénica que s’ha
desen\fﬁmpat; és la que determina aquest canvi en el patrd de recirculacio,
que, a més a més, es caracteritza per produir-se preferentment a través del

teixit a on s"ha produit el primer contacte amb l"antigen {Picker and Butcher,
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1992; MacKay, 1992]. Aqui, la hipdtesi ja comentada del sistema de codis
[Springer, 1994], es presenta molt Gtil per explicar perqué una determinada
subpoblacié limfocitaria recircula per una determinada area, contactant només

limfocit i endoteli amb codis compatibles.

1.3.2. INTERACCIONS LIMFOCITARIES AMB LA MATRIU EXTRACEL-LULAR.

Entre les interaccions de les cél-lules amb el seu entorn, a més a més
dels contactes intercel-lulars, destaquen els contactes de les cél-lules amb la
xarxa glicoproteica de I"'anomenada Matriu Extracel-lular (M.E.}. A la majoria
dels teixits solids, les cél-lules defineixen l'estructura tissular mercés a
aquestes interaccions amb la M.E. Fins i tot, en alguns d’ells (teixit 0ssi,
teixits fibrosos, ... ) "estructura tisular vé definida per I"estructura de la M.E.
Ev les cél-lules es limiten a completar-la i/o mantenir-la. En la majoria dels
teixits, la M.E. defineix el fenotip de les propies cél-lules; aixi, les interaccions
entre aquestes cel-lules i els diversos components de la M.E. determinen els
processos de desenvolupamenti diferenciacid cel-lular en el teixit. De nou aqui
les molécules d'adhesié de les membranes cel-lulars condicionen, amb llur
reconeixement de la M.E., un conjunt de senyals intracel-lulars que acaben per
definir la propia funcid tisular. En el cas de les cél-lules del sistema immunitari,
la seva caracteristica recirculacidé no comporta la inexisténcia de les
interaccions cel-lulars amb la M.E., ans el contrari aquestes interaccions sén
fonamentals en la ma]oria dels processos en que intervenen. De fet, la
resposta immunitaria propiament no es desenvolupa en el flux circulatori, sino
a nivell dels diferents teixits, i és aqui precisament a on el reconeixement de
la ML.E. es fa important. Aixi, cada cop es determinen més situacions a on les
interaccions limfocit-M.E. s6n molt importants. L'exemple més clar el

constitueix el fenomen inflamatori, a on la M.E. contribueix a iocalitzar I1a zona
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de resposta, coestimulant a través dels receptors cel-lulars (basicament les
integrines leucocitaries B, i 8,) la funcid limfocitica; i quelcom de similar es pot
dir també per a la resta de leucdcits. La gran quantitat de molécules {(col-lagen,
thrombospondina, laminina, agrina, fibronectina, ...} que constitueixen les M.E.
dels diversos teixits fa que una descripcié de les mateixes superi els limits
d’aquesta introduccié [Engel, 1991]. Malgrat tot cal destacar la laminina i la
fibronectina per ser lligands coneguts de les integrines B;, concretament VLA-
4 i VLA-5 (veure taula 3), i com a tals haver-se emprat en un dels capitols

d’'aquest treball per analitzar I"activacié que el CD50 indueix sobre la funcié

integrina limfocitaria.

1.3.3. INTERACCIONS AL RECONEIXEMENT ANTIGENIC.

El mecanisme central del reconeixement antigénic, contacte entre
I’antigen i el receptor especific, es modula i fins i tot es controla de manera
important per efecte de les anomenades molécules accessories. Entre elles, les
molécules d’adhesio sdén una peca clau en aquest proces, i especialment en
el reconeixement antigénic de les ceélllules T. Aixi, els limfocits T
col-laboradors, les cél-lules centrals de la resposta immunitaria, reconeixen
I'antigen només quan aquest és presentat de manera especifica per una APC
(cél-lula presentadora d‘antigen), dins del context de les glicoproteines
codificades pels gens del Complex Major d'Histocompatibilitat (MHC),
anomenades sistema HLA en els humans. El cardcter restringit d’aquest
reconeixement, dins del context HLA, fa que només es pugui portar a terme
a través d'un contacte cel-lula a cél-lula, mentre que les seves caracteristiques
fisiques (baixa afinitat del receptor antigénic de la cél-lula T, TcR) fan que

calgui I'estabilitzacié d’aquest reconeixement a través de la major avidesa de
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les molécules d’adhesidé {major nombre de molécules a la membrana amb
afinitat superior). Aquest és el paper classicament atribuit en el reconeixement
antigénic a les molécules d’adhesid, I'estabilitzacié necessaria per l'eficient
interaccié entre el TcR i el complex antigen/HLA. Aquesta estabilitzacié del
reconeixement, possibilita I’estimulacié cel-lular a través del TcR, perd alhora
aquesta estimulacid necessita també, per assolir una resposta immunitaria
eficient, anar acompanyada per una co-estimulacié cel-lular. La co-estimulacié
s’assoleix mercés a la capacitat transductora de senyals d’aquestes i altres
molécuies de membrana. Moltes son les molécules que intervenen en aquest
doble procés d’estabilitzacio/senyalitzacid: algunes considerades inicialment
com senyalitzadores també aporten certa capacitat adhesiva a la interaccio;
les d’altres considerades inicialment neinés estabilitzadores, aporten també
éenyats de co-estimulacidé intercel-lular. Estem doncs en front d’una situacié
ambivalent, a on sovint les capacitats adhesiva i de senyalitzacié esdeven
dues cares de la mateixa moneda. Aixi, les molécules d'adhesid sovint tenen
una capacitat co-estimuladora important, tal com ja s’ha assenyalat en

aquesta introduccid. Enla Figura 6, s’esquematitzen les interaccions adhesives

Figura 6. Esquema de les interaccions entre cél-lules T 1 APC.
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més importants entre una cél-lula T i una APC: a part de la del TcR i el MIHC,
les especificament co-estimuladores CD40/CD40L i CD28/CD80, i les
principalment adhesives CD2/CD58 i LFA-1 amb els seus lligands ICAMs {(en
la figura es representa l"estructura de 'ICAM-1, perd I'ICAM-2 i sobretot
ICAM-3 també intervenen de manera important). De fet, I’esquema de la figura
6 correspondria especialment a ia cooperacié T-B, un tipus de presentacié
antigénica amb el limfocit B com a APC, a on el dialeg entre cél-lules és molt
complex [Clark & Ledbetter, 1994], i a on s’han descrit moltes més
interaccions {CD45R0O/CD22, CDB/CD72, ...} de les aqui presentades.

Les interaccions interleucocitaries de les molécules d'adhesié s’han
estudiat en diferents models cel-lulars: el reconeixement al-logénic en el Cultiu
Limfocitari Mixt {MLC, Mixed Lymphocyte Culture), resposta citotdxica en
front I'antigen, i fins i tot, en l"agregacié homotipica a conseqliéncia de
determinats estimuls {Lectines, agents promotors tumorals {:ém la PMA,
AcMos contra certes molécules, .... }. Tots ells sén models experimentals que
s’han demostrat (tils per a poder definir els processos interleucocitaris en que
les molécules d'adhesié intervenen, permetent també definir-hi les vies
d’adhesié i/o activacié que utilitzen aquestes molécules. Per altre part,
I"accessibilitat dels limfdcits i de linies limfoblastiques de creixement continuat
ha permés una analisi a nivell bioguimic d’aquestes molécules | dels
mecanismes intracel-lulars que vehiculen.

Es en aquest context, d'interaccions en els processos de
reconeixement, d’on va partir 'estudi det CD50 i en el qual s’ha desenvolupat

el treball de la present tesi.
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1.4. ACTIVACIO LIMFOCITARIA 1| MECANISMIES DE TRANSDUCCIO DE

SENYALS.

La resposta immunitaria basa la seva actuacio en la resposta especifica
dels limfocits en front dels agents extranys, els antigens. Aquesta aaﬁeag%é
passa per un seguit de processos que, de manera general, coridugixen a
I'activacid i a un increment dirigit de Ia funcié limfocitaria, i posterior accid
controlada d’altres cél-lules auxiliars {macrdfags, ...} Janeway & Bottomly,
1994]. Concretament lactivacié dels limfocits T col-laboradors pel
reconeixement especific per a "antigen presentat per les APCs en el context
de les molécules HLA de classe i, és, com ja hem dit, el mecanisme central
que regula la majoria dels processos de la resposta immunitaria, Des del
receptor de Pantigen, fins als receptors de citocines, moltes sén les molécules
que, collaborant entre elles, condueixen a un estat d'activacié del limfocit,
que el porta a proliferar i a respondre en front de "antigen. En el cas dels
Iimfoeits T aquesta resposta d'activacié es concreta en la produccié de
diverses limfocines (lL»é, IL-4, IFNy, ...), que determinen en gran mida el tipus
de resposta que es produsix, i en "aparicid o increment de "expressié de
diverses molécules de membrana que condicionen la resposta global posterior
dels mateixos limfdcits. Durant aquesta activacié limfocitaria, tant ia produccié
de citocines com V"aparicié de moldcules de membrana [de vegades és un
augment del nombre de glicoproteines ja expressades per cél-lula) sén
processos iﬂterre&misiaats que es succeeixen i que poden ser consaqiigncia
fun de Valtre. Les molécules de membrana que apareixen de nou durant
I’activacio reben el nom de mol@cules d"activacié. Aixi, I'estudi de la produccié
de citocines i ia determinacié de "aparicié de marcadors d’activacisd {CD25,
CD8Y, ...} son dos eines molt Utils per tal de congixer Ia resposta limfocitaria.
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En el procés d’activaci6 limfocitaria, juntament amb el reconeixement
antigénic, intervenen moltes molécules de membrana, tant els receptors de les
citocines com les ja esmentades molécules d’adhesid. Al llarg de la-descripcié
dels diversos grups funcionals de molécules d’adhesié hem comentat que
sovint moltes d’aquestes molécules que estabilitzen les interaccions cél-lula-
cél-lula també sén capaces de transduir senyals co-estimuladors cap a l'interior
de fa ceéllula. Aquesta capacitat co-eétimuiadora, en alguns casos
(CD28/CD80, CD40/CD40L) és tant important, que la capacitat adhesiva pot
passar a segon terme, anomenant-les de manera general molécules
accessories. Aquesta distincio no evita que les classiques molécules d’adhesié

| (LFA-1, CD2), siguin de fet també potents molécules co-estimuladores
[Wacholtz et al, 1989; Pardi et al, 1989; Holter et al, 1986] amb un paper
clau en I"activacié limfocitaria.

Els mecanismes de transduccié de senvyals, tant del receptor especific
per I"antigen, com dels receptors de citocines o de les molécules accesodries
i d’adhesid, constitueixen una complexa xarxa de processos bioquimics
interrelacionats [Weiss & Littman, 1994]. Normalment s’inicien a través de
molécules citoplasmatiques que sén les que presenten la capacitat catalitica
per a desenvolupar els diversos processos que desemboquen en la regulacié
de ['expressié génica cellular {en alguns casos la mateixa molécula de
membrana té capacitat catalitica, com la funcié fosfatasa del CD45). Aquestes
molécules citoplasmiques, sovint en forma de complexos multimoleculars,
interaccionen‘asseciant«se i dissociant-se de les molécules de membrana
transductores, reconeixent d’alguna manera la seva uni6 al lligand. Es evident

que el control bioquimic d’aquestes associacions (basicament fosforilacions
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d’una o altra molécula) és un mecanisme cabdal en la regulacié dels processos
de tranéduccic') de senyals.

Moltes soén les vies bioquimiques de transduccié de senyals descrits
{produccié de nucledtids ciclics, especialment AMP-ciclic i GMP-ciclic, canvis
idonics i de pH, augments en les concentracions de certs cations, especialment
Ca*t i Mg?*, .... ), perd s6n els mecanismes de fosforilacié i defosforilaci6 els
que semblen ocupar un lloc central, iniciant, regulant i sovint finalitzant les
altres vies [Perimutter et al 1993]. Les fosforilacions proteiques s6n processos
que poden canviar la conformacié de la proteina o bé la seva associacié amb
d’altres proteines. La fosforilacié proteica és un procés molt controlat
cel-lularment, i aixi, mentre que la incorporacié d’un grup fosfat a I'esquelet

proteic (fosforilacié) es realitza a través d’uns enzims anomenats

proteinkinases {(enzims amb activitat fosforilant), les defosforilacions les
realitzen altres enzims anomenats proteinfosfatases (enzims amb activitat
defosforilativa). Basicament es descriuen dos grans grups de fosforilacions
proteiques: les fosforilacions en serines o treonines, i les fosforilacions en
tirosines. Aquests mecanismes utilitzen vies bioquimiques ben diferentes
doncs existeixen protein-serin/treonin-kinases (PSTKs o PSKsj) i protein-tirosin-
kinases (PTKs), juntament amb protein-serin/treonin-fosfatases (PSTPs o PSPs)
i protein-tirosin-fosfatases (PTPs) que tenen sovint effectes contraposats; de
manera general podriem dir que, mentres les fosforilacions en serines/treonines
solen disminuir I’efecte o variar I’expressié de les proteines que fosforilen, les
fosforilacions en tirosines solen activar 0 augmentar l'efecte de les proteines
que fosforilen [Alberola-lla & Lozano, 1990].

Existeix cada cop un major nombre de kinases i fosfatasses, perd cal
esmentar aqui algunes de les que es consideren més importants en l"activacié

cel-lular dels limfocits [Perimutter et al, 1993; Weiss & Littman, 1994]: entre

58



Introduccid

les PSKs destaca la Proteinkinasa C (PKC), dependent de la preséncia de Ca**,
que amb diferents isoformes vehicula una via cabdal de I’activacié limfocitaria
a través de les fosforilacions en serines i treonines de diverses-molécules
{entre elles el propi CD50, objecte de la tesi), diferents PSKs dependents de
AMP-ciclic (PKAs) i les MAP-kinases (Mitogen-activated protein-kinasa); entre
les PTKs cal assenyalar aquelles de la familia src {entre les que destaquen la
p56' i la p59"" especialment, i les p53/56"’“,vp5 5% | p62Y°¢, també conegudes
com a lck, fyn, Iyn, blk i yes), i les més recentment descrites ZAP-70 i PI3-
kinasa; per Gitim entre les fosfatases cal destacar l"activitat PTP del CD45b,
una molecula de membrana amb un paper clau com a molécula co-
estimuladora.

Com exemple molt esquematic del funcionament d’aquestesvies, es pot
comentar una via classica de transduccid de senyals, |’activacié via TcR [June,
1991, Kolanus et al, 1993]. En ella (Figura 7), el reconeixement antigénic pel
TcR activa varies PTKs associades (fyn, ZAP-70, k...) que fosforilant una
proteinlipasa, basicament la proteinlipasa-C, produeixen I'alliberament de
diacilglicerol (DAG]) i inositol-fosfats (IPs}. Certes fosforilacions més i els IPs
produits, essencialment I'lP, i I'IP, sén capaces d’induir I'increment de la
concentracié de Ca?* intracellular i aquest provocar I'activacié de la
Calmodulina {CaM) que a la seva vegada activa noves kinases i noves vies de
fosforilacions. Per la seva part, el DAG produit activa translocant ia PKC, que
indueix una nova via de fosforilacions importantissimes. En aquest esquema,
les molécules co-estimuladores, algunes com el CD45 amb activitat PTP

intrinseca, contribuirien al procés modulant aquestes o noves vies de

senvyalitzacié. Sigui com sigui, les fosforilacions proteiques acaben controlant
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els altres mecanismes de transduccié de senyals intracel-lulars, activant o
inactivant en darrer terme els factors reguladors de la transcripcié genética i
per tant disminuint o0 augmentant la sintesi de proteines, que al capi a la fi és

el que defineix I'activacié cel-lular (Fig 6).
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Figura 7. Esquema de les vies de transduccié de senyals implicades en el reconeixement antigénic dels

limfocits T i I'accié de diverses molécules accessories.

En aquest context de vies de senyalitzacid intracel-lular, és d’on cal
partir per compendre el paper de la molécula CD50, I'objecte de la present
tesi, com a molécula co-estimuladora de I’activacio limfocitaria. Aixi, només
a través de la influéncia del CD50 sobre la xarxa de vies de senyalitzacié
intracel-lular es podra dibuixar el perfil correcte del que és el primer ICAM

transductor de senyals, el CD5O0.
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1.5. DADES PREVIES SOBRE EL CD50.

Definit a conseqliéncia de |'estudi internacional d’ AcMos realitzat en el
IV International Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens
(1989) per la peculiar reactivitat de dos AcMos, produits al nostre laboratori
pel Dr. R. Vilella, els anomenats 101-1D2 i 140-11, el grup de diferenciacié
50, conegut aleshores com CDwB0O [Hadam, 1989}, describia el que
semblava, i ha resultat ser, una nova molécula panleucocitaria humana. La
caracteristica reactivitat d’aquells dos AcMos d’origen muri en front a
subpoblacions i linies cel-lulars leucocitaries humanes (similar al LFA-1, perd
perfectament distingible per la seva peculiar reactivitat, especialment en front
de la linia B-limfoblastoide U-266), definia una molécula de 110-130 kD,
altament glicosilada. Un seglient estudi exhaustiu publicat posteriorment
[Vilella et al, 1990] confirmava aquestes dades, afegint-hi una complerta taula
de reactivitat cel-lular {(Taula b} en la que destaca la positivitat en front de
RPMI-8226, diferent a la de LFA-1, i definint clarament aquesta molécula com
a una glicoproteina humana de superficie, panleucocitaria i monomerica de
130 kD, amb ponts disulfur intracatenaris i altament N-glicosilada. Perd la
dada més interesant que aquest estudi presentava era la capacitat que tenien
aquells dos AcMos que reconeixen i defineixen el CD50, per a bloquejar la
proliferacié cel-lular del Cultiu Mixt Limfocitari (MLC), resposta in vitro de
PBMCs d'un indiVidu enfrontades amb PBMCs irradiades d'un altre. Aixi, es
caracteritzava la participacio decisiva del CD50 en l'al:loreconeixement, doncs
si es btaque}éva mitjancant la incubacié amb els anti-CD50 la seva funcid, es
produia una clara inhibicié de {a proliferacié cel-lular. La participacié del CD50

en l"al-loreconeixement, era en aquest treball pregonament analitzada, doncs
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Taula 1 Reactivitat cel-lular del CDwWBO0 {extret i adaptat de {Vilella et al, 1990], amb
el permis del Dr. Vilella).

Tipus cellular Percentatge de positivitat
101-1D2 140-11
Sang Periférica
Cél-lules Mononuclears 82 81
" " 4 PHA(3 dies) 87 85
Limfoeits T{E+} 95 a5
Limfocits No-T (B} : 47 42
Limfocits B* 95 95
Mondcits 76 69
Granulocits 929 97
Plaquetes <h <5
Eritrocits <5 <5
Thimocits 59 62
Linies T®
CEM O + + +
MOLT-4 + 4 + +
JURKAT + * +
HSB2 + ¥+ + 4+ +
HPB-ALL 0 0
Linies B®
DAUDL ¢ Y]
RAJ + +
RPMIB228 + b + 4+ +
NALM-6 0 0
KM3 + +
RAMOS 4 + 4
I inies no-limfoides®
HL-60 + +
U-937 + b +
K-562 0 0
HELA O 0

al Doble fluorescéncia,

b} ++ + =>90%, ++ =50-90%, +=20-50%, 0=<20%.

a part d’inhibir la resposta proliferativa del MLC quan qualsevol dels dos
AcMos anti-CD50 disponibles aleshores eren incubats durant tot el cultiu,
també es produia quan es preincubaven només amb la cél-lules responedores

{no-irradiades}, i/o amb les cél-lules estimuladores lirradiades}. Aquesta dada
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feia sospitar que la seva accié era més inhibidora del contacte intercel-lular
que media I"al-loreconeixement (adhesidé) que mediada per un senyal inhibidor
{que només hauria d'ésser efectiu sobre les cé-lules no-irradiades). A més a
més s'analitzava que 'efecte inhibidor era dependent de dosi, i que sobretot
era eficac quan I’anti-CD50 s’incubava al principi del MLC. Aquesta dada, per
si sola ja feia intuir la funcié del CDw5B0 en el reconeixement, suggerint per
tant que ens trobavem davant d’una nova molécula d'adhesié. Un tercer
treball [Lozano et al, 1992a] determinava la capacitat del CD50 per esdevenir
fosforilat, ja esmentada en el treball previ [Vilella et al, 1990]. Aquest estudi
de 1992, definia aquesta fosforilacié més profundament, determinant que es
produeix en residus serinics després de "activacid de la Proteinkinassa-C (PKC, ,
Protein Kinase C) tant per l'accié estimulant in vitro dels ésters de forbol
(PMA, i d’altres) com per l"activacié cel-lular que s’indueix a través de
Festimulacié també in vifro dels AcMos anti-CD3, una activacié més similar
a la que es produeix fisioldogicament en el reconeixement antigénic via el
complex TcR/CD3. Aquesta capacitat del CD50 per a esdevenir fosforilat,
malgrat no afectar aparentment la seva expressié en membrana, indicava una
possible via de regulacié d’aquesta mo!écuia, les conseqliencies funcionals de
la qual encara no s’han analitzat. El quart treball aparescut sobre el CD50
[Lozano et al, 1392b] definia una linia cel-lular CD50 deﬁcieég I"anomenada
PPL.1, derivada de la linia limfobiastoide T Jurkat, que pot esdevenir una eina
molt Gtil en I'analisi de la funcionalitat de! CD50. Es important assenyalar que
el treball deixava clar que la deficiéncia de CDBO de la PPL.1 no era reversible
sota estimuls comuns (mitdgens, estimulacions, ... ), ni semblava influir en el

fenotip global de les cél-lules, valorat per citofluorimetria d’altres marcadors

63



CD50 1 la resposta immunitdria

cel+lulars. Cal esmentar també aqui que durant la realitzacié d’aquest treball
es va produir (Dr. Vilella} un tercer AcMo que reconeixia la mateixa molécula
anti-CD50, I'anomenat 152-2D11, i que ha estat emprat profusament al llarg
de l'estudi desenvolupat en aquesta tesi. Tal i com es veura en diversos
aspectes de la tesi, aquest AcMo ha resultat especialment Gtil en tots aquells
estudis on es valorava la capacitat transductora de senyals. A més a més,
I'estudi epitopic de la reactivitat dels tres anti-CD50 [Vilella et al, 1993], va
determinar que els tres AcMos reconeixen epitops diferents del CD50, la qual
cosa encara els converteix en eines més tils en "analisi de la funcié del
CD50.

Aquest era el conjunt de dades, referents al CD50, de les que es
disposava a l'inici del treball presentat en aquesta tesi i que definien aquesta
molécula com una glicoproteina monomerica d’expressié panleucocitaria en
humans, que possiblement actuava com una molécula d’adhesid i la funcié de
la qual podria regular-se mitjancant fosforilacié. La present tesi aporta les
dades que permeten la definici6 estructural i funcional del CD50, que portaren ’
a la determinaci6 de la identitat del CD50 amb el tercer lligand del LFA-1
{anomenat també ICAM-3) i que han fet d’aquesta molécula una de les
molécules d’adhesi6 més importants en els contactes dels limfocits,
especialment en els que s’estableixen en les primeres fases del reconeixement
antigénic. Cal esmentar que les primeres dades que describien 'iCAM-3
cel-lularment i bioquimicament {molt similar a la descripcié de Vilella et al,
1980} apareixeren durant la realitzacié d’aquest treball [de Fougerolles &
Springer, 1992] i no influiren més enlla de suggerir i permetre la realitzacié de
la segona part dels resultats d’aquesta tesi (4.2- CD50 i ICAM-3: Dos noms

per una mateixa molécula.).
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Hipdtesi de treball

Il. HIPOTESI DE TREBALL.

El conjunt de dades disponibles a l"inici d"aquest treball, feia pensar en
el CD50 com a una glicoproteina de membrana d’expressié practicament
restringida al llinatge leucocitari i que possiblement actuava com una molécula
d'adhesié humana, a l'intervenir en |"al-loreconegixement. Aixi, com a hipotesi
de treball, varem partir de la consideraci6 del CD50 com a molécula d'adhesié,
consiéeracié que porta a valorar la possibilitat de que presenti tot un conjunt
de possibles funcions adhesives i transductores de senyals. La seva expressio
panleucocitaria feia preveure que si s'arribava a la confirmacié de ia inclusié
del CD50 dins de la categoria de les molécules d’adhesi6 seria possible definir
un ampli ventall de capacitats i funcions, en relacio a les distintes interaccions
que a nivell de les diverses poblacions leucocitaries podria vehiculitzar. Aixi
doncs, per tal de confirmar la idea del CD50 com a molécula d’adhesid,
comencarem els treballs de clonacié génica amb la finalitat d’arribar a definir
la seva funcié a través de la seva estructura. Donat que el nombre de
molécules de membrana leucocitaria que han sigut definides a nivell de
seqliéncia aminoacidica predita a partir de llurs cDNA clonats és cada vegada
major {i en el moment de ["inici del treball ja era forca important}, i que la
comparacido de seqiiéncies proteiques en les bases de dades esdevé cada
vegada més efectiva pel que fa a la troballa d’"homologies que suggereixen
funcions, decidirem intentar la clonacié del cDNA del CD50 (aleshores encara
anomenat CDw50), per tal d’intentar implicar-lo en un familia o grup funcional

de molécules conegudes. D’aquesta manera, la seqliéncia parcial proteica
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obtinguda a partir dels péptids generats per rotura selectiva amb CNBr (Bromur
de Ciandgen) de la proteina purificada per cromatografia d'afinitat, va suggerir
que el gen del CD50 codificaria realment una molécula d'adhesid de la IgSF
dins de la familia dels ICAMs. La clonacié posterior del CD50 i una analisi
comparatiu, gairebé en paral-lel, dels AcMos anti-CD50 i els anti-ICAM-3 (una
molécula que havia estat en aquells moments recentment caracteritzada a
través d’un AcMo [de Fougerolies & Springer, 1992]) demostraren la identitat
del CD50 com el tercer lligand del LFA-1, el tercer ICAM (ICAM-3). D'aquesta
manera, la inclusié definitiva del CD50 dins del grup de les molécules
d'adhesid va portar a la segona part d’aquest treball que es plantejava com a
hipotesi central I'existéncia de bifuncionalitat per al CD50, en consonancia
amb les dues funcions que sovint tenen les molécules d’adhesio, una funcié
adhesiva, vehiculant lainteraccié entre leucdcits i amb les cél-iules endotelials,
i una funcid co-estimuladora a través de diversos mecanismes transductors de
senyals.

Per ditim, i donat que darrerament s’han descrit I'existéncia de
polimorfismes en els gens que codifiquen diverses molécules de membrana,
relacionat-ho sovint amb una major o menor relacié amb la susceptibilitat a
determinades malalties, ens plantejarem analitzar I'existéncia de polimorfismes
en el gen del CD50 huma, com a eina per un possible estudi posterior de la

seva repercussid clinica.
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Objectius

ili. OBJECTIUS.

L'objectiu general, de definir "estructura i funcié del CD50, es va

concretar amb els seglients quatre objectius especifics:

1.- Analisi de la seqiiencia genatica i proteica del CD50.

1.a.- Definici6é de la seqiiéncia aminoacidica de la glicoproteina, a través de la
seqtlienciacié nucleotidica del cDNA del CD50.

1.b.- Determinacié d’homologies en aquestes seqliéncies per a permetre

suggerir una possible implicacié funcional del CD50.

2.- Analisi de la participacié del CD50 en les funcions adhesives cel-lulars.

2.a.- Estudi de la participacié cel-lular del CD50 en els mecanismes de
contacte limfocit-endoteli.
2.b.- Analisi del paper de l'estimulacié del CD50 en els mecanismes de

contacte interlimfocitari.
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3.- Estudi de possibles vies de transduccié de senvyals intracel-lulars que

medien la co-estimulacié cel-lular a través del CD50.

3.a.- Analisi en una linia celljular T limfoblastoide, la linia Jurkat, dels
mecanismes de transduccio de senvyals.
3.b.- Determinacié de la relacis de Ia co-estimulacid cel-lular del CD50 amb Ia

induccid d'efectes cel-lulars que evidenciin activacié.

4.- Analisi del gen del CD50 huma, per tal de determinar 'existéncia de

possibles polimorfismes.
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4.1.- CLONACIO | CARACTERITZACIO
DEL ¢DNA DEL CDw50.

4.1.1.- RESUM.

La confirmacié de que el CDwbS0, reconeixia una nova molécula
d'adhesid, de la qual coneixiem que s’expressava panleucocitariament com
una glicoproteina de 110-130 kD amb wuna participacié cabdal en
I'al-loreconeixement, s planteja a través de 'analisi de la seqiiéncia proteica
obtinguda en el procés de clonacié del cDNA i posterior comparacié amb un
banc de segliencies proteiques i nucleotidiques. La caracteritzacié de les
condicions per a la purificacid per cromatografia d”afinitat i preparacio proteica
per la conseglient microseqienciacio directa dels péptids produits mitjancant
I'escissio especifica amb CNBr (Bromur de Ciandgen), portaren a l'obtencié de
seqliéncies aminoacidiques parcials de 3 péptids que revelaren"homologia del
CDw50 amb un grup de molécules d'adhesié, els ICAMs, especialment amb
FICAM-1, una molécula amb 5 dominis immunoglobulinics. Utilitzant
oligonucledtids d'eleccié (guessmers), sintetitzats a partir de les seqiliéncies
obtingudes i basant-se en les taules de maxim Us dels codons, va ser possible
obtenir, per PCR, uns fragments majors (271 i 425 bp} que confirmaren
”' I"homologia amb "ICAM-1 i que varen poder ser utilitzats com a sondes per
a aillar el cDNA del CD50 en un posterior crivellament d’una genoteca de
cDNA en Agt10. Seqglienciada la clona més llarga de les obtingudes, les seves

1717 bases evidenciaren que es tractava del, llavors recentment clonat,

ICAM-3, una molécula de la IgSF.
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4.1.2.- INTRODUCCIO.

La determinaci6 per analisi bioquimic i distribucidé d’expressié cel-lular
de que dos AcMos produits al nostre laboratori i classificats en el grup de
diferenciacié 50, o CDw5O0 [1], reconeixien una nova molécula, una proteina
de membrana altament glicosilada amb un paper clarament important en la
resposta de I'al-loreconeixement {2], ens va portar a intentar caracteritzar-la
més profundament a través de I'analisi que la comparacié de la seqliéncia d’un
cDNA, amb una base o banc de seqliéncies, permet fer. De fet, el cada
vegada major nombre de seqiéncies proteiques i aminoacidiques que
s'acumulen (i en el moment de dur a terme aquesta estratégia ja era forca
important), fa d’aquesta linia de treball, una de les més valides per tal d"acotar
el camp d’estudi funcional de ia molécula d’interés.

Entre les varies estratégies possibles per assolir Ia clonacié del cDNA
(llibreria de substracci6, crivellament d’una llibreria d'expressié de procariotes,
crivellament d’una llibreria per I'expressié transitoria en cél-lules eucariotes,
... } del CDbO, llavors encara anbmenat CDwb0, varem optar per la via més
cléssica i que més resultats positius ha donat, la microseqlienciacid parcial de
la proteina purificada [3]. Aixi, comencarem per determinar les condicions de
purificacié, optant per la cromatrografia d’afinitat, donat que teniem els
AcMos que definien el CDw50, I'obtencié de fragments peptidics per escissid
especifica amb CNBr (Bromur de Ciandgen) de la molécula aillada en
nitrocel-lulosa per SDS-PAGE, i, per Gitim, resolucié dels péptids obtinguts de
nou per SDS-PAGE i transferéncia a PVDF. La microseqfienciacid posterior de
tres dels fragments peptidics ens permeteren dissenyar diferents
oligonucleodtids anomenats d’eleccié (guessmers), sintetitzats a partir de les

sequéncies peptidiques obtingudes i definint les indeterminacions del codi
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geneétic, basant-se en les taules de maxim us dels codons [4]. Posteriorment,
mercés a la técnica de la PCR (reaccié en cadena de la polimerasa o
Polymerase Chain Reaction), varem obtenir seqi&ncies nucleotidiques majors
i no degenerades, que van poder ésser emprades de manera eficient com a
sondes especifiques en el crivellament d’una llibreria de fags. Aquest va ser
'esquema utilitzat amb éxit, per la clonacié del cDNA del CDw50, I"analisi del
qual va permetre assegurar que ens trobavem davant d’una nova molécula

d’adhesid, que corresponia amb el, llavors acabat de clonar, ICAM-3.

4.1.3.- MATERIAL | METODES.
4.1.3.1. Anticossos Monocionals.

En el procés de purificacié proteica per cromatografia d’afinitat es va
emprar I"AcMo, 101-1D2 (anti-CDw50, igG1) [1, 2]. L’estudi i caracteritzaci6
de les condicions de purificaci6 es va realitzar també amb el 101-1D2, malgrat
que també es va comencar l'estudi amb I’'altre AcMo anti-CDw50, 140-11

(lgG2b) [1,2], i un tercer anti-CDwbO produit en aquelles dates pel Dr. Vilella,
I'anomenat 152-2D11 (1gG1).

4.1.3.2. Marcatge de les proteines cel-lulars.

S’han emprat dos tipus de marcatge de les proteines de membrana
cel-lulars, un marcatge en superficie amb 1'?° i un marcatge metabolic amb S3:
Després del marcatge les cél-lules es lisaren, en tots els casos, a 4°C amb
tampd de lisi amb NP-40 al 0,5% (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl,
TmM EDTA, TmM EGTA, 1% NP-40, 1T mM NaF, 3 mM NaN,;, 1 mM PMSF,

20 pg/ml a-1-antitripsina, 1 pg/ml chimostatina, 1 ug/ml leupeptina i 1 ug/mi
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pepstatina).

Per a realitzar el marcatge de les cél-lules en superficie, cél-lules
mononucleades de sang periférica (PBMCs) purificades per gradent de Ficoll-
Hypaque, o cél-lules Jurkat, una linia limfoblastica T, varen ser marcades amb
1'?5 ysant el métode del lodogen (Pierce, Rockford, IL):

O- Preparacié del tub de marcatge amb lodogen:

a) Afegiu 50 ug de lodogen a un tub de vidre de 3 ml, per a marcar
50x10° de cél-lules, és a dir, 50 ul de una solucié stock d’lodogen (1 g/l
dissolt en cloroform i conservada a -20° C ).

b) Assequeu la solucié, evaporant el cloroform, amb un fort raig de N,
de manera que el iodogen s’assequi com una pel-licula a la paret del tub fins
a 0,5 cm de la base del tub (cal estar ben segur que el tub és completament
sec abans de prosseguir la técnica, doncs restes de cloroform poden destruir
les cél-lules abans del marcatge). Aquest tubs poden també conservar-se amb
el iodogen sec a temperatura ambient (t.a.) durant uns mesos.

1- Renteu 50x10° de cal-lules amb PBS, 3 vegades.

2- Centrifugueu les cél-lules un darrer cop i resuspeneu-les bé amb 100
ul (8 gotes) de tampd Borat (pH 8,2).

3- Afegiu 500 uCi de 1'®® (5 ul) a les cél-lules. Transferiu la suspensié
al tub de vidre amb el iodogen.

4- Incubeu a t.a. 10 min, agitant el tub 30 segons cada 2 minuts (4
vegades).

5- Pareu la transferéncia de I'® als residus tirosina, afegint-hi 2 ml de
KI 0,01 M dissolt en PBS (415 mg/250 ml). Transferir les cél-lules marcades

a tubs de 15 ml cdnics. Ompliu el tub amb més KI.
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6- Centrifugueu-lo a 1000 rpm. Descarteu el sobrenedant i resuspensu
les céllules amb 15 mi més de KI/PBS.

7- Incubeu les cél-lules 15 min en un bany a 37° C per a alliberar el 1'%
atrapat inespecificament per les cél-lules.

8- Centrifugueu-ho a 1000 rpm. Descarteu el sobrenedant i renteu un
cop més les cél-lules amb 15 ml més de KI/PBS.

8- Centrifugueu-ho a 1000 rpm. Descarteu el sobrenedant i resuspeneu
les céllules amb 0,5 ml de PBS, agafant-hi 10 ul per a fer un control de
comptes viables (els 10 ul es dissolen en 1 mi més de PBS).

10- Transferiu la suspensié cel-lular a un tub eppendorf. Liseu les
cél-lules amb 0,5 ml de tampé de lisi x2 (dos cops concentrat) a 4° C durant
20-30 min.

11- Centrifugueu-ho 15 minuts a 12000 rpm a 4° C per a recuperar el

sobrenedant amb les proteines marcades, refusant el boté de nuclis cel-lulars.

Per a realitzar el marcatge metabolic de les cél-lules, cél-lules Jurkat
varen ésser incubades durant 3 h en un medi de cultiu, IMDM (/scove Modified
Dulbecco’s Medium), sense L-metionina, ni L-cisteina {Sigma, St. Louis, MO},
al que se li afegeix metionina i cisteina marcades amb S

1- Renteu 50x10° de cal-lules amb medi IMDM sense L-met ni L-cys 2
vegades.

2- Incubeu les céllules en el mateix medi IMDM deficient per a
metionina i cisteina, perd ara suplementat amb 1 mCi S%-metionina i §%-
cisteina, durant 3 h; a 37°C.

3- Renteu les cél-lules dos cops en PBS, centrifugant-les a 1000 rpm.

Descarteu el sobrenedant.
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4- Transferiu la suspensié cel-lular a un tub eppendorf. Liseu les
cél-lules amb 0,5 ml de tamp® de lisi x2 a 4° C durant 10 min. Centrifugueu-
ho 15 minuts a 12000 rpm a 4° C per a recuperar ¢! sobrenedant amb les

proteines, refusant el boté de restes nuclears.

£s sempre recomenable, i imprescindible per a realitzar analisis
comparatives, portar sempre a terme el control amb TCA {acid tricloracétic)
de comptes de marcatge:

1~ Barregeu 5 pl de lisat amb 95 ul de serum de conill {o de FCS}.

2- Precipiteu les proteines amb 1 mi de 20% TCA (dissolt en aigua) que
cal que afegiu lentament i fent vortex al matéix temps,

3~ Centrifugueu-ho 20 min a 2800 rpm.

4- Recolliu el sobrenedant en un altre tub.

5- Conteu els dos tubs (precipitat i sobrenedant) en un contador de
radiocactivitat. [Per a calcular les cpm/mi només cal multiplicar el resultat del

precipitat per 200]

4.1.3.3. Immunoprecipitacions.

Després del marcatge de les proteines per un o altre métode, els lisats
cellulars s'immunoprecipiten (de 10 a 30 x 10° cpm/mi i situacid és
recomenable}, incubant els lisats amb "AcMo a estudi unit a un medi solid
(Sefarosa copulada amb I’anti-CDw50 en el nostre cas) durant més de 1 h (o
tota la nit} a 4°C. Sovint, quan el senval de fons o els inespecffics s6n molt
importants, cal preincubar el lisat amb un AcMo del mateix isotip perd no
relacionat (sovint en el nostre cas, el CD50, no ha sigut necessari). Després

de rentar I'immunoprecipitat de 6 a 8 vegades amb el tampé de lisi amb NP-40
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0,5%, {intercalant entre el 6 i el 7 rentat si cal, segons el cas, la solucid de
rentat o elucio que volem analitzar) §'eluieix I'immunoprecipitat amb un mateix
volum de tampd de carrega reductor x2 (dos vegades concentrat), [El tampd
de carrega, 0 de mostra, x1, per a condicions no-reductores, esta format per
10% glicerol, 0,1% blau de bromofenol, 2,3% $SDS i 0,06 M Tris-HCI, pH 6,8,
al qual cal afegir 10 mM 28-mercaptoetano! (o DTT, dithiotreitol} per obtenir
un tampé de carrega reductor]. Per fi, es desnaturalitza Ia mostra escalfant-ia
5 minuts a 95-100° C i s"analitza la immunoprecipitacié en un gel de SDS-
PAGE, junt a estandards de pes moléculars en un altre carril. Després de tenyir
el gel amb blau de Coomassie, s"asseca | s’exposa per autorradiografia {films

Kodak X-Ornat AR) per a poder analitzar el resultat de la immunoprecipitacis.

4.1.3.4.  Conjugacié d'AcMos a Sefarosa-CNBr.

La unié de I’AcMo a estudi a un suport sdlid, boles de Sefarosa-CNBr
{Sepharose-CNBr, de Pharmacia, Upsala, Suécia) en aquest cas, tant per a
realitzar les immunoprecipitacions com la cromatografia d’afinitat, es realitza
segons el seglient protocol:

1 - Infleu en un embut de Butchner 1 g de Sefarosa preactivada amb
CNBr passant-hi 200 ml de TmM HCI (39 ul d'HCI al 32% en 400 mi H,0},
durant 10 min. Fer una darrera passada amb tampé de conjugacié (0,1 M
NaHCO,, 0,5 M NaCl, pH 8,3).

2 - Diluiu entre 10 i 15 mg del lligand, en aquest cas I’AcMo purificat
resuspés en PBS a una concentracid d'entre 1-2 mg/ml, comaminim 1 a 1,
en tampé de conjugacié. Es important que I’AcMo purificat no contigui cap
resta de Tris, doncs competiria amb la unié del lligand amb els llocs actius de

la Sefarosa.
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3 - Comproveu la concentracié proteica inicial llegint la densitat Optica
{0.D.) de la dilucié amb I'espectrofotdometre a 280 nm ({la concentracid
proteica aproximada, en mg/ml es pot mesurar multiplicant les unitats d’0.D.,
per 0,67).

4 - Deixeu rotant el gel de fa Sefarosa inflada amb el lligand diluit en
tampdé de conjugacicé durant 2 h a t.a. (o tota la nit a 4°C).

5 - Recupereu el sobrenedant, després de centrifugar la Sefarosa
dolgament {100 rpm durant 1-2 min). Comproveu la conjugacié de la proteina
a la Sefarosa Hegint '0.D. del sobrenedant amb "espectrofotometre a 280
nm. La concentracié protéica remanent no ha de superar el 5% de la inicial.

6 - Canvieu del Ilit de boles de Sefarosa el sobrenedant proteic per el
tampé de bloqueig (0,1 M Tris-HCI, pH 8, 6 1 M etanolamina, pH 9},
bloguejant els llocs d’unid remanents de la Sefarosa mitjancant la rotacié del
gel de Sefarosa durant 2 h a t.a. (o tota la nit a 4°C).

7 - Renteu el llit de Sefarosa mitjangant 3 o 4 cicles alternatius (A+B
x 3-4} de canvis de pH (es pot tornar a fer en I'embut de Butcher) amb els
tampons A (0,1 M de tampé acetat amb 0,5 M NaCl, pH 4} i B (0,1 M de Tris-
HCi amb 0,5 M NaCl, pH 8).

8 - La Sefarosa un cop conjugada amb el lligand pot guardar-se a 4°C

en PBS.

4.1.3.5. Purificacié de la proteina per cromatografia dafinitat i
electroforesi en gel de poliacrilamida {(SDS-PAGE).

La proteina CDw50 va ser purificada a partir 8 x 10° de PBMCs lisades

amb 80 ml del tampd de lisiamb 0,5 % de NP-40, esmentat durant el protocol

de marcatge, mitjancant una columna d’afinitat formada per 5 mi de boles de
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Sefarosa copulades amb 'AcMo 101-1D2. La columna va ser rentada amb
150 mi de tamp6 de lisii 15 ml d’una solucié 1 M MgCl, {condicions de rentat
per al 101-1D2). Tot seguit, la proteina CDWE0 va ser eluida selectivament
amb una solucié de 4 M MgCl,. Després de la seva concentracio, i la desalacié
del tampd diluient per ultrafiltracid (Centricon 30, Amicon, Beverly, MA),
varem sotmetre la proteina a alquilacié (en atmosfera de N,) mitjancant la
incubacid dels 100 gl de la suspensié proteica amb 2 ul de I'agent alquilant 4-
VinilPiridina (4-VP) a 37°C tota la nit. Aquest pas és obviable, perd resulta
recomenable per tal d’assolir una microseqiiénciacié més senzilla dels residus
alquilables, com la cisteina, gue d’altra manera s'autooxiden de forma variable
produint-hi un senyal pot clar en el cromatograma de seqlienciacid.
Posteriorment la proteina, un cop desnaturalitzada, per escalfament durant b
minuts a 90-100° C, en preséncia de 30 ul de tampd de carrega reductor x5
(cinc vegades concentrat), va ser analitzada en un gel del 8 % de
poligcrilamida “Qei’ la técnica de SDS-PAGE, en condicions reductores, i
electrotransferida en semisec (4 mA/cm?) amb un tampé de transferéncia amb
Tricina (39 mM Tricina, 48mM Tris-base, 1.3 mM SDS i 20% metanol). En un
primer intent la mostra va ser transferida directament a PVDF i tenyida amb
blau de Coomassie (0,1% de blau de Coomassie R-250 en 40% metanol i 1%
d'acid acétic) per intentar la microseqglienciacié directa de extrem amino-
terminal {N-terminal}, Donat que la seqGéncia va resultar infracm{}sa (N-
terminal bloquejat), la seglent electrotransferéncia es va realitzar a
nitrocellulosa, i després de tenyir-la amb el colorant Ponceau S {0,2% de
Ponceau S en 1% d'acid acétic}, per tal d'aillar la banda corresponent al
CDw50, es va procedir a I"escissi6 especifica de la proteina amb CNBr (Bromur

de Ciandgen}, per tal d"abordar la posterior microseglienciacié dels fragments.
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4.1.3.6. Purificacio i microseqlienciacié dels péptids de CDw50 produits
per escissi0 especifica amb CNBr.-

Una vegada aillada la banda corresponent al CDwb0 de la membrana de
nitrocel-lulosa, es va procedir directament a |’escissi6é especifica amb CNBr de
la proteina continguda en el fragment del filtre. L'escissié (de vegades mal
anomenada digestidé) es va realitzar incubant en un tub eppendorf la banda de
nitrocel-lulosa en preséncia d’1 ml d"una solucié de CNBr diluit en 66% d’acid
formic (60 mg/ml de CNBr), en abséncia de llum i en una atmadsfera de N,,
durant 4 h a t. a. Després de liofilitzar, la solucié que contenia els fragments
peptidics de la digestid, el precipitat va ser resuspés i els péptids resolts en un
gel del 19% de poliacrilamida. Després d’electro-transferir-los en semi-sec a
PVDF (PVDF-ProBlott, Applied Biosystems, Forster City, CA) amb tampé de
tricina, els fragments varen ser visualitzats mitjancant la tincié de Negre
Amido (0,1% de Negre Amido en 40% metanol i 1% d’acid acétic). Tres dels
fragments visualitzats van ésser sotmessos amb éxit a microseqlienciacié
directa sobre el PVDF, mitjanc,:ént el proces de degradacié amino-acidica
controlada conegut com a meétode Edman [5] de degradacié, en un

microsequenciador automatic (Applied Biosystems 470A Microsequencer).

4.1.3.7. Digestié de DNA amb endonucleases de restriccié.

Aquesta és una técnica basica emprada al llarg d"aquest capitol tant per
subclonar fragments, com per analitzar els patrons de restriccid.

Cada enzim de restriccié té la seva temperatura {i de vegades altres
condicions especials) i unes condicions de salinitat i pH, perd de manera
general les digestions es fan afegint-hi 4 U d’enzim per ug de DNA que volem

digerir {quatre vegades més que el que defineix 1 U d’enzim} i incubant durant
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2 h, el doble del temps necessari. D'aguesta manera s’assegura la digestio

total de la mostra.

4.1.3.8. PCR interpeptidica amb oligonuciedtids d’eleccié.

A partir de la seqiiéncia peptidica parcial obtinguda, es dissenyaren varis
oligonucledtids anomenats d'eleccié (guessmers), sintetitzats a partir de les
seqiéncies obtingudes i obviant les indeterminacions del codi genétic basant-
se en les taules de maxim as dels codons [4], per tal d’assolir, a través d'una
PCR de cDNA que produis un fragment interpeptidic, una sonda major i menys
indeterminada {en comparacié als oligonucledtids degenerats que es poden
dissenyar a partir de les seqliencies proteiques). Els oligonucledtids d’eleccid
utilitzats amb a&xit {només dos parelles, de més de 10 oligonuciedtids
sintetitzats ens permeteren obtenir fragments d’amplificacié clars), els
anomenats P2 (procedent del péptid 2), iP1 (procedent del péptid 1, perd
dissenyat segons la seqgligéncia complementaria} i iP3 {procedent del péptid 3,
perd dissen&*at segons la seqiiéncia complementaria) permeteren t'amplificacié
de dos fragments de cDNA que definien les seqliéncies de les regions
nucleotidiques situades entre els péptid 2 i el péptid 3, i entre els péptids 2§
1. La seqtiéncia dels oligonucleotids emprats va ser:

P2: 5 CTG TTT GTG AAC ACCTCA GCC CC 37

iP1: B ACC TGC ACC CGG GCT CCA GCC AT 3

iP3: 5" ACA ATC TCG CGG GCA CCC TCC TG 3

El ¢DNA es va obtenir per retrotranscripcié de RNA poliA™ de cél-lules
Jurkat. Després es va realitzar la PCR a partir de 100 ng de cDNA {quantitat
del mRNA retranscrit}, 100 pmols dels encebadors, 0,2 mM de dNTPs, 1,5

1 U de la Tag polimerasa (Perkin Elmer), en preséncia de 1,5 mM de MgCl {i
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50 mM KCi+ 10 mM Tris-HCl, pH 8,5). Les condicions de temperatura i temps
dels 40 cicles d'amplificacié emprats varen ser:

Desnaturalitzacié: 94°C durant 30 s.

Anellament: 55°C durant 1 min.

Elongaci6: 72°C durant 1 min.

amb una extensid final a 72°C durant 10 min, fetes amb un termociclador.

4.1.3.9. Crivellament d’una genoteca de cDNA en fag Agt10.

Varem partir d'una genoteca comercial de cDNA de limfocits
{CLONTECH]) en fag Agt10, amb una mida mitja ponderada de 2 kb i una mida
maxima de 4 kb. El sistema emprat va ser el crivellament per hibriditzacié,
amb el producte de la PCR de 425 bp marcat radioactivament amb [P*3dCTP
pel métode de random priming {basat en la cOpia de les cadenes pel fragment
Klenow de la DNA-polimerasa a partir de I’encebament a |'atzar dels hexadeso-
xirribonucleotids a l"atzar}, de répliques de les clapes obtingudes per lisi
bacteriana (soca LE-392) al infeétar—se pels fags de la genoteca. A partir de
solucions de fags resuspesos en el tampd d’emmagatzemaent SM ( 5,8 g NaCl
+ 2 g MgSO, + 7H,0 + 50 ml Tris-Cl 1M pH 7,5 + H,0 fins 1 litre} de la
zona amb positivitat a la hibridacid, tres crivellaments succesius de la
genoteca permeteren obtenir varies clones individuals positives per a la sonda

emprada.

En el procés de crivellament varem utilitzar els seglients protocols:
A. TITULACIO DE LA GENOTECA DE cDNA. Per aconseguir una
genoteca prou representativa, amb un nombre de clons o recombinants

suficientment gran per garantir la preséncia del cDNA que ens interessa{ o en
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posterior crivellaments una quantitat de clapes adients), abans és necessari
determinar la concentracié real de fags de la genoteca amplificada de cDNA.
Aixi s’aconseguira determinar les proporcions adequades entre cél-lules i fags
per fer una infeccié posterior. La titulacié es realitza sobre plaques d’agar {10
g Bacto-triptona + 5 g extracte de llevat + 5 g NaCl + 10 ml SO,Mg 1M +
12 g Bacto-Agar + H,0 fins 11, pH 7,3-7,4) seguint el seglient protocol:

1 - S'agafa 100 ul (si les plaques sén petites) o 400 ul {plaques grans)
de bacteris LE-392 i s’infecten amb diferentes dilucions del stock de fags (5
a b0ul, en plaques petites o grans respectivament) afegint-hi MgCl, 10mM fins
igualar el volum agafat de ceél-lules i es deixa 15 minuts a 37°C.

2 - Junteu-ho a 3 ml (plaques petites) o 8 ml (plaques grans) de top
agarosa (10 g Bacto-triptona + 5 g extracte de lievat + 5 g Na Cl + 10 ml
SOMg + 6,5 g Bacto-Agarosa + H,0 fins 11, pH 7,3-7,4) liquat i mantingut
en un bany a 46°C.

3 - S’extén uniformement sobre les plaques, préviament atemperades
a 37°C.

4 - S"han de mantenir les plaques cap per amunt fins que el top agar es
solidifiqui i després es deixa a 37°C durant 12-13 hores cap per avall,

5 - Es conten les clapes aparegudes, i es calcula la quantitat de fags
adequada segons les plaques que es tinguin i la mida de la genoteca que es

vol sembrar.

Es realitzen les infeccions definitives seguint els mateixos pasos fets en

les proves.
B. METODE BENTON & DAVIS D'OBTENCIO DE REPLIQUES [6].
1 - Agafeu una placa infectada amb fags i col'loqueu-hi un filtre de

nylon que s’adapti convenientment damunt del top agarosa. Es posa el filtre
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ben estirat, sense cap arruga. Es deixa en contacte amb les clapes durant 30
segons mentre es transfereix. Amb una agulla amb tinta es fan unes punxades
en el filtre que serviran de referéncia per a poder orientar posteriorment el filtre
respecte la placa i, per tant, localitzar la clapa que interessara.

2 - S'aixeca el filtre sense malmetre el top agarosa, i es posa sobre un
plec de papers de filtre, mullats amb solucié desnaturalitzant (0,5M NaOH +
0,5M NaCl), durant 1 min.

3 - S’agafa el filtre i es submergeix en una cubeta amb solucié
desnaturalitzant durant 1 minut.

4 - Es treu el filtre escorreguent-lo en la vora de la cubeta i s’extén
sobre un conjunt de papers de filtre, aquest cop mullats amb solucié
neutralitzant (1,5M NaCl + 0,5M Tris CIH, pH 8,0), durant 1 min.

5 - S'aixeca el filtre i es submergeix en una cubeta amb solucid
neutralitzant durant 4 minuts.

6 - Es treu el filtre, s’escorre i es submergeix durant 5 o 10 minuts en
una cubeta amb 2XSSPE. Es ménté amb agitaci6. Es va canviant el liquid a
mida que vagi variant el pH.

7 - Es col'loca el filtre de nitrocel-lulosa entre papers de filtre i es fixa
el DNA durant 2 hores a una temperatura de 80°C al buit. Aquest filtre esta
en condicions de guardar-se fins que es necessiti.

10 - Abans d’utilitzar el filtre s'ha de rentar amb la solucié de rentat
(3XSSC + 0,1%SDS).

El SSC s’utilitza a tot el llarg del treball en diferents concentracions
(20XSSC, 5XSSC, 2XSSC, 0,1XSSC). |

20XSSC estd format per 175,3 g NaCl+ 88,2 g de Citrat Sodic / 1 |
d'H,0 , pH 7,0.
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C. PREHIBRIDACIO DE LES REPLIQUES.

La prehibridacié de les répliques obtingudes es realitza introduint els
filtres dins d’'una bossa amb el liquid de prehibridacié (5XSSC + 1% SDS +
1xDenhart’'s 4+ 50% Formamida + 100 gg/mi ssDNA} i mantenint-ho a la
temperatura de 42°C, de 2 hores fins a tota una nit.

D. HIBRIDACIO DE LES REPLIQUES.

A la hibridacié es buida el liquid de prehibridacié de Ia bossa i es
substitueix pel liquid d’hibridaci6 (6XS8SC + 1% SDS + 1xDenhart’s + 50%
Formamida + 10% Dextra sulfat + 100 pgg/m! ssDNA)}. Després s’introdueix
10% cpm/mi de la sonda marcada i desnaturalitzada dins la bossa i es deixa de
14 a 48 hores en un bany amb agitacié a la temperatura d'hibridacié 42°C.

E. RENTATS.

1 - Elimineu com a residu radioactiu el liquid d'hibridacié amb la sonda.

2- Tr@ieq els filtres de dins la bossa i col-loqueu-los dins d’una cubeta
amb el lfquid de rentat {2X8SC, 0,1% SDS). Es fan tres rentats de 10 minuts
cadascun, amb aquesta mateixa solucié, en un volum de 400 mi a t.a. Es
manté en agitacio.

3 - Es tornen a rentar ¢ls filtres amb la mateixa solucié de rentat per
aquest cop durant 30 min a 50°C.

4 - Es tornen a rentar els filtres amb la una nova solucié de rentat més
astringent (0,1XSSC, 0,1% SDS) durant 30 min més a 50°C.

5 - S’extenen els filtres de nylon sobre un suport rigid, i es posen a
exposar amb films d’autoradiografia {films Kodak X-Omat AR} | amb pantalla
intensificadora.

F. CRIVELLAMENTS.

Enrevelar els films exposats corresponents al 1% crivellament, i després
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de marcar els punts de tinta xina dels filtres en els films per possibilitar
Iforientacié amb les plaques, s’observaran tot un conjunt de senyals que
coincideixen amb clapes de la llibreria que s’hauran hibridat amb la sonda,
possibles clons amb un fragment del ¢cDNA similar a la sonda utilitzada. Amb
una pipeta Pasteur s’aillarant les clapes i sincubaran amb 1 ml SM i 50 ul de
CH,CI, per obtenir nou fag. Per aconseguir aillar i assegurar-nos que hi ha
complementarietat amb la nostra sonda cal fer un total de tres crivellatges
{cada cop amb menys clapes per unitat de superfice), destriant i isdlant

finalment per separat cada una de les clapes positives.

4.1.3.10 Minipreparacions de fag. (Métode LPB/PrK).

A partir de les clapes positives en la tercera etapa del crivellament, es
necessari obtenir DNA dels fags per a poder-los caracteritzar. Entre les
diverses opcions a seguir varem escollir el métode LPB/PrK, que es realitza
segons el seglient protocol:

1 - infecteu en un tub eppéndarf 100 ul de cél-lules LE-392 amb 10 ul
de cadascun dels diferents fags el-luits en 1 ml de SM i incubeu-ho 15 minuts
a 37°C.

3 - Afegiu el volum de cél-lules infectades a un tub de vidre amb 4 ml
de NZY-LB i deixeu-les de 13 a 16 hores a 37°C en agitacié continua a 250
r.p.m.

4 - Afegiu 20 ul de ClCH i manteniu-ho en agitacié 15 minuts més a
370C. Afegiu-li 4 pl de DNasal (10mg/ml) i 4 ul de RNasaA (10mg/mi}.
S’incuba 30 minuts a 37°C.

5 - Es reparteixen els 4 m! en tres tubs i es centrifuguen 5 minuts en

una microcentrifuga.
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6 - Es reparteix el sobrenedant a 4 tubs nous {1 ml/tub)} i s'afegeix a
cada tub 240 ul LPB fresc (2,5% SDS, 0,25M EDTA i 0,5M Tris-CiH pH 8,0)
+ 6 ul Proteinassa-K (10 mg/mi).

7 - Deixeu-ho 30 minuts a 65°C en agitacié suau i afegiu-hi a cada tub
300 ul d'acetat potassic 8M. S’incuba 20 minuts més a 88°C.

8 - Es mantenen els tubs 10 minuts {0 més) en gel.

9 - Centrifugueu 15 minuts a 4°C. El sobrenedant es traspassa a tubs
nous i s"hi afegeixen 600 ul d’isopropanol. Es remena per inversié i es deixa
15 minuts a t.a.

10- Centrifugueu-ho 30 minuts a t.a. i rebutgeu el sobrenedant. Després
d’'un pols de centrifuga s’extreuen les restes d’isopropanol.

11- Resuspeneu el precipitat en 100 ul de TE pH 7,6 i deixeu-ho 10
minuts a 65°C.

12- Ajunteu les fraccions (4) en un sol tub i afegiu-hi 1 volum de
fenol/Cl,CH remenant amb vortex. Centrifugueu 5 minuts a una
microcentrifuga.

13- La fase aquosa superior es posa en un tub nou i s"afegeix 1 volum
de Cl;CH/isoamilic{24/1). S"agita amb vortex i es centrifuga 5 minuts.

14- Es traspassa la fase superior a un tub nou i s’hi afegeix 40 ul
d’acetat sddic 3M pH 5,2 + 800 ul etanol absolut. Deixeu 30 minuts a -70°C
{o més de 2 hores a -20°C).

156~ Centrifugueu 30 minuts a t.a. i rebutgeu el sobrenedant.

16- Es renta el precipitat amb etanol 70% i es centrifuga 5 minuts. Es
rebutja de nou el sobrenedant i s’asseca el precﬁipitat a la bomba de buit.

17- Resuspeneu el precipitat amb 25 ul de TE pH 7,6 i deixeu-lo 10

minuts a 65°C (el DNA resuspés es pot guardar a 4°C).
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4.1.3.11 Subclonacié dels fragments de PCR o del DNA del fag per lligacié
a vector bacteria.

Els productes de la PCR obtinguts varen ser subclonats en un vector
plasmidic recombinant liniaritzat i manipulat anomenat pCRII™, que forma part
del kit de subclonacié comercial anomenat TA cloning (invitrogen}. El vector
pCRI™ presenta en els extrems 3’ unes timidines protuients que es
complementen amb les adenines que durant el periode d’elongacié de la PCR
I’enzim Tag-polimerasa afegeix als extrems 3’ dels productes de l’amp!iﬁcécié.
Aixd, permet la recircularitzacié del vector +insert {pCRI™ 4+ producte de la
PCR) mitjancant una lligacié d"extrems protuients complementaris gracies una
reaccié vehiculada per la T-lligassa.

L’'insert de cDNA més llarg dels fags clonats, alliberat per digestié amb
EcoRl del producte d’una preparacié de DNA de fag, i purificat per
electroforesi en un gel horitzontal d’agarosa, va ser subclonat en el vector
plasmidic BlueScript SK*, també digerit amb EcoRl i defosforilat per evitar la
seva recircularitzacio.

Al fer la unié de vector i insert cal tenir en compte les segiients
consideracions:

1. La lligacio es realitza afegint: Insert + Plasmidi + Tampé de lligacié X10
+ T4 DNA ligasa {Boehringer-Mannheim) + H,0. En una lligacié cal valorar
quatre parametres:

a. La relacid plasmidi vector/DNA insert cal que sigui aproximadament

equimolar.

b. La concentracié total de DNA en la reaccié de lligacié ha de ser al

voltant de 10 ng de DNA total/ul de reaccié.

c. El volum final idoni és de 10ui.

94



Resultats: Capitol I

d. La relacié enzim/DNA és de 0,5-2 unitats de T4 DNA ligasa per 5
pmols de DNA.

2. Per a dur a terme la lligacié s’incuba el tub a 14°C, durant tota la nit.
Els vectors aixi recircularitzats poden transformar bacteris, que a través

del seu creixement amplificaran fa quantitat del DNA obtingut vector +insert.

4.1.3.12 Transformacié bacteriana per electroporacio.

Per tal d'obtenir grans quantitats d’una seqiliéncia nucleotidica, la
lligacié del fragment de DNA amb un vector plasmidic recombinant, i la
posterior inclusié d’aquest conjunt dins d'una bactéria (transformacié
bacteriana), és una de les técniques més eficients. Per a transformar bactéries
amb els vectors plasmidics + inserts, tant pel que fa al pCRII"™ + producte de
la PCR, com a la subclonacié final de la clona de CDw50 obtinguda en el
crivellament de la genoteca, varem emprar el seglient protocol
d’electroporacié:

Dia 1- Feu créixer una colonia bacteriana (soca d’E. Coli, DH5a) en 5 mi de LB
(37°C, agitacid, tota la nit).

Dia 2- Expandiu el resultat del creixement dels 5ml en 100 ml de LB. Prepareu
dos flascons a 37°C en agitacid, aproximadament unes 3 hores.

1 - Controleu el creixement fins arribar a una densitat optica de 0,5-0,7
(ODggo). La concentracié és important pel rendiment de la transformacio.

2 - Coloqueu les bacteries en aigua + gel durant 10-15 min i transferiu-

les a 4 tubs de 50 ml estérils pre-refredats.

3 - Centrifugueu-les 20 min a 2500 rpm en Centrifuga 1EC Centra a
4°C.

4 - Decanteu el sobrenedant i resuspeneu cada tub amb 0,5 mi d’aigua
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bidestil-lada molt freda {2-4°C}.

5 - Afegiu 50 ml d'aigua molt freda a cada tub. Barrejeu-ho bé voltant
el tub varis cops (3-4).

6 - Centrifugueu-ho 20 min a 2500 rpm a 2°C. Decanteu el
sobrenedant. Resuspeneu en 0,5 ml de agua + 10% glicerol, reomplint-ho
després amb 50 ml. Centrifugueu 20 min a 2500 rpm a 2°C.

7 - Poseu a refredar mentre tant les cubetes i els tubs eppendorf, i
prepareu {’electroporador.

8 - Decanteu el sobrenedant i resuspeneu suaument amb vortex.

9 - Recolliu 200 ul de la suspensidé i passeu-los a tubs eppendorf
préviament refredats en gel.

10 - Centrifugueu-los a 4000 rpm a 2°C durant 2-3 min.

11 - Descarteu el sobrenedant (retireu 110 pl). Cal que quedi un
sediment de 90 ul.

12 - Poseu Vaparell d'electroporacié a 1,8 KV, 25 uF. Poseu el
controlador de pulsacié a 200-400 ohm.

13 - Afegiu 0,1, 10i 100 ng de plasmid a transformar en 1 ul en cada
un dels tubs anteriors (bacteris competents).

14 - Barregeu donant lleugers cops. En menys de mig minut transferiu
la mescla de bacteris/DNA a una cubeta préviament refredada, poseu-la a la
camara i doneu el pols eléctric.

15 - Cal treure la cubeta de la camara i afegir 1 ml de SOC, rapidament.

16 - Transferiu-ho a un tub de 2 ml i incubeu les bactéries
transformades 60 min en rotacié lenta a 37°C.

18 - Si es volen fer dilucions, cal preparar tubs eppendorf amb 1 m! de

LB per a fer-les (1/100, 1/10.000)
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19 - Sembreu les bactéries en plagues de cultiu amb medi selectiu
segons el vector {Ampicilina}. Incubeu a 37°C T/N.
Una vegada introduit el plasmidi dins la bactéria, s'ha d’obtenir el DNA

plasmidic per a analitzar si conté I'insert i, en cas afirmatiu, caracteritzar-io.

4.1.3.13 Preparacié de DNA plasmidic.

Per tal d’obtenir DNA plasmidic per emprar-lo com a sonda o per
seqlienciar-lo, varem utilitzar el seglient protocol basat en la preparacié a
petita escala {(minipreparacio6) de DNA plasmidic procedent d’una Gnica colonia:

1 - Creixeu un minicultiu [4 m! de medi LB suplementat amb ampicilina
o I"antibidtic corresponent (50 ug/ml)] de cadascuna de les diferents coldnies
a analitzar.

2 - Incubeu g 37°C durant 12-16 hores amb agitacié { A partir del cultiu
crescut cal guardar un stock representatiu del cultiu per poder obtenir més
plasmidi sempre que es vulgui: En un tub de 2 ml de rosca s’afegeixen: 800ul
de cultiu + 200yl de glicerol. Després de barrejar fent vortex, es guarda a
-200C. Per recuperar el cultiu, s’inocula un minicultiu amb una nansa o pipeta
a partir del stock congelat. El stock cal anar-lo renovant periddicament ja que
les bactéries congelades perden viabilitat).

3 - Centrifugueu en un tub eppendorf 1,6 mi del cultiu, durant 1 minut
i 30 segéns en microfuga.

4 - Decanteu el sobrenedant.

5 - Amb el vortex es desenganxa el precipitat per facilitar la resuspensié
posterior.

6 - Es resuspén el precipitat amb 0,25 ml de solucié A afegint en el

mateix moment de la utilitzacid 2mg/mil de lisozima {Solucié A: 50mM Tris HC!
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pH 8,0 + 5OmM EDTA pH 8,0 + 15% sucrosa). Incubeu-ho 10 minuts a t.a.

7 - Afegiu-hi 0,25 ml de solucié B + 2 ul de DEPC (25% DEPC en
etanol absolut) (Solucié B: 50mM Tris HCI pH 8,0 + 50mM EDTA pH 8,0 +
0,1% Trit6-X100).

8 - Agiteu-ho suaument per inversié i deixeu-ho 20 minuts a 70°C.

9 - Manteniu-ho 30 minuts 0 més en gel.

9 - Centrifugueu durant 15-20 minuts a 4oC a una microcentrifuga.

10- Es treu el moc bacteria format amb un escuradents estéril (en
aquest punt es pot carregar de 5 a 10 ul de sobrenedant en un gel d'agarosa
per determinar si s"ha clonat l'insert).

11- Afegiu 2 volums d’etanol absolut a t. a. (Si estigués fred, la sucrosa
precipitaria).

12 - Centrifugueu-ho 15 minuts a t.a., descartant el sobrenedant.

13 - Renteu el precipitat amb etanol al 70%. Es descarta el
sobrenedant, se n’extreuen les restes i s’asseca el precipitat a la bomba de
buit.

14 - El precipitat es resuspén en 50 ul de TE pH 7,6 i es deixa 10
minuts a 65°C, amb 1 uyl de RNAssaA {10 ug/mi).

4.1.3.14 Seqiienciacié nucleotidica.

Un vegada que els plasmids amb els inserts han estat crescuts, és
possible la determinacié de les seqiencies nucleotidiques d’aquests inserts,
a partir de les seqiiéncies de les zones adjacents al punt de subclonacié del
vector, que s'empren com a encebadors de seqlienciacié doncs evidentment
sén conegudes (zones anomenades T3, T7 o SP6). Cal escollir correctament

els encebadors de seqlienciacié que s’utilitzaran segons la zona de l'insert que
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es vol seqlienciar. Aixi mitjancant el métode de dideoxi de Sanger va ser
possible determinar la seqiigncia del fragment amplificat i la clona de CDw50
obtinguda a partir de la llibreria de ¢cDNA. Es va seguir el seglient_protocol:

1 - A partir del producte d'una minipreparacié plasmidica (2-10 ug de
DNA), augmenteu el seu volum fins a 100 yl amb TE i adicioneu-hi un volum
de fenol/CI,CH. S'agita amb vortex i es centrifuga 5 minuts.

2 - Traspasseu la fase superior a un tub nou i afegiu-hi un volum de
Cl,CH/isoamilic (24/1). S’agita per vortex i es centrifuga 5 minuts.

3 - Passeu el sobrenedant a tub nou i precipiteu-lo, afegint-hi: 10 ul
d’acetat sddic 3M pH 5,2 + 200 ul d’etanol absolut

4 - Es deixa 30 minuts a -70°C (o més de 2 hores a -20°C) i es
centrifuga 20 minuts a t.a.

5 - Feu un rentat amb etanol al 70%, extreient el sobrenedant. Després
de donar un cop de centrifuga, es treuen les restes de liquid i s'asseca a la

bomba de buit.

6 - El precipitat es resuspén en 10 ul d’una solucié formada per NaOH

0,4M + EDTA 2mM.

7 - Feu un cop de centrifuga, agiteu amb vortex i de nou feu un cop de
centrifuga.

8 - Deixeu-ho 10 minuts a t.a. i precipiteu-ho amb 5ul d’acetat sadic
1M. pH 4,5 + 40 ul d'etanol absolut {depositeu les sals en la paret del tub per
a que l'etanol les arrosseguii aixila precipitacié del DNA és immediata, evitant
la possible renaturalitzacié del DNA pel pH). Deixeu-ho 30 min més a-70°C (o
més de 2 hores a -20°C}), i centrifugueu-ho 20 minuts.

9 - Renteu el precipitat amb etanol al 70%, extreient el sobrenedant i

assecant-ho a la bomba de buit.
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10- Resuspeneu-ho 7 ul de la solucié A de seqléncia [1 gyl tampd
d’anellament {Pharmacia) + 5 gl H,0 + 1 ul encebador].

11- Feu un cop de centrifuga, i agiteu-ho amb vortex. Després torneu
a fer un cop de centrifuga de nou i incubeu 10 minuts a 65°C.

12- Incubeu-lo seguidament 20 minuts a 37°C.

13- Després es pot deixar més de 10 minuts a t.a.

14- Tot seguit s"afegeixen 3 yl de Ia solucié B de seqiiéncia [1 ul amb
1,5 unitats de T7 DNA polimerasa més tampé de dilucié (Pharmacia) + 0,75
ut H,0 + 1 ul barreja de marcatge-dATP (Pharmacia} + 0,25 pyl ¥S-dATP
{1000 Ci/mmol, 10 mCi/mi}l.

15~ Incubeu-ho 1 minut a t.a. i després passeu-ho a gel.

16- Repartiu el volum de cada reaccié en 4 tubs {2,25 ul/tub) on
préviament hom ha posat 1,25 yl de ddA, ddT, ddC i ddG respectivament (Es
pot utilitzar la barreja de dideoxinucledtids corresponent a la Read Short mix
o a la Read Long mix, segons si es vol una lectura curta o llarga de bases).

17- Feu un cop de seﬂtﬁfujga i incubeu-ho de 10-15 minuts a 37°C.

18- Atureu la reaccié amb 2,5 ul de solucié STOP (Pharmacia).

18- Escalfeu-ho a 75°C durant 3-5 minuts {aquf es pot guardar els tubs
a -70°C).

20- Carregueu les reaccions en un gel en gradient del 6% poliacrilamida-
7,5M urea, que com a minim s’haura polimeritzat durant 2 h i precorregut de
15-30 min més a 60 W de poténcia.

21- Correu el gel durant aproximadament 2 hores 30 minuts a 60 W de .
potencia.

22- Treieu el gel sobre un paper Watman 3 MM i deixeu-lo assecar en

un secador de gel durant 2 hores a 80°C i amb buit.
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23- Autorradiografieu-io.

4.1.3.15 . Northern i Southern blot. Hibridacions de les membranes.

Per I’analisi de Vexpressid del CDw5H0, s’hibridaren amb ia clona de
CDwb0 marcada radioactivament, pel métode de random priming, varies
membranes de Nylon amb 10 ug de RNA per carril extrets de diverses linies
limfoblastoides {extraccid segons el métode de Chirgwin} transferides, a partir
d'un ;gei d'electroforesi en agarosa al 1%, per Northern blotting.

Per l"analisi génic, s’hibridaren amb la clona de CDwbO marcada
radioactivament, pel métode de random priming, varies membranes també de
Nylon, amb 10 ug de DNA digerit amb diversos enzims de restriccid,
transferides, a partir d’un gel d’electroforesi en agarosa al 0,8%, per Southern
blotting.

Les dues técniques s6n de transferéncia passiva per capilaritat, i sén
molt similars en la realitzacié. La Unica diferéncia resideix en el tractament
previ del gel d"electroforesi, en el cas del Southern blot, amb HCI 0,25 M, per

tal de fragmentar els fragments de DNA més grans i permetre gue es

transfereixin,

A. TRANSFERENCIA PASSIVA,

En una cubeta es monta un sistema de sandwich que permeti el pas de
liquid {20XSSC) en direccié ascendent, arrastrant-hi per capil-laritat (a dalt es
situa un absorbent) la mostra des del gel (part inferior) a la membrana de nylon
{part superior}. Es deixa tota la nit transferint-io.

B. PREHIBRIDACIO DE LES MEMBRANES.

La prehibridacié de les membranes de Nylon es realitza introduint els

filtres dins d’una bossa amb el liquid de prehibridacié {EXSSC + 1% SDS +
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1xDenhart’s + 50% Formamida + 100 ug/mi ssDNA} i mantenint-ho a la
temperatura de 42°C, 2 hores {0 tota una nit).

C. HIBRIDACIO DE LES MEMBRANES.

A la hibridacié es buida el liquid de prehibridacié de la bossa i es
substitueix pel liquid d"hibridacid (5XSSC + 1% SDS + 1xDenhart's + 50%
Formamida + 10% Dextra sulfat + 100 pug/ml ssDNA). Després s’introdueix
0,5-1x10°% cpm/ml de la sonda marcada desnaturalitzada dins la bossa i es
deixa de 14 a 48 hores en un bany amb agitacié a la temperatura d’hibridaci6,
42°C,

D. RENTATS.

1 - Elimineu com a residu radioactiu el liquid d'hibridacié amb la sonda.

2 - Treieu els filtres de dins la bossa i col-loqueu-los dins d’una cubeta
amb el liquid de rentat {2XSSC, 0,1% SDS]}. Es fan tres rentats de 10 minuts
cadascun, amb aquesta solucié en un volum de 400 ml a t.a. Es manté en
agitacid.

3 - Es tornen a rentar els filtres amb la mateixa solucié de rentat per
aquest cop durant 30 min a 55°C.

4 - Es tornen a rentar els filtres amb la una nova solucié de rentat més
astringent (0,1XSSC, 0,1% SDS) durant 30 min més a 55°C.

b - S’extenen els filtres de nylon sobre un suport, i es posen a exposar
amb films d'autoradiografia (films Kodak X-Omat AR} i amb pantalla

intensificadora.
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4.1.4.- RESULTATS.
4.1.4.1. Analisi de les condicions d'elucié i rentat per a la purificacié del
CDw50.

El marcatge cel-lular de superficie amb 1'?® i metabodlic amb S®°, va
mostrar que els AcMos anti-CDw50, eren capagos de co-immunoprecipitar,
junt a la molécula de 120-130 kD que corresponia al CDw50 de membrana,
vériés molécules citoplasmiques (que es poden marcar amb S3°, perd no amb
1'?°) (Figura 1). L"estudi de les condicions de rentat i I’eluci6 que permetessin
la posterior purificacié de la molécula del CDw50 per cromatografia d’afinitat,
definiren una condicié de 1 M MgCl, per al rentat de la columna i de 4 M

MgCl, per a I’elucié de la mostra.

kD

|125

- 106- S%

- 80 -

-49.,5-

-32.5~

-27.5-0

Figura 1. Immunoprecipitacions amb 101-1D2 de lisats de cél-lules Jurkat marcats amb 1'2°

i S, respectivament.
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4.1.4.2. Purificacié del CDw50 i microseqiiénciacié proteica.

El procés de purificaci6, escissi6 especifica amb CNBr i
microsequienciacié peptidica (resumit a la figura 2) segons el métode detallat
al material i métodes (4.1.3.6.Purificacié i microsequiienciacié dels péptids de

CDwb0 produits per escissié especifica amb CNBr) va permetre |’obtencié de

Electrotransferéncia a Electrotransferéncia a
Nitrocel-lulosa. PVDF.
Tincié de Ponceau S Tincié amb Negre Amido.
106-
80-
e#s= 49.5-
116- 32.5-
97~ 27.5-
19.5-
66—
Escissié amb CNBr.
Gel del 20% P.A.
45-
36-

MICROSEQUENCIACIO DELS PEPTIDS DE 30 kD (PEPTID 1), 15,5 kD (PEPTID 2)
i 25 kD (PEPTID 3).

Figura 2. Procés de purificacié i escissi6 amb CNBr del CDw50.

les seglients seqliéncies parcials:
PEPTID1: AGATRVQVTLDGVPAAAPGQPAQLNAT
PEPTID2: QPQGLGLFVNTSAPRQLRTFV
PEPTD3: NXGDTLTATATATAXAXQEGAREIV
L"analisi per ordinador de les seqiiéncies per comparacié amb una base

de sequencies protéiques (Swissprot), va determinar que la maxima homologia
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per als tres péptids es presentava amb I'ICAM-1:

PEPTID 2: 75% homologia amb zona intermedia del domini 2 i 3 de I'ICAM-1
PEPTID 3: 35% d’homologia amb el domini 3 de I'ICAM-1.

PEPTID 1: 50% d’homologia amb el domini 3 de I'lCAM-1.

4.1.4.3. Amplificaci6 del cDNA a partir d’oligonucledtids d’elecci6
(guessmers).

Seguint les seqliéncies obtingudes i obviant les degeneracions del codi
geneétic emprant el codon usage es dissenyaren varis oligonucledtids d’eleccié,
també anomenats guessmers. Partint d’'un cDNA de Jurkat, només la PCR
amb tres d’ells (dels més de 10 oligonucledtids sintetitzats) ens permeteren
obtenir fragments d’amplificacié clars, els anomenats P2 (procedent del péptid
2), iP1 (procedent del péptid 1, perd dissenyat segons la seqliéncia
complementaria) i iP3 (procedent del péptid 3, perd dissenyat segons la
sequéncia complementaria). Aixi s"amplificaren dos fragments de cDNA de
271 bp i de 425 bp, els quals definien les seqiiéncies de les regions
nucleotidiques situades entre el péptid 2 i el péptid 3, i entre el péptid 2 i el
peptid 1, respectivament (Figura 3).

S\ LI e

¢

9

Figura 3. Amplificacié del cDNA

de Jurkat a partir dels guessmers

425
271

indicats de dos fragments del

cDNA de CDw50.
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Lranalisi de les seqiiéncies obtingudes ens va permetre assegurar que
el paptid 3 es trobava entre els péptids 2 | 3, en consonancia amb {"estructura

prevista per ["homologia amb I'lCAM-3 (Figura 4).

ICANI -~ CTGGAGCTGTTTGAGAACACCTCS : gegngé CAC
T %%?Hé&ii i é Pitl §§&H%§§§§§é‘§3§ 111 ?ié%i i

CD50p4 25~ CTOTT TG TCAACACCTCAGCCCCCCEECAGCTCCEAACCTTTETCCTEOCCGTEACCOCLTaE
ICAML = AA9§T?WCAwmccccseeramwAGAGGT?G?a@??ca?c??Acm??a?rcrsTw&mmwGeAce?;ivﬁ"~
CD50p425~ GOCTCETRECE ccsszzé&% Géka&CG?ﬁs?SGCﬁ$$§§G§€?§ﬁ%ﬁéﬁ?ﬁ§&€$§ﬁn T
IcaMi - Q?ﬁGﬁﬁ ﬁﬁfﬁ&%ﬁ 5A¢¥ sgs szcgsc&&wﬁsc
é L L A L L T a& Urabelblb b readecad

CDS0p425- TCCAGCCTCA GGCCCAG iy waccrss GOTG sscacca wGCTGAAT mncncrcarannmcac
TCAMI - Aac???r?cw§cT§§?§??Aw??§wg??rg?@w?w?acc?c?a§?e?c??sGsakw&cascescrﬁaceg
CD50p425~ GEGGACACECTAACGGCCACAGCCACAGCCALGECGCGCGCGEAT A gﬁ@?ﬁ&éﬁé@%&ﬁﬁ?ﬁﬂ%é?
ICAML - ?TGCﬁ??ﬁ%m%ﬁ?G?§?Rkﬁﬁ&ﬁk@ﬁé&%&ﬁ&&ﬁﬁﬁ?@ﬁﬁ?& % §CA§£??ﬁ%ﬁK§§ﬂxﬁxﬁﬁﬁgﬁ3
CD50p425» éCAACGTGA&ﬂéTAGé&GGéwAé GACGGéAéwéCCGGGAGAAmw%GACGGT wwwAGcrrccrAwmAéc
TeAM1 - ??AC?????T?TGKCGA&???AGkGGTgTCA?&A?G?ACCGAG%T??CA????NWN?mﬂ%m%Kx%ﬂﬁﬁr
CDS0p425- CATTGTGAAC E€§§§§33€§¢§£€§§§€aEG$GGﬁﬁ?§i CAGTGACCGTOAGTTECATGECTGRAGCD
HSICAML - AGAGCCAAGGTGACGCTGAATGGGGTTCCA

CD50p425- CGGGTGCAGET

s

e

—

718

64
789
134

8B5S

204
92%
274
953
344

~106%

-

4314

~-105%

HOMOLOGIA ICAM1 -~ BANDA 425: 66% {(nucledtids)

52,5% {a.a.)

Figura 4. Homologia entre la sequiéncia del fragment de 425 bp i una zona entre els dominis
21 4 de I'ICAM-1.

4.1.4.4. Clonacid del cDNA del CDw50, mapa de rastriccié i seqlidncia.
Utilitzant el fragment de 425 bp com a sonda per al crivellament d’una
liibreria de cDNA en fag Agt10, s'obtingué una clona de 17 kb amb el seglient

mapa de restriccid:

oﬁ%‘s”? wiék vﬁ;&& o P s ?3& o & &
o -
- <® FF FFIL P ﬁ§ P -
$3558 ’ poly &
—
L Psb I 7 CDws 0 100 pb.

Figura 5. Esquema del mapa de restriccid basic del COwS0.
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La seqglienciaci6 de la clona desvela la segt‘}ent sequeéncia nucleotidica:

GCCEGQ?GGACTCTGCTGGTCTGCTGTCTGCTGACCCCAGGTGTCCAQGGQ CAGGAGTTCCTTTTGCGGGTG 72

ave L aand _Anan sese _eue

HANn IR T LN LN v c N G L s T P Gl VRSl esiiGi | Q B F L L RV 24

GAGCCCCAGAACCCTGTGCTCTCTGCTGGAGGETCCCTGTTTGTGAACTGCGGTACTGATTGTCCCAGCTCT 144
E P QN P VL SAGT G SULTFVNTJGEGTTUDTJGEZP S S 48

GAGAAAATCGCCTTCGAGACGTCCCTATCAAAGGAGCTGGTGGCCAGTEECATGGECTGGGCAGCCTTCRAT 216
E X I AL E TS L 8 K BEL VA S G M G®W A AMTFN 72

CTCAGCAACGTGACTCECAACAGTCGGATCCTCTGCTCAGTGTACTGCAATGGCTCTCAGATAACAGGCTCC 288
L S N VTGN SRTI UL CS VY C NG S QI TG S 96

2
TCTAACATCACCGTGTACAGGCTCCCGGAGCGET | GTGGAGCTGGCACCCCTGCCTCCTTGGCAGCCGETGGGT 360
§$ N I TV YR L P ER'V ELAUPILPPWQP V G 12

CAGAACTTCACCCTGCGCTGCCAAGTEGAGGATGGETCCCCCCEGACCAGCCTCACGETERTGCTIGUTTICGC 432
Q NF T L R L Q V ED G S PRTS L TV V L L R 144

TGEGACCAGGAGCTGAGCCGGCAGCCCGCAGTGGAGGAGCCAGCGGAGGTCACTGCCACTGTGCTGGCCAGC 504
W E EE L S R Q P A V EE PAZEWV TATV L A S 168

AGAGACGACCACGGAGCCCCTITTICTCATCCCGCACAGAACTGCACATGCAGCCCCAGGGGCTIGEGACTGTTC 576
R D DHGAUPV F S ¢ RTELDMO©OQU®PQgG L G L F 192
DONINT 3
GTGAACACCTCAGCCCCCCGCCAGCTCCGAACCTTT GTCCTGCCCGTGACCCCCCCGCGCCTCGTGGCCCCC 6§48
vV N T 8 A P R Q L R T FVV L P V T P P R L V A P 216

CGGTTCTTGGAGGTGGAAACGTCGTGGCCGGTGGACTGCACCCTAGACGGGCTTTTTCCAGCCTCAGAGGCC 720
R F L EV ETSW P VD TULDGTULT FUPA S E A 240

CAGGTCTACCTGGCGCTGGGGGACCAGATGCTGAATGCGACAGTCATGA@CCACGGGGACACGCTAACGGCC 792
g vV ¥ L AL GD OO M L N A TV MNUHGDTL T A 264

ACAGCCACAGCCACGGCGCGCGCEEATCAGGAGGGTGCCCGGGAGATCGTCTGCAACGTGACCCTAGGGGGC 864
T A TA TAURADQ E G AR E IV C NVTIL GG 288

DONINT 4 ©
GAGAGACGGGAGGCCCGGGAGAACTTGACGGTCTTTAGCTTC CTAGGACCCATTGTGAACCTCAGCGAGCCC 936
E R R EAPRE N L T V F 8§ F L ¢ P I V N L S E P 312

ACCGCCCATGAGGGGETCCACAGTGACCGTGAGTTGCATGGCTCGGGCTCCGAGTCCAGGTCACGCTGGACGGA 1008
T A H E G 8 TV TV Ss§ ¢ MAaAaG ARV Qg VT L DG 336

GTTCCGGCCGCGGCCCCEGGECAGCCAGCTCAACTTCAGCTAAATGCTACCGAGAGTGACGACGGACGCAGC 1080
v P A A AP G QP A QL QL N_ATUESDUDGTR 8§ 360

TTCTTCTGCAGTGCCACTCTCGAGGTGGACGGCGAGTTCTTGCACAGGAACAGTATCGTCCAGCTGCGAGTC 1152
F FP L § ATULEV D GGEF L HRWNSTIUVQO L R ¥V 384

DONINY §
CTGTETGGTCCCAAAATTGACCGAGCCACATGCCCCCAGCASTTGAAATGGAAAGATAAA]ACGAGACACGTC1124
L ¥ ¢ P X I P RATU P HTIL XKW XD KXK!T R HE V 408

CTGCAGTGCCAAGCCAGGGGCAACCCGTACCCCGAGCTGCGGTGTTTGAAGGAAGGCTCCAGCCGGGAGGTE 1296
L Q ¢ QARGNUPYU®PETILRTZ CCTILIEKETGS S SS R EV 432

CCGGTGGEGATCCCGTTCTTCGTCARCGTAACACATAATGGTACTTATCAGTGCCAAGCGTCCAGCTCACGA 1368
P VG IPFFVNJYTEHNGTV YOQCQAS S S R 45

GGCAAATACACCCTGGTCGTGGTGATGGACATTGAGGCTGGGAGCTCCCACt

TLUIGICLOLGILL lL(si‘(s&CGl‘EéQ

G K ¥ T LV VV MDTIZEU DG GS S H ::1=~-::v=---p-.::v:---gi%\ﬁ::- i 480
GTGTTAQTGACCTTGGGCGTGGTGACTATQQTACTGGCCTTAATGTACGTCTTC AGGGAGCACCAACGGAGCLE12
VL LRt T L G VE I VA TR T VE LA AR Lt MR R R RS VR P

R E H Q R 8 504

GGCAGTTACCATGTTAGGGAGGAGAGCACCTATCTGCCCCTCACGTCTATGCAGCCGACRGAAGC%ATGGGG 1584
G § YYH vV R BE E S T Y L P L T S M ¢ P T E A M G 528

GAAGAACCGTCCAGAGCTGAGTGACGCTGGGATCCGGGATCAAAGTTCGCGEGGGCTTGGCTGTGCCCTCAG 1656
E E P S R A E - 535

ATTCCGCACCAATAAAGCCTTCAAACTCCCTAAAAAAAAAAAAANAAAANAANAAAAARAA 1717

Figura 6. Seqéncia nucleotidica del CDw50.
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Aquesta seqliéncia coincidia, amb només 6 nucledtids diferents amb ia
de la molécula d’adhesié ICAM-3, recentment clonada per tres grups
simultaniament (7, 8, 9]. Aquesta dada havia estat ja confirmada per métodes
bioquimics i cel-ulars en Vestudi comparatiu dels AcMos anti-ICAM-3 i anti-
CDwbBO, que constitueix el capitol 1l de resultats d’aquesta tesi. Respecte a la
seqligncia publicada de 'ICAM-3 només els 6 nucledtids esmentats eren
diferents {un d’ells generava un patré de restriccié amb Pstl diferent, al
perdre’s el punt de tall}, la qual cosa podia geﬁerar 4 diferéncies
aminoacidiques {2 nucledtids suposaven variacions silents).

La seqgliéncia nucleotidica per si sola, desvela que ens trobem davant
d'una molécula tansmembrana de tipus | {extrem N-terminal extracitoplasmic
i un Unic pas a través de la membrana} amb cinc dominis de la IgSF, i una alta
homologia amb 'ICAM-1 {53,6% a nivell de nucleodtids, 45,4% anivelid’a.a.}.
L'homologia dels dos dominis més externs amb I'lCAM-2 és menor (30,5% a
nivell de nucledtids, 28,8% a nivell d’a.a.} que amb I'ICAM-1. L’homologia

entre els dominis es representa a la figura 7.

Ig-like domains ™ Cyt

ICAM-1 (CD54)
{Sidaa)

ICAM-3(CDSO0)
. (518 2a)

ICAM-2 (CD102)
(256 aa)

Figura 7. Homologia entre els diferents dominis del CD580, I'ICAM-1 i I'ilCAM-2,
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La seqgléncia dels dominis extracitoplasmics va revelar 13 punts de
possible N-glicosilacié (sub-raiats a la figura 6), que poden explicar |"alt grau
de glicosilacié de la moléculain vive, i 12 cisteines que formant ponts disulfur
entre elles podien estabilitzar el plegamentimmunoglobulinic dels cinc dominis.
Es de destacar la baixa homologia de la zona citoplasmica respecte a les zones
citoplasmiques de I'lICAM-1 i I'lCAM-2, que com a caracteristica destacable
conté cinc serines que poden esdevenir fosforilables (encara que només es va
detectar, per analisi informatica, un motiu consensus de fosforilacié a la

darrera serina, per a la Casein-kinasa ll).

4.1.4.5. Analisi genética per Southern blot i estudi de I'expressié del mMRNA
en linies cel‘lulars per Northern blot del CDw50.

Els Southerns blots hibridats amb el cDNA del CDw50 suggereixen
I’existéncia d’un sol gen, al detectar-se una Unica banda en les digestions amb
varies endonucleasses de restriccié (Xbal, Hind IlI, ...).

La hibriditzacié dels Northerns blots demostren |’existéncia d’un
transcrit de 1,7 kb, amb nivells d’intensitat de senyal que es correlacionen

amb la intensitat relativa d’expressié en membrana del CDw50 en aquestes

linies cel-lulars. <
- =
1 35 %3
= Y =
SE AP RSS9 ang
mOmm<§<<q®m
O Az I oM

Figura 8. Northern blot de

linies cel‘lulars.

1,7 Kb
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4.1.5.- DISCUSSIO.

Els resultats demostren I"éxit de I"estratégia de clonacié del ¢-DNA, a
partir de les seqiéncies de CDOw50 obtingudes per microseqlenciacié de
fragments peptidics sobre PVDF. La caracteritzacié de la molécula permet
afirmar que ens trobem davant d’una glicoproteina de membrana tipus |
(extrem N-terminal extracitoplamic i un Gnic pas a través de la membrana) amb
cinc dominis pertanyents a la 1gSF. Els plegaments immunoglobulinics dels
cinc dominis es poden estabilitzar mercés a les 12 cisteines detectades. L"alta
homologia amb els membres de la familia ICAM de molécules d'adhesid i la
seva identitat amb el ¢cDNA de I'lCAM-3, clonat gairebé simultaniament per
altres tres grups [7,8,9], fa que poguem afirmar que ens trobem davant d'una
molécula d’adhesi6 amb caracteristiques estructurals molt interessants. Entre
glles cal destacar el domini citoplasmic (37 a.a.} lleugerament més Hlarg que
els d'ICAM-1 (27 a.a.) i ICAM-2 (27 a.a.), i que és la zona menys homologa
entre els ICAMs. Aixd facilment ‘fa sospitar una distinta funcid citoplasmica
per al CDwbO, en la que podria jugar un paper important regulador la
fosforilacid per estimulacié de la PKC, que ja havia estat descrita préviament
[10]. De fet el CDwBO presenta cinc residus serinics {dels quals P'Gitim
presenta el domini consensus de fosforilacié per la Casein-kinasa ), residus
que no es troben tampoc en cap dels altres ICAMs. Amb la identitat descrita
amb I'lCAM-3, comprovada en el posterior treball dels resultats {Capitol 11}, el
CDw5B0 esdevé una molécula clau en les interaccions limfocitaries que es
produeixen en les primeres fases de la respostaimmunitaria. La seva interaccid
amb el LFA-1 explica gran part dels processos previament descrits {11, 12} a
on VICAM-1 i I'lCAM-2 no eren suficients per definir els contactes

vehiculitzats pel LFA-1. Aixi, de la conjunci6 de totes les dades procedents de
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FICAM-3 i del propi CDw50, s'obre una visidé molt més clara | precisa de la

funcid d’aquesta nova molécula d'adhesid.
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4.2.- CDw50 | ICAM-3:
DOS NOMS PER A UNA MATEIXA MOLECULA.

4.2.1.- RESUM.

- Paral-lelament als treballs de cionacié del gen del CDwB5BO0, i partint de
I’homologia detectada per ales seqliéncies peptidiques parcials dels fragments
generats amb CNBr, respecte a la seqliéncia total proteica de 'lCAM-1, varem
realitzar els treballs que s’expossen en aguest capitol de resultats. L’"homologia
amb I'ICAM-1 ens va fer pensar en la possibilitat que el CDWBO tingués alguna
relacié amb la molecula ICAM-3, llavors acabada de descriure a nivell d’un
Anticos Monoclonal (AcMo o mAb)}, Per la qual cosa iniciarem els treballs
col-laboratius de comparaci6 funcional entre els AcMos que definien una : altra
molécula, i que tot seguit es presenten.

L'antigen de diferenciaci6 CDw50 és una molecula ampliament
expressada en les cél'lules hematopoiétiques, perd no en altres tipus cel-lulars.
Experiments previs van demostrar que els AcMos anti-CDwb0 eren capacos
d’inhibir el cultiu mixt limfocitari (MLC). Per compendre millor la funcid del
CD50, varem purificar-lo per tal d’obtenir una seqiiéncia peptidica parcial.
Com ja hem dit, la molécula d'adhesié intercel-lutar (ICAM)-3, havia estat
descrita com el tercer lligand del LFA-1. Després es va obtenir també la

definicié estructural de 'ICAM-3 a través de la clonacié del seu cDNA. Aquest
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treball constitueix un estudi comparatiu entre els AcMos que definien una i
altra molécula. Aixi, es va realitzar mitjancant:

a) la comparacié de la distribucié de reactivitats cel-ulars dels anti-
CDw5B0 i els anti-ICAM-3 per citometria de fiux.

b} el bloqueig de reactivitat entre uns i altres AcMos que permeten
definir la reactivitat epitdpica.

¢} les immunoprecipitacions seqiiencials que exclouen la precipitacié
proteica si els AcMos reconeixen la mateixa molécula.

d} el reconeixement pels AcMos de la molécula ICAM-3 expressada en
la membrana de cel-lules L transfectades amb el cDNA de 'lCAM-3.

e) 'estudi funcional de la capacitat bloquejant dels diferents AcMos
respecte a cal-lules L transfectades amb el cDNA d'ICAM-3 i LFA@ purificat
i enganxat a placa.

f) comparacid entre la seqliéncia peptidica del CDwbB0Q obtinguda per
microseqlienciacio i la seqléncia proteica deduida a partir del cDNA.

Amb tots aquests estudis es va poder demostrar que I'lCAM-3 i el
CDw50 sén la mateixa glicoproteina, una molécula de superficie de 120 kD
de pes molecular amb, presumiblement, un paper molt important en la

resposta immunitaria.
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CDw50 and ICAM-3: Two names for the same

CDw30 differentiation antigen is 2 molecule broadiy expressed on hematopostic
cells but not on other cells. Previous experiments showed that CDwSQ
monoclonal antibodies (mAb) inhibited primary mixed iymphocyte culture
(MLC). To understand the function of CDw50 better, we purified it and obtained
peptide sequence. At the same time, intercellular adhesion molecule (ICAM)-3,
the third ligand of lymphocyte function-associated molecule |, was described by

mAb and subscquent cDNA cloning. Immunochemical, functional, and protein
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responses.

1 Introduction

CDw30 was one of the 23 new clusters of differentiation
(CD) assigned during the Fourth International Workshop
on Human Leukocyte Differentiation Antigens 1}, CDw50
was originally defined by two mAb, 101-1D2 and 140-11,
both produced and characterized in one of our laboratories.
The ability of the CDw50 mAb to inhibit allorecognition [2]
identifies COWS0 as a relevant molecule involved in
feukooyte interactions.

Al the same time. the study of the lymphocyte function-
associated molecule 1 (LFA-1), an integrin that mediates a
wide range of leukocyte interactions with other cells in
immune and inflammatory responses, led to the discovery
of its ligands. intercellular adhesion molecule {ICAM)-1, -2
and -3 [3-8]. Anti-ICAM-3 mAb have been raised [6], and
recently the molecule has been cloned [7-9], TCAM-3 was
found to be a member of the immunoglobulin (Ig)-like
supergene family, containing five Ig-like domains that are
highty homologous to those found in ICAM-1 and ICAM-2,
The pattern of reactivity of the CDw50 and ICAM-3 mAb
seemed 1o be strikingly similar with a few differences. Both
studies {2, 5] indicated that CDwS0 and ICAM-3 may be
restricted to hematopoetic cells and that both molecules
have a similar molecular mass (M;) of approximately
120-130 kDa.
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sequencing studies show that ICAM-3 and CDwS50 are the same glycoprotein, a
126-kDa surface molecule with presumably an important role in the immune

We now report that ICAM-3 and CDw30 are the same
glycoprotein. This is demonstrated by a comparison of cell
distribution, sequential immunoprecipitations, transfec-
tion assays with ICAM-3 cDNA, and finally comparison
between the cDNA sequence of ICAM-3 and peptide
sequences of CDwS0 purified by affinity chromatography.
The identity of ICAM-3 as CDw50 allows for a more
detailed understanding of its role in immune responses.

2 Materials and methods
2.1 Monoclonal antibodies

The following murine mADb to human antigens were used:
CBR-IC31 {(anti-ICAM-3, 1gG1) [6], CBR-ICYZ (anti-
ICAM-3, 1gG2a) {9]. 101-1D2 (anti-CDWS0, 12G1) 12}
140-11 (anti-CDwS, 1pG2b)Y [2], 1522011 Ganti-CDwSt,
IgG1), Cris-1 (anti-CD35, 1gG2a) [10] and 134-2C2 (IgM,
CD26) [11],W6/32 (anti-HLA-A, B, C, 1gG2a) [12], TS1/22
{anti-CD1la, IgG1) {13}, N5t and nonbinding control mAb
X63 {1gGl).

2.2 hmmunofluorescence assay (IF)

PBMC and cell lines (1090.1 mi) were washed with IF
buffer (PBS containing 0.02 mm NaNj and 1% BSA) and
incubated with mAbD at saturating concentration for 30 min
at 4 °C, washed twice with IF buffer, and then incubated
with FITC.conjugated goat anti-mouse lg (Sigma.
St. Louis, MO) for 30 min at 4 °C. Cells were analyzed ona
FACStar-plus (Becton Dickinson, Mountain View, CA). In
the cross-blocking experiment with CDw50 and ICAM-3
mAb, PHA-stimulated PBMC were first incubated with
saturating concentrations of each antibody, washed twice
with IF buffer, and then stained with fluorescein-conju-
gated CDw30 mAb. The Cris-1 (a8 CD5 mADb) and NSt
ascites were utilized as controls. The positive cell percen-
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tages were established by marker positioning so that
negative control gives less than 2% positive cells. Immu-
nofluorescence FCM of L cell transfectants was performed
on an EPICS V analyzer (Coulter Diagnostics, Hialeah,
FL) as previously described [5].

2.3 Immunoprecipitation analysis

For radiolabeling with '3, PBMC were surface labeled
with '] using lodogen (Pierce, Rockford, IL) [14]. After
labeling. 2.5 x 107 cells were lysed in 1 ml lysis buffer
(10 mm Tris-HCI pH 8.0, 150 mm NaCl, 1 mm EDTA,
I mM EGTA. 1% NP40, | mM NaF, 3 mM NaN;, 1 mM
benzamidine HCl. 10 mM iodoacetate, 1 mM PMSF,
20 ug/ml egg white trypsin inhibitor, 1 pg/ml chymostatin,
| ug/mlleupeptin and 1 pg/ml pepstatin) for 45 min on ice.
Nuclei insoluble debris were removed by centrifugation at
14000 % g for 10 min and lysates precleared with normal
rabbit serum. plus an unrelated mAb and protein A-
Sepharose (Pharmacia). All preclearing reagents were
prewashed in lvsis buffer. Immunoprecipitation was per-
formed with the indicated mAb (Fig. 1) for 1 h at 4 °C and
immune complexes fixed on rabbit anti-mouse immunoglo-
bulins (Dako. Denmark) pre-coupled to protein A-Sepha-
rose. washed five times with washing buffer (50 mmM Tris-
HCIL. 150 myt NaCl. 5 mM EDTA, pH 8.0, 0.05% NP40 and
0.05% SDS) and eluted with 2 x SDS sample buffer and
then analyzed on 8% polyacrylamide slab gels [15]. For
sequential immunoprecipitation studies '2I-labeled PBMC
lysates were precleared six times with one of either
101-1D2, CBR-IC3/1, CBR-IC3/2 or 134-2C2 mAb and

5 6 7

8 9 10 11
kD

200 -

12 13 14 15
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Figure 1. Sequential immunoprecipitation analysis. Lysates from
"**I-labeled PBMC were precleared six times with one of cither
101-1D2 (anu-CDw30), CBR-IC3/1 (anti-ICAM-3), CBR-IC3/2
(anti-ICAM-31 or 134-2C2 (anti-CD26) mAb. and immunopreci-
pitated with each of the other three remaining mAb. Lanes 1-4:
immunoprecipitates with 134-2C2, 101-1D2, CBR-IC3/1 and CBR-
IC32 mAb. respectively. Lanes 5-7: immunoprecipitates with
101-1D2 mAb after preclearing with 134-2C2. CBR-IC3/1 or
CBR-IC3/2 mAb. respectively. Lanes 8-10: immunoprecipitates
with CBR-1C> 1 mAb after preclearing with 134-2C2, 101-1D2 or
CBR-1C3/2 mAb. respectively. Lanes 11-13: immunoprecipitates
with CBR-1C>2 mAb after preclearing with 134-2C2, 101-1D2 or
CBR-IC3/1 mAb. respectively. Lanes 14-16: immunoprecipitates
with 134-2C2 mAb after preclearing with 101-1D2, CBR-IC3/1 or
CBR-IC3/1 mAb. respectively. All immunoprecipitates werc ana-
Ivzed by 10%: SDS-PAGE and subjected to autoradiography.
Molecular mass of standards are shown between lanes 4 and 5.

16
88 pretreated with 20 pg/ml of purified mAb for 30 min at

CDw50) or ICAM-3 1509
immunoprecipitated with each of the other three remaining
mAb. The immune complexes were fixed on rabbit anti-
mouse immunoglobulins (Dako) pre-coupled to protein
A-Sepharose, washed, eluted with SDS sample buffer and
analyzed on 10% polyacrylamide gels, as mentioned above.
SDS-PAGE molecular weight standards (Bio-Rad, Rich-
mond, CA) were used. Gels were stained with Coomasie
blue, dried and exposed to Kodak X-Omat AR films with
Dupont intensifying screens at — 80 °C.

1

2.4 L cell stable transfectants

ICAM-3* L cell stable transfectants were generated as
described [16. 17]. Briefly, murine L cells were transfected
by calcium phosphate with ICAM-3 cDNA in Ap'M9 [9]
(pCDIC-3; 8 pug) and pneo plasmid containing the G418
selection marker (100 ng). Transfectants were selected and
maintained in a selection media that consists of 10%
FBS/DMEM containing 400 pg/ml G418 (Geneticin. Gibco
Laboratories, Grand Island, NY). Untranstected L cells
are maintained in DMEM without G418. L cells were
detached with 10 mm EDTA/HBSS. washed three times in
10% FBS/DMEM, and then used for either flow cytometric
analysis or binding to LFA-1-coated plates.

2.5 Adhesion assay

Adherence of Lcell transfectants to purified LFA-1
absorbed onto 96-well polystyrene microtiter plate was as
previously described (5, 17]. Briefly, fluoresceinated L cells
were resuspended in PBS, 2 mM MgCly, 5% FBS (assay
media) at a concentration of 10° cells/ml. Cells were

room temperature, and 5 x 10* ce!ls were transferred to

¢ each well. Some wells were pretreated for 30 min at room

temperature with 20 ug/ml of purified TS1/22 (anti-LFA-1a
mADb). Cells were allowed to settle and adhere to the
solid-phase LFA-1 for 1 h at 37 °C. Unbound cells were
washed with four aspirations through a 25-gauge needle

+ followed by two aspirations through a 23-gauge needle.
| Bound cells were quantitated in the 96-well plates using a
¢ Pandex  fluorescence  concentration  analyzer (IDEXX
5 Corp.,Westbrook, ME).The number of LFA-1 sites/micro-

titer well was determined using saturating amounts of
125]-labeled TS1/22 mAb [18]. Assuming monovalent bind-
ing of the mAb [18], the density was 700 sites/um?.

2.6 Peptide sequence of CDw50

CDws50 protein purification was baed on a method pre-
viously described with some modifications [19]. Briefly,
CDw50 was affinity purified from 8 x 10 PBMC lysed with
80 ml of 0.5% NP40 lysis buffer (with protease inhibitors)
on a 101-1D2 mAb-coupled immunoaffinity column. The
column was washed with 150 ml of lysis buffer and 15 ml of
I M MgCl,. CDw50 protein was selectively eluted with 4 M
MgCl,. After concentration (Centricon 30, Amicon. Bev-
erly, MA) the sample was submitted to SDS-PAGE on an
8%-gel, under reducing conditions, and semi-dry clectro-
blotted (4 mA/cm?) with tricine transfer buffer (39 mm
tricine, 48 mMm Tris-base, 1.3 mm SDS and 20% methanol)
to nitrocellulose, the band was visualized by Ponceau S, and
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cut out. The excised nitrecellulose membrane was digested
with cyanegen bromide in formic acid. After drying and
redisselving, peptides were separated by 28% SBS-PAGE
and semidry electroblotted as above te pelyvinylidene
diflueride (PVDF). The PVDF membrane {(PVBDF-Pro-
blet, Applied Biosystems, Forster City, CA) was stained
with amide black and peptide bands were cut sut and
micresequenced directly from PVDF en an Applied Bio-
systems 470A Micresequencer.

3 Results and discussion

CDw30 and ICAM-3 mAb shewed similar reactivities on all
cell lines tested (Table 1). Both melecules are leukecyte
restricted in their expressien. and are negative on nenlym-
pheid cell lines U937, K562 and Hela. Seme differences
hetween this cellaberative analysis and previous data of
cach group were ebserved: the HPB-ALL T cell line and
the B cell lines Daudi, Raji. and Nalm-6 were pesitive
{Table 1} These differences can be acceunted by variatiens
i these cell hines,

o the CB Guide of the Fourth Internatienal Werkshep on
Human Leukocyte Bifferentiatien Antigens, CBw58 was
described as a heterodimer of 146/108 kPa which was
poteatially phesphatidylinesitel (Pi)-linked [28]. As
FCAM-3 is a single-chain melecule of M, 124088 and is net
P1linked. it was not immediately recognized te be identical
to CBwi0. Immuneprecipitates of ICAM-3 and CBwS5@
were carried out and revealed a pretein of M, 124680
{Fig. 1. lanes 2-4). Sequential immuneprecipitatien were

Table 1. Comparison of CBw38 and ICAM-3 cell distribution

Cell tyvpe Percent pesitive cells®

161-1B2  140-11  @BRIEY1 CBR-IE32
Teell lines
CEM ERR S S 2 o o+
MeLT4 Rk = R S
JURKAT b + 4 g
HSB2 S S S SRR S R
HPB-ALL e + o E
B cell lines
DAUDI b + 4+ g EXE )
RAH + + + s
RPMI-8226 T + e b
NALM-6 + ERES - e
KM3 + + + +
RAM@S + + + +
Nen lvmphoid cell lines
HL-68 e b o e
1-937 8 8 [ 8
K-562 @ @ @ 8
HELA @ @ & [

ub Membirune expression determined by indivect immunofiuores-
cence FOM with CBwS0 (101-1B2, 140-11) and ICAM.3
(CBR-IC3/1 and CBR-ICY2) mAb, +++ = >00%,
= 30-90%, + = 20-30%, 0 = < 20%. Pesitive ccll pere
centages were esiablished by histegram Substraction en g
FACStar-phus {Becton Bickinson).
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performed to determine whether the mAb identified the
same protein (Fig. 1). Twe ICAM-3 mAb (CRB-IC3/1 and
CBR-1C3/2), ene CBwWS0 mAb (101-1B2) and a centrel
CB26 mAb (134-2C2) were utilized. The anti-CBwS8 mAb,
181-1D2. was able to completely preclear-all the ICAM-3
antigen (Fig. 1,lanesYand 12) and both anti-ICAM-3mAb
were able to preclear all the CDw3@ antigen (Fig. 1. lanes 6
and 7). We concluded that anti-CBw58 and anti-1CAM-3
mAb recegnize the same melecule,

Cress-blecking Studies were then performed with CBw38
and ICAM-3 mAb to determine if similar epitepes en the
melecale were recegnized (Table 2). PHA-stimulated
PBMC were incubated with an unlabeled blecking antibe-
dy. fellewed by a flueresceinated test antibedy and immu-
nofluerescence FCM. In all cases, staining by the flusres-
ceinated mAb was inhibited after pretreatment with the
same unflueresceinated mAb, The ability of the CBR-IC3/2
mAb te diminish staining of the flueresceinated 161-1B2
mAb shows that these twe mAbs recognize similar epitopes
en the same melecule. The epitepes recegnized by mAb
146-11, 152-2B 1, and CBR-IC3/1 seem to be differant.

Te demenstrate further that CBw38 and ICAM-3 are the
same melecule, immunefluerescence FCM was performed
onmeuse L cells stably transfected with the ICAM-3¢cBNA
{Fig. 2). The ICAM-3* L cells reacted specifically with beth
ant-ICAM-3 (CBR-IC¥1) and anti-CBwse (181-1B2)
mAb. The tansfectant alse reacted with five other anti-
ICAM-3 mAb, including CBR-{C3/2, as well as with the
CBw5l mAb, 140-11 and 152-2P11 (data net shewn). The
ICAM-3* L cells were then tested for binding te purified
LEFA-1 and fer the ability of anti-ICAM-3 and anti-CBw5¢
mAbs te inhibit this adhesion (Fig. 3). L cell transfectants
expressing ICAM-3 beund efficiently te purified LEA-1 on
plastic, while untransfected L cells bound peerly, shewing
equivalent binding te substrates bearing LFA-1 and BSA
(Fig. 3). Binding of ICAM-3* L cells te LFA-1 was blocked
by LFA-1 mAb, and to varying degrees by anti-ICAM-3 and
anti-CBw50 mAbs (Fig. 3). In agreement with the finding
that CBR-IC3/2 and 101-1B2 mAb recognize the same
epitepe, both melecule are inefficient at inhibiting interac-
tien to LFA-1. The other CBwS8 mAb and CBR-1C3/1 each
partially block adhesion to LFA-1, This demonstrates that

ANT!-%CAM*S ANTI-CBw58
L CELLS
Licamal [} AN
8 00 WS ) g@‘ ) {w@

FLUG®RESCENCE INTENSITY

Figure 2. JCAM-3 ¢BNA wransfectants are recognized by anti-
CHwS0 and anti-ICAM-3 mAb. L cells stably transfected with
ICAM-3 cBINA or untransfected L cells labeled with saturating
ameunts of centrol mAb x 63 {thin line) or mAb 104-1B2
{ant-CBw30) or mAb CBR-ICY! {anti-ICAM-3) followed by
?g'(}am%vﬁmusc Iz, Celis were subjected 1o Immunefiuorescent
FOM.
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Table 2. Cross-competition of CDw30 and ICAM-3 mAb?

:Second

CDw30 or ICAM-3 1511

First incubation (ascites fluid or purified-mAb)
incubation S :
Cris-1 101-1D2° 140-11 - 152:2D11 CBR-IC3/1 CBR-IC372 NS1 -
. ) . . a) PHA-stimulated PBMC were first
Cris-1 30 92 90 90 90 92 92 incubated with saturating concentra-
101-1D2 99 20 99 99 9 10 99 tions of each antibody and the second
152-2D11 99 9 99 50 . 99 9 99 incubation performed with affinity-

purified fluorescein-conjugated mAb.

Cris-1 (a CD3 mAb) and NS1 mAb-containing ascites fluid were utilized as controls. The positive cell percentages were established by
marker positioning so that negative background gives less than 2% positive cells on a FACStar-plus (Becton Dickinson).

3 mAD pretreatment
W NomAb
By CBR.ICHI
LICAM.3 %% CBR-ICI?
SRR @ 1o
i 0O -1t
= 152.2D11
' 0 Tsvz
| 3 [] Control (No LFA-1)
L L
;__(
3 20 0 66 30 100

Transfectants Bound (%)

Figure 3. Adhesion of ICAM-3transfecied cells to purified LFA-1.
Murine L-cells either stably transfected with ICAM-3 ¢cDNA or
untransfected were allowed to bind to LFA-1-coated microtiter
wells for 60 min at 37 °C and washed four times by aspiration
through a 23-gauge needle followed by two aspirations through a
23.gauge needle. Control wells lacked LFA-1. Cells were pre-
treated with saturating concentrations of one of the following
mAb: W6/32 (anti-HLA. A. B, C). CBR-IC3/1 (anti-ICAM-3),
CBR-IC3/2 (anti-ICAM-3), 101-1D2 (anti-CDw50}, 140-11 (anti-
CDw30). or 152-2D11 (anti-CDw50). Aliernatively, the absorbed
purified LFA-1 was pretreated with mAb TS1/22 (anti-LFA-1a).
One of four representative experiments is shown and errors bars
indicate one standard deviation.

CDw30 mADb recognize the expressed ICAM-3 cDNA and
are capable of inhibiting LFA-L:ICAM-3 interactions.

Lastly. comparison between the deduced amino acid
sequence dJderived from the ICAM-3 cDNA and the
sequence of three peptides obtained through microse-
quencing of purified CDw30 reveal them to be identical
(Fig. 4).

ICAN~3 {167-183) KQPQGLEGLFVNTSAPRQGQLRTFY

TIWSU  (PEPTIZX 2) QPQGLGLFVXTSAPRQLRTPIFV

IEAM-3 (239-233) N NHUDTLTATATATARADQEGARETLIV

TIWSQ (PEPTIOT 3y NXCOTLTATATATAXAXQEGARETIY

ITAM~3 {308-33% HAGSGARVOVTLDGVPAAAPGQPAGQGLOLNAT

IIWED (PEPTIZT 1 AGA;VQVTLDGVPlAAPGQPAQLQLNa\T
Figure 4. Identity between deduced ICAM-3 protein sequence
from the eDN A and CDw50 partial peptide sequence. Numbering
ot ICAM-3 2mino acid positions are from de Fougerolles et al. [9].
Assignment of X in the CDw30 peptide sequence represent
non-identifizdle signal in the sequence analysis.
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4 Concluding remarks

Immunochemical, functional, and protein sequencing stu-
dies confirm that ICAM-3 and CDw50 are indeed the same
molecule. Animportant role for ICAM-3 in the initiation of
immune responses is implied by the finding that adhesion of
resting T lymphocytes to purified LFA-1 occurs primarily
via ICAM-3, combined with the fact that ICAM-3 is much
better expressed than other LFA-1 ligands on resting
monocytes and lymphocytes [6]. In support of this hypo-
thesis is the finding that anti-CDw50 mAb are capable of
partially inhibiting primary allogeneic responses [2]. Also
of interest is the finding that upon stimulation with PMA or
a physiologic stimuli, such as T cell receptor cross-linking,
CDw50 becomes rapidly and transiently phosphorylated on
serine residues {21]. The functional significance of this
phosphorylation is unknown, but interestingly, although all
ICAM are very homologous to each other in their extra-
cellular domains, their cytoplasmic domains are poorly
conserved. Indeed, neither mouse nor human ICAM-1or-2
contain any serine residues in their cytoplasmic region,
whereas human ICAM-3 contains five such residues. By
gaining information about ICAM-3 and CDwS50, a clearer
picture should emerge of the role of ICAM-3 in immune
responses.
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4.3.- PAPER DEL CD50
EN LES FUNCIONS ADHESIVES CEL-LULARS:

LA SENYALITZACIO A TRAVES DEL CD50 (ICAM-3)
ESTIMULA LA UNIO DELS LIMFOCITS T
A LES CEL-LULES ENDOTELIALS
DE VENA UMBILICAL HUMANA |
A LES PROTEINES DE LA MATRIU EXTRACEL-LULAR
VIA UN INCREMENT DE LA FUNCIO INTEGRINA 811 B2,

4.3.1.- RESUM.

Un cop identificat el CD50 (a partir del V International Workshop on
ﬂH&maﬂ Leukocyte Differentiation Antigens, al novembre de 1993, aquest és
gl hom aceptat psl grup de diferenciscio 50} com la molécula d"adhesié ICAM-
3, ens plantejarem estudiar el paper d"aquesta molécula d"adhesié en diferents
funcions adhesives cel-lulars: I"interaccié limfocit-cél-lula endotelial, la unid
dels limfocits a la Matriu Extracel-tular (M.E.} i el model d'interaccions
interlimfocitaries que és 'agregacid homotipica. Com a model de cél-lufa
endotelial hem utilitzat les Caél-lules Endotelials de Vena Umbilical Humana
{HUVECs].

La regulacié de "adhesi6é dels limfocits T a les cél-lules presentadores
d'antigen, a les cal-lules endotelials i a les proteines que configuren la MLE.,
és un procés crucial en "activacid d’aquests limfocits i Hlur migracié als llocs
de lesid tisular. En aquest estudi, demostrem que els tres anticossos
monoclonals {AcMos o mAb} que reconeixen tres diferents epitops de la

125



CD50 1 la resposta immunitdria

molécula CD50 (ICAM-3), s6n capagos d’augmentar {"adhesié dels limfocits
T a HUVECs estimulades amb Factor de Necrosi Tumoral a (TNF-a} i a diverses
proteines de la M.E. Aquest fenomen es veu mitjancat per un augment de
'avidesa de les integrines £, i 8,. Aquesta afirmacié es basa en els seg;:ients
fets:

a) L'adhesid dels limfocits T a les HUVECs indutda per "estimulacié del
CDB0 és abrogada pel bloqueig simultani, amb AcMos, de ["adhesid
mitjancada per les integrines B, i B,, perd només parciaiment inhibida davant
del bloqueig individual de qualsevol de les dues vies.

b} Els AcMos anti-CDB0 augmenten les adhesions, vehiculitzades per
les integrines By, dels limfocits T a la M.E. i a péptids sintétics darivatsbdé la
fibronectina {seqtiéncies de les zones d'unid).

¢} Els AcMos anti-CD50 augmenten l'adhesié dels limfocits T a cél-lules
COS-7 (linia fibroblastica de primat) transfectades amb [CAM-1.

d) Els AcMos anti-CDB0 augmenten ["agregacié homotipica dels
limfocits T. “

e} L'estimulacié dels limfdcits T no modifica els patrons d’expressié de
les integrines B, i B,, en llurs membranes cel-lulars.

Aquests resultats suggereixen que la moldcula CD50 (ICAM-3)
possiblement juga un papel central en la iniciacié de la cascada de processos
adhesius que pot resultar crucial per ["activacié immunitaria | per al

desenvolupament de les lesions inflamatories.
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4.3.2.- ARTICLE.
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CD50 (ICAM-3) increases lymphocyte integrin function 1377

Signaling through CD50 (ICAM-3) stimulates

T lymphocyte binding to human umbilical vein
endothelial cells and extracellular matrix proteins
via an increase in f1 and B2 integrin function®

Regulated adhesion of T lymphocytes to antigen-presenting cells, endothelial
cells and extracellular matrix proteins is crucial in T lymphocyte activation and
migration to the sites of injury. In this study, we show that three monoclonal
antibodies (mAb) recognizing different epitopes on the CD50 (ICAM-3)
molecule increase T lymphocyte adhesion to tumor necrosis factor (TNF)-
stimulated human umbilical vein endothelial cells and extracellular matrix
proteins. These phenomena are mediated by an increase in B1 and B2 integrin
avidity since (a) CDS0-induced adhesion to endothelial cells was abrogated by
simultaneous blocking of $1- and pf2-mediated adhesion pathways but not by
interfering with either one individually, (b) CD30 mAb increased $1 integrin-
mediated adhesion to extracellular matrix proteins and to fibronectin-derived
synthetic peptides, (c) CD50 mAb enhanced T lymphocyte binding to ICAM-1
transfectants, and {d) CD50 mAb did not modify surface expression patterns of
B1 or B2 integrins on T lymphocytes. Our data suggest that constitutively
expressed CD50 (ICAM-3) can play a pivotal role in initiating a cascade of
adhesion events which may be crucial in immune activation and in the
development of inflammatory lesions.

1 Introduction

Cell-cell interactions are critical at key points of immune
and inflammatory responses such as antigen recognition,
lymphocyte traffic between lymphoid organs and the
bloodstream and lymphocyte migration to sites of injury
(reviewed in [1-3}). Among the complex array of adhesion
receptors on the lymphocyte surface, lymphocyte integrins
play a major role in mediating both cell-cell and cell-
extracellular matrix interactions [3-5].

Integrin-mediated adhesion between lymphocytes and oth-
er cell types include interactions between members of the
B2 integrin family such as LFA-1 and integrins of the B1
family such as VLA-4 and their counter-receptors on
adjoining cells, intercellular adhesion molecules (ICAM),
and vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), respec-
tively {2, 3]. Lymphocyte interactions with extracellular
matrix proteins, such as fibronectin, laminin and collagens,
occur mainly through 81 integrins, the VLA family of
extracellular matrix receptors [3-5}.

(1 12816]
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Beside mediating adhesion, most of these interactions have
been demonstrated to be co-stimulatory and to have a
major role in amplifying lymphocyte activation triggered by
stimuli mimicking specific antigen recognition [6-~10]. On
the other hand, biological activity of lymphocyte integrins
is mainly functionally regulated. Affinity of integrins for
their ligands is relatively low on resting lymphocytes.
However, mAb cross-linking of the CD3/TCR complex as
well as of several accessory molecules on lymphocyte
surface results in stimulation of integrin function
[5, 11-13]. A dramatic increase in integrin affinity also
results from lymphocyte treatment with either phorbol
esters [3, 11] or calcium ionophores [14].

LFA-1-mediated adhesion and co-stimulatory functions
occur through interactions with three counter-receptors:
ICAM-1, ICAM-2, and the recently cloned 1CAM-3
{3, 15~19]. Among them, ICAM-3 has some very distinct
characteristics: unlike its homologues ICAM-1 and ICAM-
2, it is not expressed on human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC) and it is expressed at high levels on resting
lymphocytes [16-19]. Furthermore, in vitro, resting lym-
phocytes preferentially use ICAM-3 to bind purified LFA-1
[16]. Based on these observations, a pivotal role for
ICAM-3 in the initial interactions of immune recognition
and lymphocyte activation has been postulated [17, 18].

Recently,we have demonstrated that ICAM-3 is identical to
CD350, aleukocyte surface antigen originally defined by two
mAbD (101-1D2 and 140-11) produced and characterized in
our laboratory [20, 21]. The ability of CD50 mAb (101-
1D2) to inhibit proliferation in primary mixed lymphocyte
culture [22] further supports a crucial role for CD50
(ICAM-3) in immune recognition.

We now demonstrate that signaling triggered by several

CD50 mADb stimulates Bl and 82 integrin function on
T lymphocytes. This observation supports the importance

0014-2980/94/0606-1377$10.00+ .25/0



CD50 i la resposta immunitdria

1378 M. C Cid, 1. Esparza, M. Juan etal.

of constitutively expressed CD50 (ICAM-3) in potentiating
a cascade of adhesive events essential for lymphocyte
activation and tissue infiltration.

2 Materials and methods
2.1 Antibodies and other reagents

mAb RM3.A5 (CD54, ICAM-1, IgGl), 101-1D2 (CD50,
ICAM-3, 1gG1). 140-11 (CD30, ICAM-3, 1gG2b), 152-
2D11 {CD50, ICAM-3, IgG1}. and 68-3A35 (CD18, LFA-1
$2 chain) were prodaced and characterized in our labora-
tory {20-23}, Leu 16 (CD20, IgG1) and Leu 4 {(CDd) were
purchased from Becton Dickinson, Mountain View, CA.
HP 2/1 (CD49d. a-chain of VLA-4 integrin), X20 (CD29,
VLA integrin 1 chain, IgG2a), and SAM1 (CD4%, a5
chain of VLA-S integrin) were purchased from Immuno-
tech {Marseille, France).

Mouse laminin was kindly provided by Dr. H, K. Kieinman
{National Institute of Dental Research, Bethesda MD).
Human fibronectin purified from human plasma was
purchased from Sigma Chemical Company (St Louis, MO),
Collagen I and collagen I'V were obtained from Collabora-
tive Research {Bedford, MA)}. Fibronectin-derived syn-
thetic peptides EILDVPST and GRGDSPC were pur-
chased from Peninsula Laboratories {Belmont, CA)L

2.2 Cell culture

HUVEC were obtained from freshly delivered umbilical
cords as previously described [24]. Cells were grown at37°C
in an humidified 3% CO, atmosphere in medium M199
{Gibeo Laboratories, Grand Istand, NY} with 20% iron-
supplemented calf serum {Hyclone Laboratories, Logan
UT), 200 pg/ml endothelial cell growth supplement
(ECGS) (Collaborative Research), 100 U/ml penicillin-
streptomycin, 30 pg/ml gentamycin, 2mM glutamine,
2.5 wml amphotericin B {Gibco Laboratories), and
50 Uimt sodium heparin {Fisher Scientific, Fair Lawn,
NI).

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained
by Ficoll-Pielograf gradient centrifugation, and enriched
T cell populations were prepared by nylon wool adherence,
An additional 30-min incubation on 150 X 25 mm tissue
culture dishes at 37°C was performed in order to remove
potential remaining monocytes. This procedure yielded
97% CD3* cells and < 1% monocytes ({CD14+ cells) as
assessed by flow cytometry. PBMC, T lymphocytes, and
MOLT- and CEM T-derived cell lines were maintained in
RPMI 1640 (Gibeo) supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS) and antibiotics as above,

2.3 Auachment assays

HUVEC (passage 4~7) were plated on gelatin-coated
96-well plates and grown for 48 h until confluence. Prior to
attachmeznt  assavs, HUVEC were stimulated with
200 U/mi TNF-a {Genzyme, Boston, MA) for 6 h. T lym-
phocytes or T lymphoblastoid cell lines were incubated
with mAb for 30 min at 4°C. Hybridoma supernatants were
used atz 1: 2dilution and commercial affinity-purified mAb

Eur, L Immunol. 1994, 240 13771382

were used at 10 pg/ml, Cells were washed in RPMI 1640
medium with 5% fetal calf serum and resuspended at
1 % 105 cells/ml,

Lymphocytes (2 X 10°well) were incubated with HUVEC
monolayers for 30 min at 37°C. Nonadherent cells were
removed by aspiration and the wells were washed once with
warm medium with 5 % fetal calf serum.The adherent cells
were fixed and stained with Diff-Quik (Baxter Healthcare
Corporation, McGaw Park, IL). The area occupied by
adherent cells was measured using 3 computerized digital
apalyzer {Microm lmage Processing IMCO, Kontron Elec-
trondk, Munich, Germany) and expressed as percentage of
the area covered by the input cells. The experiments were
done in triplicate wells and four to six representative fields
for each condition were measured.

Extracellular matrix (ECM) proteins were diluted in PBS
and 96-well plates were coated with laminin, fibronectin,
collagen I or collagen IV at 10 pgfwell. In other experi-
ments, wells were coated with fibronectin-derived synthetic
peptides at various concentrations {10--40 ng/well). After
an overnight incubation at 4°C, the remaining fluid was
aspirated. Lymphocytes, prepared as above, were allowed
to settle down on ECM proteins for 30 min at 4°C and
incubated at 37°C for 10 min., Washing, staining and
measuring were performed as described above. All exper-
iments were done at least three times and one representa~
tive experiment is shown.

2.4 Flow cytometry analysis of cell surface receptors

Adherent cells were released with Versene {Gibeo). Cells
were suspended in wash buffer (2% FCS, 8.1% NaNj in
PBS) and 100 pl of a 109 celis/mi suspension was incubated
for 30 min at 4°C with a 1:2 dilution of mAb-containing
hybridoma supernatants or a 1:100 dilution of affinity-
purified mAb. After two washes, cells were incubated with
FITC-conjugated goat anti-mouse Ig (Sigma) at 1:50
ditution for 30 min at 4°C, rinsed twice, and subjected to
flow cytometry (FACStar plus, Becton Dickinson Immuno-
cytochemistry systems, San Jose, CA). Simultaneous
detection of CDI8 and CH2Y antigens on lymphocytes afier
stimulation with CDD50 mADb was done in a single step using
FITC-conjugated anti-CD18 (68.5A5) and phycoerythrin-
conjugated anti-CD29 (4B4-RDI) (Coulter Immunology,
Hialeah, FL).

2.5 CD534 (ICAM-1) transient transfection of COS-T
cells

COS-7 cells (AmericanType Culture Collection, Rockville,
MD} were transiently transfected with the expression
vector pCDMS containing the CD354 (ICAM-1) full-length
cDNA (kindly provided by Dr. D. L. Simmons, ICRF
Laboratories, Oxford, GB). Plasmids were transfected into
60-80% confluent COS-7 cells using DOTAP liposomes
{Boehringer-Mannheim, Mannheim, Germany). After
48 h cells were trypsinized and plated on gelatin-coated
96-well plates and grown for 24 h until confluence. Lym-
phocyte adhesion assays to CDS4 (ICAM-1) transfectans
were performed as described for HUVEC. Prior 1o
attachment assay, transfection efficiency was evaluated by
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flow cytometry using the CD34 (ICAM-1) mAb
RM3.AS.

2.6 Hometypic aggregation

PBMC or T iymphocytes were placed in flat-bottom %6-well
plates at 2 X 10° cellshwell and incubated at 37°C up 0
7 days with either plain medium, CI33 mAb at 10 pgimi,
PMA (Sigma) at 10 ng/ml or CD30 mAb (1:2 hybridoma
fluid dilution). CD50 mAb were tested alone or with the
simultaneous presence of blocking CD18, CDS4, CD2% or
CIHed mAb. Theeffect of CDS0 mAb was also evaluated in
the presence of suboptimal PMA concentrations (I ngfml}
Aggregation was estimated visuslly with an inverted
microscope with phase contrast optics {(Olympus, OM
system CK2) and semi-quantitatively expressed using a
previously defined scoring system ranging from 0 to 5 +
{15}
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Figure 1. (A) CD30 (152:2D11} mAb increases T lymphocyte
adhesion 1o TNF-stimulated HUVEC. T lymphocytes were ingus
bated with various mAb and allowed to adhere to TNF-stimulated
HUVEC. CD3 mAb and PMA (10 ng/ml) were used as positive
and CDT> mAD as negative controls, Bars represent mean =+ SE.
{B) Identizal patierns of CD18 2nd CD2Y exprassionon T lympho-
¢ytes are Jound before {upper graph) and after {lower graph)
axposure 15 CD{1322D11) mAb for 30 minat 4°C followed by a
D-minin: abationat 37°C, Resting or CDS0-bound T lymphocytes
were incudated with a FITC-conjugated CD18 and a phycogry
thrin-con; 2gated (D29 mAb. Simubtangous detection of CD 18 and
CD29 surlace expression was assessed by flow cytometry as
described 10 the Sect. 2.4, After a 30-min incubation at 37°C, 2
similar configuration was obtained {data not showa).

TS0 (SCAM-3) increases Iymphooyte integrin function 1379

3 Resulis and discussion

3.1 CD50 mAb increase T lymphocyte adhesion to
TNF-stimulated HUVEC

Resting T lymphocyies adbered pootly to TNEstimulated
HUVEC CD530 mADb treatment of T lymphocytes induced
a twofold increase in adheston 1o TNF-stimulated HUVEC,
The increment in binding promoted by CD50 mAb was
similar to that induced by CD3 mAb and lesser than that
induced by PMA (Fig. 1A), Among the CD50 mAb tested,
152-2D11 was the most active in this system. T-derived cell
lines MOLT4 and CEM expressing high levels of CD3S8
{ICAM-31121, 22] exhibited 2 much higher level of baseline
adhesion than resting T iymphokytes but that was also
increased 1.5-2-fold by CD30 mAb (data not shown).

Although CID50 (ICAM-3) can be expressed on some
endothelium {12}, it was not expressed on HUVEC under
the stimulatory conditions of our experiments {TNFa for
& b} as assessed by How cyfometry {data not shown) and in
agreement with previously published data {186, 19]. No
known ligand for CDS0 (ICAM-3) exists on HUVEC and
no counter-receptor other than leukocyte integrin LFA-1
has been identified so far. Therefore, it seems unlikely that
increased adhesion results from a direct effect of CDSO
mADb on the CD50 (ICAM-3) molecule by modulating its
affinity.

CD350 {(ICAM-3)-induced adhesion persisted when LFA-
VICAM-1 and VLA-4/VCAM-1 adhesion pathways were
separately inhibited by the presence of blocking CD18 or
CD49d mAb, respectively (Fig. 1A). CD50 (ICAM-3)-
stimulated adhesion was po longer apparent when both
adhesion pathways were simultaneously blocked (Fig. 1A)
Based on these observations, the hypothesis that CD3S0
{ICAM-3}-induced adhesion could be indirectly mediated
by an incresse in integrin expression andfor function was
raised. As shown in Fig, 1B, exposure to CD350 mAb under
the same conditions established for the adhesion assays to
HUVEC and ECM proteins or peptides, did not modify
surface expression of total lymphoeyte 81 or B2 inte-
grins.

3.2 CD50 mAb increase T Iymphogyfe adhesion to
fibronectin and functionally active
fibronectin-derived synthetic peptides

We next evaluated §1 integrin function by testing the effect
of CD58 mAb on T lymphocyte binding to extraceliular
matrix proteins. CD30 mAb stimulated adhesion to fibro-
nectin aproximately two-fold {Fig. 2). Binding to laminin,
collagen IV, and collagen I was also increased by CD30
(ICAM-3) mAD but toa lesser extent {data not shown). The
CD3s8 (ICAM-3)-stimulated increase in adhesion was
always fess intense than that promoted by PMA {Fig. 2.
Unlike adhesion induced through other immunoglobulin-
ke surface molecules such as CD31 {25], CDS0 (ICAM-
3)-induced binding was not transient and persisted up to 30,
60, 120 min and 24 h (data not shown). CD30 (ICAM-
I-induced adhesion was mainly VLA-4 and YLA-S
mediated since CD50Q mAD were unable to reverse simul-
taneous blocking of these integrins (Fig. 2). CD30 (ICAM-
3} was alse unable to induce adhesion when Imtegrins of the
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Figure 2. CDS0 {152-2D11) mAb cahances T lymphocyte adhe-
sion to fibronectin. T lymphocytes were incubated with the indi-
cated mAb and adhesion to fibronectin was subsequently tested.
Values are means & SE.
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Figure 4. Comparative effect of CD50 mAb 101.1D2, 140-11, and
132-2D11 on T Ivmphocyte binding to fibrongctin-derived synthet-
ic peptides EILDVPSTand GRGDSPC at 30 ng/well, Specificity of
binding is shown by inhibition with blocking CD49d and CD49e
mAD, respectively

B1 family were interfered with a CD29 antibody blocking
the common Bl chain (Fig. 2). However, CD50 mAb
partially reversed the inhibition achieved by either anti-a4
or anti-a5 separately. As expected, CD50-induced adhe-
sion to fibronectin was not reduced by blocking 82 integrins
with a CD18 antibody (Fig. 2).

The effect of CD30 (ICAM-3) on VLA-4 and VLA-S
integrin function was individually studied by testing adhe~
sion to fibronectin-derived synthetic peptides. EILDVPST
peptide from the CS-1 region of the alternatively spliced
connecting segment of fibronectin and containing the
mintmum LDV {Leu-Asp-Val} sequence required for cell
adhesion {3, 26, 27], was used to test VLA-4 function.
GRGDSPC peptide with the RGD {Arg-Gly-Asp) cell-
binding sequence {4, 5, 27} was employed to analyze VLA~
5 activity,. CD30 {ICAM-3) induced adhesion to both
peptides (Fig. 2). The specificity of binding was confirmed
by inhibiting zdhesion with anti-u4 and anti-a$ blocking
antibodies. respectively,. Among the three CD58 mAb
tested. 132-2D311 exhibited the highest stimulatory activity
{Fig. +1

Fuor. 1. Immunol, 1994, 24: 1377-1382
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Figure 3. T lymphocyte acdhesion to fibronectin-derived synthetic
peptides GRGDSPC (squares) and EILDVPST {circles) in the
presence {fitled symbols) or in the absence {open symbeols} of CDS0
{152-2D11) mAD. All points represent mean & SE.
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Figure 5. CDSO{101-1D2, 140-11 and 152.2D11) mAb-stimulated
binding of T lymphocytes to CDS4-ICAM-1 transfoctants. Adhe-
sion of resting and CD3stimalated lymphoeytes to not transe
focted colis was similar Bors represomt means of duplicate
wells.

3.3 CD50 (ICAM-3) increases T lymphocyte adhesion to
[CAM-1* COS-7 transient transfectants

Since our adhesion experiments to HUVEC suggested that
CD50 mAb increase B2 integrin function on resting T lym-
phocytes, we tested the ability of CD50 mAb to induce
adhesion of T lymphocytes to ICAM-1. As shown in Fig. 5,
CD50 mAb stimulated adhesion of T lymphocytes 1o
COS-7 cells transiently transfected with CD54 (ICAM-1)
¢DNA. The specificity of this interaction was confirmed by
the low level of baseline adbesion of resting or CDSO-
stimuiated iymphocytes to non-transfected COS-7 and by
blocking adhesion to transfected cells with a CD54 (ICAM-
1) mAb. Recently, other investigators have shown that
another CDS0 mAb (HP2/19) is able to induce T lympho-
blast adhesion to immunoaffinity purified ICAM-1 {28},
Our results support that B2 integrin function is alse
stimulated by CDS0 mADb in resting T lymphocytes.

130



Regultats: Capftol III

Bur, . Immonel. 1994, 24; 13771382

Figrre 6. Homotypic aggregation induced by CDS0 mAb. PBMC
were incabated in flat-bottom 96-well plates inthe absence orinthe
presence of mAb as described in the Sect. 2.6. Pictures were taken
at 4 davs. {A) Resting PBMC, {B) aggregation obtained with
1532-2D11 mAb, {C) clustering induced by 140-11 mAb, (D)
aggregation achieved by 101-1D2 mAb, (E) inhibition of 152~
2D11-induced aggregation by CD18 and (F) CD34 mADb. Absence
of inhibizion of 152.2D11-induced clustering by CD29 (G) or
CD49d 1+ H) mAb.

3.4 CD30 mAb promote Iymphocyte homotypic
aggregation

We next tested the integrin-stimulatory effect of CD50
mAb on homotypic adhesion, another model of cell-cell

CD50 {ICAM-3) inereascs lymphocyte intogrin function
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interaction. Incubation of PBMC or enriched T cell popa-
lations with CD50 resulted in homotypic aggregation
(Fig. 6B-D). Clustering began to be slightly apparent
within hours, was fully developed 3-4 days later and
persisted for up to 7 days. Table 1 shows the intensity in
aggregation achieved by various antibodies in different
experiments evaluated on day 4. Variability in response to
CD50 mAb among different donors was observed through-
out this study and this fact was particularly evident in the
homotypic adhesion studies. CD50 {ICAM-3) alone was
able to induce aggregation in two out of three experiments
performed with resting T lymphocytes and in three out of
seven done with PBMC, all from different donors. Howev-
er, CD30 (ICAM-3) invariably promoted a substantial
increase in the low-level aggregation obtained with subop-
timal concentrations of PMA {1 ng/ml). Other investiga-
tors have recently shown that other CD50 mAb (HP2/19
and CBR-IC3/1) rapidly induce T lymphoblast homotypic
aggregation. Taken together, these data suggest that CD50
{ICAM-3) probably requires some degree of baseline
activation to be functionally operative. The transmembrane
and intracytoplasmic domain of CDS0 (ICAM-3)is the least
conserved region when compared to its homologues ICAM-
1 and ICAM-2 [17-19]. It has several serine residues, and
we have previously shown that CID50 undergoes phospho-
rylation upon activation with phorbol esters [22,29].
Although this point deserves further investigation, the
consistent ability of CD50 to increase the slight aggregation
induced by suboptimal concergrations of PMA suggests
that CD50 requires phosphorylation to be functionally
active in homotypic aggregation.

As expected, CD50 (ICAM-3)-induced homotypic adhe-
sion was inhibited by blocking LFA-1, its known ligand
{Fig. 6E). Substantial inhibition was also achieved with a
blocking CD34 {ICAM-1) mAD (Fig. 6F). These results
suggest that CDS0 (JCAM-3) induces aggregation by
activating LFA-1 function and, therefore, by stimulating its
binding to CD50 ICAM-3} itself on the apposing celland to
other counter-receptors such as ICAM-1 or ICAM-2
{Fig. 6). The observation that CD50 mAb 143-11 also
induces homotypic clustering further supports this concept
since it has been shown to inhibit binding of ICAM-3
transfectants 1o purified LFA-1 [21], In contrast, CDS8
{ICAM-3}-induced aggregation was not inhibited by block-
ing CD29 and CD49d mAb, suggesting that CD50 (ICAM-
3)-induced clustering is independent of the f1 integrin-
induced homotypic aggregation pathway which operates
through still incompletely defined interactions [30].

Table 1. PBMC bomotypic aggrepation triggered by CDS0 mAb

Exp. no. 1 2 3 4 5 6 7
No Ab 0 + 0 0 0 0 0
HE B 4 4 G 0 0 Y Y
136-1t ++ s G & it t iy
133201 +4+ R ¢ & 4+ 8 ¢
D3 ++ e+ S + b +F 4 43 ND
PrA® B +4 4 b +b b R R h + ot
PMAR O+ ++ + ++ + + +
PMAM ~ 132 + b+ A+t oot + R b At

a} PMA- 10 ng/ml
bt PMA: 1 ng/ml
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4 Concluding remarks

In summaury, our data demonstrate that CDS0 mAb areable
to siimulate B1 and 52 Intgprin function on T lvmphocytes.
This increase in integtin avidity did sot result from an
incrense In surface exprossion since flow cytomeiry pro-
vided idemtical patterns of O 8 and CD2% expression after
incubation with CD50 mAb at the times tested in adhesion
studies, Qur findings support the idea that CIS0 (ICAM-3)
acts, not only as a counter-receptor for LFA-L but it is itself
2 functionally relevant signaliog molecule {31} Qur exper-
iments [32] indicate that severst CDSGmAD induce tyrosine
phospharyiation and increase eytoselie Ca®* concentration
in CD30expressing celt lines, Phosphorylation events and
increase in intracellular Ca®* levels have previously been
demonstrate to activate lymphocyte integrin function
{5. 14, 33}

A pumber of T lymphooyte surface moleculss have been
shown 10 incroase either B1 or B2 integrin sctivity or both.
These include CD3ITCR {3}, CD31 [25], and & variety of
co-stimulatory molecules such as CD2 {13}, CD28, and
CD7 [14], CD30 (ICAM-3) is unique in that it stimulates
adhesion phenomena in which it is itself involved as a
counter-receptor for LFA-1 in the adjoining esll, Assuming
that CDE0 mAb mimic triggering of signal transduction
throngh CDS0 {TUAM-3) by s Begand, bidirectional LFA-
-ICAM3 interactions on adherent cells may lead to
positive fzedback, progressively reinforcing the strength of
adhesion and stimulating 4 vascade of adhesion events.

We are deeply indebted to Dry, B, K. Kleinman, 5. K. Akivamaand
K. M Yomads (Leboraory of Developmental Blology, NIDR,
Berhesda, 8D for helpful supgestions and commenis.
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4.4.- PAPER DEL CD50 COM A MOLECULA
TRANSDUCTORA DE SENYALS:

LA ESTIMULACIO A TRAVES DEL CD50 (ICAM-3)
INDUEIX EN LA LiNIA JURKAT LIMFOBLASTOIDE T
LA MOBILITZACIO DE CALCI
| LA FOSFORILACIO A TRAVES DE
LES PROTEIN-TIROSIN-KINASES
p59™ | p56™*.

4.4.1.- RESUM.

L'augment de |"afinitat de les integrines limfocitaries 8, i 8, com a
conseqiéncia de l'estimulacié del CD50, ens va assenyalar que aquesta
molécula d’adhesié tenia també una capacitat estimuladora ens els limfocits
T. A partir d’aquesta idea, ens varem proposar estudiar les vies de transduccié
de senyals que emprava el CDbBO, el tercer lligand del LFA-1, per assolir
I"'estimulacio cel-lular, especialment en els limfécits T, donat que com a ICAM-
3, hom havia suggerit que podia vehiculitzar les primeres fases de la resposta
immunitaria.

Varem escollir per a fer-ho el model de cél-lula T que constitueix la linia
limfoblastoide Jurkat, i varem analitzar els processos bioquimics que
acompanyavenl’estimulacié d’aquestes cel-lules amb els diferents AcMos anti-
CD50 que disposem. Aixi, després d’incubar les cél-lules amb I'anti-CD5b0, i
entrecreuar-lo amb sérum policlonal de cabra contra immunoglobulines de
ratoli (GAM), varem detectar un increment en la concentracié de calci
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intracel-lular ([Ca®*},). Aquest increment és sostingut i es deu fonamentalment
a lI’entrada de Ca®* del medi extracel-lular. A més a més, la coestimulacié amb
CD3 incrementa el senyal, i a la vegada, es pot dir que hi intervenen certes
vies de fosforilacié en tirosines. Aquestes dades junt a les cbtin.gtxdes
mitjancant la immunoprecipitacié, després de l"estimulacié del CD50, de
proteines amb fosfotirosines, i les proves d’activitat kinasa in vitro, suggerien
que les Protein-Tirosin-Kinases (PTKs) podien estar implicades en les vies de
transduccid de senyals que vehiculen 'estimulacié a través del CD50. Deﬂ fet,
"estudi de l'activitat kinasa /n vitro mostrava que existeix una activitat
fosforilant en tirosines de manera associada, perd no intrinseca, al CD50. Per
dltim, mitjangant I'ds d’antisérums especifics anti-fyn i anti-lck, varem
demostrar de manera clara que ambdues PTKs, p56'™ i p59™, eren co-
immunoprecipitades amb la molécula CD5O.

Al'anex, es detallen altres experiments, fets en paral-lel amb als estudis
de I"article, que demostren que I"estimulacid de les cél-lules Jurkat a través del
CD50 és capac d’induir !’aparicidde la cadena a del receptor de la IL-2, i, en
presencia de PMA, produir la sintesi de la IL-2 propiament dita. Aixi la induccié
d‘aquests dos ben coneguts marcadors d’activacio, ens permeten afirmar que
és possible produir un cert grau d'activacié cel-fular a través de I'estimulacis
del CD50.

Totes aquestes troballes suggereixen que la interaccié del CD50 amb
el seu lligand natural (LFA-1), condiciona un conjunt de processos
estimuladors importants per a la cél'lula T, que indueixen a pensar que &l
CD50 juga un paper clarament actiu en el processos d’activacié que

acompanyen al reconeixement antigénic.
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4.4.2.- ARTICLE.

CD50 (Intercellular Adhesion Molecule 3) Stimulation

Induces Calcium Mobilization and Tyrosine
Phosphorylation through p59 and p56 in Jurkat T

Cell Line

By Manel Juan, Odette Vifias, M. Rosa Pino-Otin, Lourdes Places,
Eva Martinez-Ciceres, Juan J. Barcels, Agust{ Miralles,
Ramon Vilella, Miguel A. de 1a Fuente, Jordi Vives, Jordi Yagiie,

and Antoni Gayd

From the Servei dImmunologia, Hospital Clinic, 08036 Barcelona, Spain

Summary

The leukocyte differentiation antigen, CD50, has been recently identified as the intercellular adhesion
molecule 3 (JCAM-3), the third counter-receptor of lenkocyte function-assodated antigen 1 (LFA-1).
This molecule seems to be specially involved in the adhesion events of the initial phases of the
immune response. To characterize the role of CD50 in leukocyte interactions, the different molecular
events induced after cross-linking of CD50 on T cell-derived Jurkat cell line have been analyzed.
When cells were incubated with anti-CD50 mAbs and cross-linked with polyclonal goat anti~mouse
immunoglobulins, a rise in intracellular calcium concentration ((Ca®*}) was observed. This
increase in [Ca?*}; was mainly due to the uptake of extracellular Ca®*. This Ca?* flux involved
tyrosine phosphorylations and was further increased by CD3 costimulation. These data, together
with those obtained by phosphotyrosine (P-Tyr) immunoprecipitation and in vitro kinase assays,
suggested the involvement of protein-tyrosine kinases (PTK) in CD50 transduction pathways.
By using specific antisera, the presence of p56'* and p59%® protein tyrosine kinases (PTK) was
clearly demonstrated in the CD50 immunoprecipitates. These findings suggest that the interaction
of CD50 with its natural ligand (LFA-1) may result in T lymphocyte activation events, in which
CD50 could play a very active role after antigen triggering.

he immune system, composed of recirculating cells, uses

a dynamic and complex group of membrane molecules
involved in cell~cell interaction mechanisms that are related
at different degrees to antigen-dependent proliferation (1).
‘These intercellular interactions ate also especially relevant in
several steps of inflammatory and immune responses. Among
these steps, functions such as lymphocyte traffic between lym-
phoid organs and the bloodstream, lymphocyte migration
to sites of injury, and antigen recognition ate to be included
(2). Intercellular adhesion is mediated by many different mol-
ecules, CD50 being a molecule that plays a prominent role
in cell adhesiveness. This molecule has recently been identified
by us as intercellular adhesion molecule 3 (ICAM-3)! (3},
and it has been described as the third counter-receptor for
the leukocyte integrin leukocyte function-associated antigen

t Abbrevigtions used in this paper: [Ca?+};, ibtracellular calcium concentra-
tion; GAM. goat anti~ H lobuling; ICAM, intercellular
adhesion molecule; IP3, p-myo-inositol 1,4.5,-tsisphosphate; LFA-1,
leukocyte-associated antigen 1; PKC, protein kinase C; PTK, protein
tyrosine kinase,

1 (LFA-1) (4, 5). Moreover, CD50 seems to be a relevant
molecule involved in leukocyte interactions (3, 6).

CD50 (ICAM-3) was described as a 120-kD, highly ex
pressed, and hematopoietically restricted leukocyte surface an-
tigen during the IV International Workshop on Human Leu-

~ kocyte Differentiation Antigens (7}, being originally defined

by two mAbs (101-1D2 and 140-11) that were produced and
characterized in our laboratory. The initial description of CD50
mAbs inhibiting allorecognition {(6) suggested that CD50
could be 2 relevant molecule involved in leskocyte interac-
tions. The finding that CD50 became rapidly and transiently
phosphorylated on serine residues (8) upon stimulation ei-
ther by PMA or T cell receptor cross-linking suggested a
biochemical regulation of its function. The analysis of CD50
¢DNA clones {9-11) showed the highest homology with
ICAM-1 and ICAM-2, especially in their extracellular do-
mains. However, comparison of the intracellular regions
showed 2 low similarity, suggesting 2 different function for
the intracytoplasmic domain of each different ICAM mole-
cule (9, 11). Indeed, five serine residues in CD50 cytoplasmic
region are, probably, the residues that become phosphorylated

1747  J. Exp. Med. © The Rockefeller University Press « 0022~1007/94/06/1747/10 $2.00
Volume 179 June 1994 1747-1756

137



CDp50 1 la resposta immunitdria

in CD50 niolecule after protein kinase € (PRE}S stimulation
induced by PMA or CD3 (8). This phosphorylatien could
be a way of controlling a possible CD50 function, such as
the LFA-1 phosphorylation in response to phorbol ester (12}
Unlike its homologous ICAM-1 and ICAM-2, this new
member of the Ig gene superfamily is highly expressed on
resting lymphocytes. This fact strongly suggested that CD30
is preferentially used by lymphocytes in the LFA-1-mediated
binding during the initial interactions of immune yecogni-
tion and lymphocyte activation (5, 9). Furthermore, its lack
of expression in endothelial cells (9, 10) leads us o assume
that its possible role in the leukocyte-endothelial cell is indirect.

It has been repeatedly described that, in the ICAM-1/LFA-L
interaction, the LFA-1 plays the most fmportant rolein signal
transduction {13-17). This signaling pathway threugh LFA-1
involves calginm mobilization, phosphoinositide hydrolysis,
amplification of CD3-dependent J1.-2 production, and prolifer-
ation and enhancing antigen presentation in B cells, Whereas
direct intracellular signaling pathways through LFA-1 hawe
been extensively described, there are fow data about transe
ducing effects through ICAM-1 (18, 15} and ICAM-2 (20},
All these data suggested that the main functional roleof both
ICAM-1 and ICAM-2 was their binding with LEA-{ which
triggered some transduction signals that affected directly other
stimulatory surface proteins, enhancing cell activation. If one
considers the high homology of CD50 with ICAM-1 and
ICAM-2, and the fact that Hulde is known sbout the func-
tionsl involvernant of CD50 in cell activation it could essily
be assumed that CD30, like ICAM-1 and ICAM-2, would
play only a secondary role in signal transduction. However,
since its first description (3), the important differences, de-
seribed above {cell distribution and cell induction, intracytos
plasmic domain, phosphorylation by PRC stimulation), suge
gested that CDS0 could play 2 more active role in signal
transduction than ICAM-1 or ICAM-Z.

To amalyze the role of CD30 in immune interactions, the
ability of anti-CD50 mAbs to transduce signals into Jurkat
cells, a T-derived cell line, was studied. In this study, direct
blochemical and cellular evidences ate described showing that
CD350 {JCAM-3) is 2 molecule capable of transducing signals
acrass the plasma membrane of these cells. More precisely,
our results show a direct relationship between two protein
tyrosine kinases {PTKs), p36** and p59% (two nonreceptor
PTKs of the sre family), and CD50 molecule, suggesting their
involvement in the CD50 signaling pathway. These data con=
tribute toa berter undesstanding of CD50 (ICAM-3) activa-
tion pathways and present CD50 25 a new costimulatory mol-
ecule with a probable enbancing role in immune response.

Materials and Methods

Antibodies ard Cell Line. . The following murine mAb to humare
antigens were used 2t the indicated concentrations: 2014102 {amtis
CD50, 1gG1) {61 140-11 (anti-CD50, [gG2b) (6); 152-2D1H {anti-
CD50, IgG1) (3): 14314 (CD27, 1gGa) (21); RM3AS (anti-CD54,
1gG2a) (22); 72-3D3 (anti-CD45, [g01) {23); Cris-7 {anti-CD3,
1gG1) {23): 124-1D1 (anti-CD7, IgG1) (24); 133-1G6 (IigM) (25);
and nonbinding 51 ascites as 2 control {IgG1). All antibodies were
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purified by protein A affnlty chromatogeaphy. Second step poly-
clonal goat anti-mouse kg (GAM) {affinity purified) was purchased
from Tago, Tng. (Burlingame, CA). PTyr (Ab-1), anti-phospho-
tyrosine (PTyr) mAb was obtained from Oncogena Science, Inc.
{Manhasset, NY). Rabbit polyclonal antiserum to p36** (26} and
pE9¥ (27} were kindly provided by Dr R. M. -Perlmutter
{University of Washington, Seattle, WAY. The Jurkat Tderived
ymphoblastoid cell Hoe was obtained from the Buropean Collec-
tion of Cultured Cell Lines (Salisbury, UK) and was maintained
in culture in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FCS.

[Ca®*} Measurements. INDQ 1AM cell labeling was per-
formed according to a standard protocol (28). Briefly, Jurkat cells
were washed twice in INDO 1 buffer A {(HBSS medium with 10
mM Hepes, pH 7.0}, counted, and resuspended at § x 18
cells/ml. The fuorescent Ca®* indicator INDO 1AM (Molecular
Probes, Inc., Bugene, OR} was added to cell lines to 12.5 gM.
After 2 30-min incubation at 37°C, the same volume of INDO
1 butfer B {HBSS with 10 mM Hepes and 5% FCS, pH 7.4) was
added and reincubated for 30 min at 37°C. Then, cells were washed
twice with INDO 1 buffer C (HBSS with 10 mM Hepes, 10 M
DNAase, 7nd 5% FCS, pH 7.2}, counted, and resuspended a5 %
1 cells/mi at room tempersture, Seversl minutes before the stim-
uhtion, cells were resuspended at 5 x 108 colls/ml In INDO 1
buffer O and maintained at 37°C. Cells were incubated with the
different mAb for 15 min, snd then washed twice, Crods-Tinking
stimulation of mAbs was made with a second step polyclonal GAM,
during the analysis. In some experiments CaCly was omitted from
the INDO 1 buffer C medium, and EGTA 100 M added instead.
After the complete response without extracellular Co®%, 10 pM
Cally was sdded to the medivm, Both Genistein and Herbimpeln
A {both from Calbiochem, la jolla, CA) wers used as PTK inhibi-
tors. I the experiments where Genistein was used, this inhibitor -
was added 30 min before the analysis at 150, 75, 25, and 7.5 uM.
In the experiments where Herbimyein A was used, colls were prein-
cubated with this PTK inhibitor 16 h before the assay. Both inhibi-
tors were maintained throughout the assay. Fluorestent measure-
ments were carried out oi 2 FACSter-plas® Becton Dickinson &
Co., Mountaia View, CA), using an argon jon lase, focused in
the UV {351-363 om). INDO 1-AM emissions were detected at
403/22 and 485/22 nm and analyzed by Chronys software (Becton
Dickinson & Co.) a software package that allows the evaluation
of the mean INDO +AM violerdblue Buorescence ratio vs. time.

peyednositol 14,5 Tisphosphate 3Py) Determination.  Jurkat cells
on HBSS medium {BSS + 50mM Hepes + 5% FCSywers traated
with 30 pg/ml of anu-CDS50 (152-2D4H], 1 ng/mi of 20ii-CD3
{positive control), or GAM alone (negative control), for 20 min
at 4°C. Excess antibodies were removed by centrifugation and pellets
were suspended in 1 m] of HBSS medium with or without 20 ug/ml
of GAM. Incubation was carvied out for the indicated time and
stopped by addition of 200 pl fee-cold perchloric acid 20%., After
= 20-min incubation on icr, samples were centrifuged {2,000 g
and supernatants were titrated to pH 7.5 with 1.5 M KOH and
66 mM Hepes buffer, 1Ps levels were measured with IP; PHj assay
system {Amersham International, Little Chalfort, UK) by the com-«
petition between tested unlsbeled IP; and a fixed quantity of
[PH]IPy for a bovine adrenal binding protein with a limited number
of binding sites.

2P-Orihophosphate Radiolabeling and PTyr Imnunoprecipitation
Analysts. After washing twice in phosphate-free medinm (20 it
Hepes, 10 mM dextrose, 1 M CaCl, 5 mM RO 150 mM
NaCl, 1 mM MgCh, 1 M Mg8Q,, and 20 mM NaHCO;, pH
7.2), 2 % W cells/ml were suspended in this phosphate-free
medium supplemented with 10% dialyzed FCS containing 500
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p#Ci/ml of [#Plorthophosphate (PBS 11; Amersham Interna-
tional). Radiolabeling was carried out for 3 h in 6-well tissue cul-
ture plates (Costar Corp., Cambridge, MA) at 37°C in 5% CO,
according to a standard protocol (29). Once labeled, cells were in-
cubated for 30 min with each mAb. Excess antibodies were removed
by centrifugation and pellets were resuspended in 1 m! of medium
with 25 pg/ml of GAM. Incubation was carried out for 5 min
and then, cells were disrupted at 4°C for 30 min in a lysis buffer
containing protease and phosphatase inhibitors (30). After four
clearing cycles with an unrelated mAb plus protein A~Sepharose,
supernatants were adjusted to contain identical acid-insoluble ra-
dioactivity and incubated for 1-2 h with 10 ul of PTyr (Ab-1) anti-
PTyr mAb. Then, lysates were incubated for 1-2 h with 50 ul pro-
tein A-Sepharose packed beads adsorbed with a rabbit anti-mouse
Ig serum (Dako, Glostrup, Denmark). The resulting immune com-
plexes were washed, eluted, and analyzed by SDS-PAGE (31} in
10% polyacrylamide slab gels at 30 mA/gel. The gel was dried
and exposed to Kodak X-Omat AR films with intensifying screens
at —80°C. For assessing molecular masses, a standard *C-labeled
protein mixture (Amersham International) was included in the gels.

In Vitro Kinase Assay. Solubilization and kinase reactions were
performed as previously described (32), with some modifications.
Briefly, cells were harvested and solubilized at 2 x 107 cells/mi
in either 1% Triton X-190 lysis buffer (1% Triton X-100/150 mM
NaCl with 1 mM sodium orthovanadate + 1 mM EDTA + leu-
peptin {10 mg/ml] + aprotinin [10 mg/ml] + 25 mM p-nitro-
phenyl-p-guanidinobenzoate) or in 1% digitonin lysis buffer (1%
digitonin/150 mM NaCl/50 mM Hepes, pH 7.5, with the above
inhibitors; digitonin was prepared as described by Oettgen et al.
[33]). Soluble lysates from 107 cells were incubated 2t 4°Cfor 1 h
with different mAb and then, immunoprecipitated for 1 h
with protein A~Sepharose {Pharmacia LKB, Uppsala, Sweden). After
immunoprecipitation, immune complexes were washed in lysis
buffer with appropriate detergent but-without EDTA. In some cases,
1 M MgCl, lysis buffer was used for washing out associated mol-
ecules (3). Immunocomplex kinase assays were performed by incu-
bation at 4°C for 15 min in 50 pl kinase buffer (150 mM NaCl
+ 20 mM Hepes, pH 7.5, + 5 mM MnCl, + 5 mM MgCl, +
1 mM ATP + 10 mCi of y-[*?PJATP). The reaction was stopped
with lysis buffer containing the appropriate detergent and 20 mM
EDTA. Immunocomplexes were washed twice in lysis buffer, eluted
in SDS sample buffer and analyzed by SDS-PAGE 8% (30).

Phosphoamino Acid Analysis. ¥?P-labeled proteins were electro-
eluted from excised bands of polyacrylamide gels, precipitated with
cold acetone/NH; (5.3:0.3) and hydrolyzed in 0.2 ml 6 M HCI
at 110°C for 2 h. Acid-hydrolyzed samples were dried, resuspended
in 0.2 ml H;0, and dried again. The residue was then resuspended
in 10 pl in electrophoresis buffer (pyridine/acetic acid/water,
5:50:945), pH 3.5. Samples of 210 ul were spotted on cellulose-
coated plates (E. Merck, Darmstadt, Germany), next to 1 ul of
a phosphoamine acid standard solution (phosphoserine, phos-
phothreonine, and phosphotyrosine, milligram per milliliter each),
and analyzed by one-dimensional thin-layer electrophoresis (1000
V, 45 min). Nonradioactive standards were detected with 0.25%
ninhydrin in ethanol and radiolabelled phosphorylated amino acids
by autoradiography.

CDS50 Immunoprecipitation and PTK (Western) Blot Analysis. To
control the efficiency of immunoprecipitation, we previously la-
beled cells with 1. For this radiolabeling, Jurkat cells were
surface-labeled with ™1 using lodogen (Pierce Chemical Co.,
Rockford, IL) (34). After labeling, 2 x 107 Jurkat cells were lysed
in 1 ml lysis buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl,
1mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5% NP-40, 1 mM NaF, 1 mM PMSF,
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20 pl/ml egg white trypsin inhibitor, 1 ug/m! leupeptin, and 1
pg/ml pepstatin) for 30 min on ice. Nuclei and insoluble debris
were removed by centrifugation at 14,000 ¢ for 10 min and lysates
precleared with protein A-Sepharose (Pharmacia LKB, Uppsala,
Sweden), prewashed in lysis buffer. Immunoprecipitation was per-
formed with the indicated mAb, coupled to CNBr-activated
Sepharose CI-4B (Pharmacia LKB) for 1 h at 4°C, washed six times
with washing buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, pH 8.0, 0.05% NP-40, 0.05% SDS, and with the above
inhibitors) and eluted with 2x SDS reducing sample buffer. Samples
were counted with a y counter. The same quantity of cpm for each
sample was loaded in each lane and samples were run on 8% SDS-
PAGE (31), and transferred by electroblotting (4 mA/cm?) with
glycine transfer buffer (39 mM glycine, 48 mM Tris-base, 1.3 mM
SDS, and 20% methanol) to nitrocellulose. SDS-PAGE molecular
weight standards (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA) were used.
After incubating filters with blocking solution (5% ovalbumin
[Sigma Chemical Co., St. Louis, MO] and 3% nonfat milk protein
in PBS) overnight at 4°C, blots were incubated with anti-p56'*
and anti-p59%™ diluted to 1:1,000 in blocking solution for 1 h at
20°C. After washing with 0.25% gelatin in PBS, filters were in-
cubated with goat anti-rabbit coupled to peroxidase in blocking
solution for 1 h at 20°C. Filters were washed again with 0.25%
gelatin in PBS, and the Western blots were developed using Amer-

sham’s enhanced chemiluminescence (ECL) reagent (Amersham In-
ternational).

Results

CD350 (ICAM-3) Cross-linking Induces a Transient Increase
in Intracellular Calcium Levels of Jurkaf Cells. The ability of
three different anti-CD50 mAbs (101-1D2, 152-2D11, and
140-11) to induce a Ca?* mobilization across the membrane
of Jurkat cells was analyzed. It has been previously shown
that these three mAbs recognize different epitopes of the CD50
(ICAM-3) (3}. The results in Fig. 1 show clearly that two
of them, namely 101-1D2 and 152-2D11, are able to induce
a transient increase in {Ca?*}; by their binding and cross-
linking to Jurkat cells, whereas 140-11 does not induce any
change. The Ca?* mobilization obtained with the 101-1D2
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Figure 1. Ca?* mobilization after CD50 cross-linking. Effect of anti-
CD3: Cris 7, 1 ng/ml (O~O); and three anti-CD50s, 50 pg/ml: 152-
2D11 (A-A); 101-1D2 (M-M); 140-11 (A-A); cross-linked at 50 s with
10 pg/ml of GAM.
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mAb has always been identical or lower than the one ob-
served with the 152-2D11 mAb, The lack of response ob-
tained with the 140-11 mAb, even at the highest dose tested
(100 pg/ml), confirms that this mAb and 152-2D11 and 101~
1D2 mAbs recognize different functional epitopes of CD50
molecule. As negative controls for calcium mobilization, several
mAbs (RM3AS, 124-1D1, and 133-1G6} of different sub-
types {1gG2a, 1gGl, and IgM, respectively} recognizing
different Jurkat membrane antigens have beens used. Whereas
the binding and cross-linking of these mAb did not induce
any detectable [Ca?* |; increase, the cross-linking of CD3 has
been used as positive control for Ca?* mobilization in all
the tested situations {data not shown). The transient increase
in [Ca?*}; obtained by CD50 cross-Tinking is similar to the
effect ochserved by cross-linking very low doses of anti-CD3
mAb {1 ng/mi} (Fig. 1) {at 2 higher dose [210 ng/ml], anti-
CD3 mAb is able to induce an increase in {Ca®* ] without
cross-linking by GAMY). A singular characteristic of the effect
obtained with the CD50 mAb was the fact that although
the maximum effect of CDS0 cross-linking took longer to
be reached than the one obtained by CD3 mAb, the increase
of [Ca?*}; observed using CD50 mAbs reached 2 higher and
more sustained plateau than the platean obtained with CD3
mAb: CIDS0 effect reached its maximuam level at 100-120 s
after stimulation (70100 s with CD3), but it was maintained
at 2 high plateau (higher than CD3 stimulation) for longer
than 300 s,

Dose-response experiments were performed using differenst
concentrations of anti-CD50 mAb (Fig. 2.4) and cross-linking
antibody (Fig. 2 B). The transient increase [Ca?*}; was
shown to be proportional to the amount of anti-CD50 mAb.
A minimurm effect was observed with a dose as low as 2 pg/ml
and the maximum level was reached with oversaturating
amounts of mAbs (100 pg/ml) (Fig. 2 4). Regarding the
cross-linking antiserum, the relative increase In {Ca#*}; was
proportiona] to the concentration used, reaching its highest
level with oversaturating (50 pg/ml) amounts of GAM (Fig.
2 B). Teking all these data into account, the doses of 50 pg/ml
of 152-2D)11 and 10 ug/ml of GAM, which were shown to
be clearly stimulating, were chosen as standard doses for all
subsequent assays.

Simultancous CD3 and CD50 (ICAM-3) Cross-finking: In-
wohement of Different Ca®* Soures.  When Jurkat cells were
treated simultaneously with stimulating concentrations of both
CD3 and CD50 mAb, plus GAM, a high increase in [Ca®*};
was observed (Fig. 3 A). The increase in [Ca?*}; was sharper
than the one observed when CD3 or CD50 mAbs were used
alone, whereas the pezk of {Ca?*}; reached under these con-
ditions was similar to the addition of the effects of anti-CDSQ
and anti-CD3 used separately. Moreover, the increase in
[Ca*~J using both mAbs simultaneously was prolonged on
a level higher than the one obtained using CD3 or CDS0
mAb alone. Therefore, the response to both mAb seems to
be the addition of each separated response, resulting in 2 global
improvement of the {Ca®*}; signaling.

To better characterize the mechanisms responsible for the
effect of anti-CD50 mAb, Ca®* mobilization in Jurkat cells
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Figure 2, Dose-response analysis on Ca?* mobilization after CD50
cross-linking. {A4) Calcium incresses at different concentrations of 152-
2D11; 100 {O-0), 50 (A-A}, 10 {TI-[7), and 2 (M-M) pg/ml, cross-
linked at 505 with 10 ug/mi of GAM. (B} INDO 1-AM levels after stimu-
fation with 50 pg/mi of 152-2D11 with different Joses of GAM, 2t 05
{®~®) and 120 s (M-M} after cross-Tinking.

was analyzed in Ca?* -free, BEGTA-containing médium before
and after the CaClp addition (Fig. 3 B). Under Ca?*-free
conditions, 2 rapid increase could be observed as 2 result of
Ca¥* redistribution from intracellular stores; however, this
effect was shorter and smaller than the increase observed in
medium with Ca?*, The characteristic sustained plateau that
is observed stimulating with CD50 mAb and which is higher
than the level obtained upon CD3 stimulation, diszppeared
using Ca?* -free conditions, Subsequent addition {Fig. 3 B,
arow) of Ca?* to the medium {10 #M CaCh) induced 2 fur-
ther {Ca?*}; increase, 23 a result of the uptake of extracel-
Tular Ca?*. This increase achieved a plateau as high as the
ong obtained using the medium with Ca?*, All these data
suggest that the incresse in Ca?* obtained by anti-CD50
stimulation is mainly due to the uptake of extracellular
Ca®*. This extracellular Ca?* would be responsible for the
characteristic prolongation of the increase,- whereby the
Ca?* from the internal stores would be responsible only for
the initial increase, and even in this case in 2 minor way.

To analyze the role of inositol phospholipid hydrolysis in
CD50 Ca?* mobilization, the IP; levels on stimulated Jurkat
cells were evaluated. After CD50 stimulation with 152-2D11
cross-linking, a slight but clear increase of IPs at 155 {Table
1} was detected; 1P increase induced by CD350 mAb was
lower than the increase induced by CD3 mAb used as posi-
tive control. No IPy increase was observed by using GAM

Signal Transduction through CD30 (ICAM-3)
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Figure 3. Ca?* mobilization after CD3 and CD50 co-ctoss-Tinking,
and after CD50 and CD3 individual cross-linking, in absence of extracel-
lular Ca2+. {A) Additional effect of the costimulation with anti-CD3
(Cris-7) and anti-CD50 on Jurkat cell line. Cris-7 (O~O), 1 ng/ml; 152~
2D11 (A-A), 50 ug/ml; and 152-2D11 + Cris-7 (M-}, 50 pg/mi +
1 ng/ml; cross-finked at 50 s with 10 pg/ml of GAM. (B} Jurkat cells
were stimulated by cross-linking CD3 2nd CD30 3t 50 s in an INDG-1
buffer C with 108 mM EGTA and without CaCl; and or with 10 M
CaCl; was added at 300 s {arrow). Stimulations in presence of extracel-
lular Ca2* are also presented, Cris-7, 1 ng/ml, with (O-0) and without
(®-9) extracellular Ca2*, and 152-2D11, 50 ug/ml, with (A-A) and
without {A-A) extracellular Ca2*, cross-linked at 50 s with 10 pg/ml
of GAM.

alone (negative control). Thus, the effect of CD50 stimula-
tion on IP; levels correlated perfectly with the initial induc-
tion of Ca?* mobilization. This correlation could probably
explain the intracellular component of Ca?* increase.
Ca?* Mobilization Induced by CD50 (ICAM-3) Cross-linking
Is Mediated by Tyrosine Phosphorylation. To further analyze
the signal transduction pathway responsible for the effect of
CD50 mAb, the role of tyrosine phosphorylation on the in-
crease in [Ca?*}; (Fig. 4) was studied. Pretreatment of Jurkat

cells for 30 min and throughout the assay with 7.5, 28, 75,
and 150 #M of Genistein showed an inhibitory effect on
Ca?* mobilization. This inhibition was partial at 7.5, 25,
and 75 M and almuost total at 150 uM (Fig. 4 A). Instead,

the stimulatory effect of CD3 was only partially inhibited

by Genistein {data not shown), blunting the Ca®* increase,
as previously described (35). Furthermore, pretreatment of
Jurkat cells for 16 b with Herbimycin A at 1 uM also com-
pletely prevented the increase in [Ca?*}; induced by CD50
mAbs (Fig. 4 B). As previously described (36), Herbimycin
A also totally inhibited CD3 Ca®* mobilization, although
an increase in [Ca?*}; induced by A23187 ionophore was
completely resistant to both Genistein and Herbimycin A (data
not shown).

For a better understanding of the role of PTK in Ca?*
mobilization induced by CD50 mAb, the effect of CD45 on
this effect was analyzed. A mAb against CD45, which is 2
molecule with phosphatase activity (37), was incubated simul-
taneously with CD50 mAb. A total inhibition on the CD50
Ca?* increase was observed with the co—cross-linking of
CD50 and CD45 mAb (Fig. 4 C). These data are in agree-
ment with similar observations where phosphatase activity
of CD45 was shown to inhibit analogous Ca?* mobiliza-
tions dependent on kinase activity (38, 39).

CDS50 (ICAM-3) Cross-linking Induces Tyrosine-Phosphorylation
of 33- and 40-kD-specific Substrates. The effects of both, PTK
inhibitors and CD45 on CD50 induced Ca?* mobilization
made us analyze the pattern of tyrosine phosphorylation after
CD350 cross-linking. P32-labeled Jurkat cells (Fig. 5) were
treated with CD50 mAb (152-2D11) and cross-linked with
GAM for 5 min. After immunoprecipitation with an anti-P-
Tyr mADb of the lysates, a remarkable increase in the tyrosine
phosphorylation pattern was observed. Especially relevant was
the effect on a 33-kD molecule that appeared phosphorylated
after CD3 and CD50 stimulation and was absent in the nega-
tive control. In addition, 2 significant increase in the phos-
phorylation of a 40-kD protein after CD50 cross-linking was
also detected.

CD30 (ICAM-3) mAb Coimmunoprecipitates an Associated
Tyrosine Kinase Activity: both p56** and p59fr PTK Are De-
tected in Association with CD50. 'The immunoprecipitate ob-
tained with the three CD50 mAb were tested in an in vitro
kinase assay. Fig. 6 A shows the pattern of phosphorylation

Table 1. IP; Mobilization after Crosslinking of CD50 Stimulation (pmols/10¢ Cells)

Os iS5s 30 1 min 2 min 5 min 10 min 15 min
GAM 0.39 0.23 0.42 0.22 0.20 0.45 0.42 0.19
CD50 0.23 1.00 0.57 0.50 0.62 0.42 0.40 0.22
CD3 0.40 1.20 0.75 0.58 0.50 0.45 0.39 0.41

Jurkat cells were incubated on HBSS medium with 50 gg/ml of anti-CD30 {152-2D11}, 1 ng/ml of 2nt-CD3 {positive control}, and GAM slone
{negative control}, for 20 min at 4°C. Excess antibodies were removed and cells were cross-linked in 1 ml of HBSS medium with 25 pg/ml of
GAM. Incubation was carried out for the indicated times and stopped by addition of 200 pl ice-cold perchloric acid 20%. Samples were centrifuged
and 1Py levels of the supernatants were measured with IPs 3H assay system (Amersham International).
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Figure 4. Ca* mobilization induced after CD50 stimulation is in-
hibited by Genistein and Herbimycin A treatment and after co-cross-linking
of CD50 and CD45. (A) Inhibition effect of Genistein at 0 (H-H), 7.5
(®-@), 25 (O-0J), 75 (0-O), and 150 (A-A) xM in CD50 stimula-
tion. (B) Inhibition effect of Herbimycin A at 0 (®-®) and 1 (O-O)
pM. (C) Inhibition effect of co—cross-linking with anti-CD45 (72-5D3)
and anti-CD50 (152-2D11). 152-2D11 (I-M), 50 pg/ml; 72-5D3 (O-0J),
50 pg/ml; 152-2D11 + 72-5D3 (A-A), 50 pg/ml + 50 pg/ml; cross-
linked at 30 s with 10 ug/ml of GAM and (O-O) only GAM.

obtained when 1% Triton X-100 was used as detergent. A
specific phosphorylation of a 31-kD molecule was observed,
confirming the presence of a kinase activity associated with
the CD50 molecule, contrasting with the lack of phosphory-
lation after immunoprecipitating with a negative control mAb
(anti-CD27). In addition, we had previously shown that
washing in 1 M MgCl; is able to eliminate all the associated
molecules without eluting CD50 molecule from the mAb
binding (3). The results in Fig. 6 A show that the kinase
activity was eluted by using 1 M MgCl, washing buffer,
suggesting that this kinase activity was not intrinsically due
to the CD50 molecule. To assess the type of phosphoryla-
tion, the 31-kD phosphorylated protein was hydrolyzed and
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Figure 5. Immunoprecipita-
tion of Jurkat cells lysates stimu-
lated by CD50, with anti-PTyr.
Jurkat cells were incubated with
[32PJorthophosphate for 3 h and
stimulated by 152-2D11, CD50
(lane 1), Cris-7, CD3 (lane 2) and
PMA (lane 3). Lane 4 shows basal
phosphorylation without stimu-
lation. CD50 cross-linking in-
duces tyrosine-phosphorylation of
33- and 40-kD-specific substrates
(arrows).

subjected to phosphoamino acid analysis which showed a phos-
phorylation on tyrosine residues (Fig. 6 B). To further confirm
these results, an in vitro kinase assay with 1% digitonin buffer
was performed. This procedure produced a stronger and more
complex pattern of phosphorylation, which also included the
31-kD molecule. The kinase activity was also washed out
by using 1 M MgCl; solution (Fig. 6 C), thus confirming
the previous observation. Negative controls with mAb against
unrelated Jurkat molecules (CD7 and CD27) did not show
any kinase activity. Among the phosphorylated proteins there
were two phosphorylated molecules whose molecular masses
suggested that they could correspond to the previously de-
scribed PTK, p56%*, and p59%®. Generally both PTK be-
come autophosphorylated (32, 40) in in vitro kinase assays,
and those labeled bands on the digitonin pattern could cor-
respond to them. To better characterize the tyrosine kinase-as-
sociated activity and to confirm the presence of Ick and/or
fyn PTK, the immunoprecipitates were tested by Western
blotting analysis with anti-Ick and anti-fyn rabbit antisera.
Fig. 7 shows that CD50 mAb coimmunoprecipitated both
a 56-kD Ick protein and a 59-kD fyn PTK.

Discussion

Identified as ICAM-3, an adhesion molecule involved in
the initiation of immune responses, the role of CD50 seems
restricted to being a new counter-receptor of LFA-1, a main
molecule in leukocyte interactions (1, 2). In spite of the resem-
blances to the other ICAMs, important CD50 differences (cell
distribution, cell inductions, intracytoplasmic domain, phos-
phorylation by PKC stimulation) lead us to suggest a different
role for this molecule, probably through its intracytoplasmic
domain.

In this paper, data are presented showing that an ICAM
molecule, CD50 (ICAM-3), is able to transduce signals in
a T cell line. One of the most outstanding characteristics of
this signal transduction is the Ca?* mobilization. Assays
using CD50 and CD3 mAb cross-linking (Fig. 1) allowed

Signal Transduction through CD50 (ICAM-3)
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Figure 7. Western blot analysis of CD50 immunoprecipitates with rabbit
polyclonal antiserum to p59%™ (A) and p56% (B). Total lysate of Jurkat
(lane 1); immunoprecipitates of 101-1D2 (CD50, lane 2), 152-2D11 (CD50,
lane 3), 140-11 (CD50, lane 4), and 143-14 (CD27, lane 5, negative control).
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Figure 6. Kinase activity associ-
ated with immunoprecipitates of
CD50. (A) In vitro kinase assay of
immunoprecipitates from Triton
X-100 lysates: 143-14 (CD27; nega-
tive control, lane 1); 101-1D2
(CD50, lane 2); 152-2D11 (CD50,
o lane 4); and 140-11 (CD50, lane 6).
= CD50 immunoprecipitates were also
analyzed after washing out with 1
M MgCl;: 101-1D2 (lane 3); 152-
2D11 (lane 5); and 140-11 (lane 7).
Arrow shows a 31-kD phosphory-
lated molecule. (B) Phosphoami
acid analysis of a 31-kD molecule
(p31). (C) In vitro kinase assay of
CD50 immunoprecipitates from
digitonin lysates: 124-1D1 and 143-
14 (CD7 and CD27 respectively;
negative controls, lanes 1 and 2);
101-1D2 (CD50, lane 3); 152-2D11
(CD50, lane 5); and 140-11 (CD50,
lane 7). CD50 immunoprecipitates
were also analyzed after washing out
with 1 M MgCly: 101-1D2 (lane
4); 152-2D11 (lane 6); and 140-11
- (lane 8). Arrows show two phos-
: phorylated molecules, probably cor-
responding to autophosphorylation
of Ick and fyn PTK.

() am
I

12 3 4856 7 8

us to compare both signaling pathways. The most striking
difference is that the CD50 mAb produces a slower, blunter,
and steadier increase of Ca?* than the CD3 mAb. From the
data shown in Fig. 3 B, it comes out that both CD3 and
CD50 mAb mobilize Ca?* from both sources, that is, in-
ternal stores and extracellular input; however, it seems that
the extracellular Ca?* mobilization, through CD50 mAb
stimulation, is more intense and prolonged than the release
of intracellular stores. Moreover, the effect of simultaneous
stimulation with CD3 and CD50 mAbs (Fig. 3 A) showed
an increase of [Ca?*]; that was more complex than the
simple addition of each individual stimulation. These two
sets of data, analysis of the Ca?* sources and costimulation
with CD3 and CD50 mAb, suggest that both stimulating
molecules involve both, a common as well as a different signal
transduction pathway.

Regarding the factors that regulate Ca?* mobilization,
from the results presented in this paper, it appears that both
IP; metabolism and phosphorylation are playing a role.
Taking into consideration both, the IP; increase and the
Ca?* mobilization from the internal stores, it appears that
the low participation of the intracellular stores could be as-
sociated with the low levels of IP; observed after CD50
cross-linking. Furthermore, the complete blockade of Ca?*
uptake in the presence of PTK inhibitors (Herbimycin A and
Genistein), suggests that a PTK activity could be associated
with CD50. In addition, in vitro kinase assays of CD50 im-
munoprecipitates showed the presence of a kinase activity as-
sociated with CD50 rather than inherent in the CD50 mole-
cule. Moreover, a PTK stimulation was also responsible for
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a very important increase of the tyrosine phosphorylation of
several substrates including 2 33- and a 40-kD proteins. This
40-kD protein could be the equivalent to the substrate ob-
served after CD2 and CD3 stimulation (41). Finally, the
Western blot analysis with specific antisera against two well-
characterized PYKSs, p56%, and p59%m, suggest that both ki-
nases could be involved in CD30 signaling processes. This
double association could explain two phosphorylated bands
present in the phosphorylation pattern of in vitro kinase assays
developed in digitonin detergent conditions. As was previ-
ously described, fyn and lck PTKs generally become au-
tophosphorylated upon activation (32, 40). Thus, their pres
ence, on 2n immunoprecipitation, is detected as phosphorylated
molecules when 2 in vitro kinase assay is performed (Fig. 4
C, arrows). Although a defined membrane molecule has usu-
ally been associated exclusively with one of the two FTKs,
the simultaneous association of both kinases has also been
described with TCR-CD3 (42), CD55, a phosphatidylino-
sitol linked membrane protein (43), and also recently with
CD?2 {44). These data raise the question about the different
roles played by p56%% and p597°. However, taking into ac-
count the differential expression of these PTKs on the hema-
topoietic cells, a different PTK association of CD50 on the
different hematopoietic lineages could easily be assumed. In
this context, the broad distribution of CD50 molecule could
imply a different functional role of CD50 in each kind of cell.

How CD50 interacts with both PTKs is one of the most
interesting aspects to be analyzed. In the absence of e
perimental data, we could assume that the intracytoplasmic
domain is responsible for CD30 binding with both PTKs.
The interaction between CD50 and the different PTK:s could
be regulated through CDS50 serine phosphorylations, in a
similar way as the one that has been described for CD4 mol-
ecule, CD4, like CDSG, presents three phosphorylated serine
residues when T cells are activated by antigen or phorbol
esters {45). These serines are placed next to the p56% rec-
ognition site in the CD4 molecule (46). However, the char-
acteristic cysteine motif (46) of lck-CD4/CD8 interaction is
not present in CD50. Likewise, an indirect association of CD50
with a multimolecular complex formed by the antigen re-
ceptor, CD4 or CD8, HLA, CD2, and CDS5 {47) could not
be ruled out. Mareover, we have observed that when CDS0

mAb are co-cross-linked with CD45 mAb, the functional
effects of CD50 are abrogated {Fig. 4 C). That means that
the function of the CD50-associated PTKs seems to be regu-
lated by CD45 phosphatase.

It is important to point out that the CD50 signal trans-
duction capacity, described in this paper {Ca?* mobilization
or PTK activity induction), is cleacly observed by using both
101-1D2 and 152-2D11 mAbs. These two mAbs recognize
two different CD30 epitopes not related to LFA-1 binding
{3). In contrast, the mAb 140-11, which recognizes an epi-
tope critical for LFA-1 binding (3), has been shown to be
unable to transduce signals in the assays used in this study.
In any case, ail three CD50 mAbs used were able 1o coim-
munoprecipitate PTK activity as well as p56%* and p59%=.
Taking into account that certain differences in the affinities
of the mAb have been observed {152-2D11>101-1D2>140-
11) (Juan, M., unpublished observation), these differences could
be responsible for their different activation capability. How-
ever, all these data could also be interpreted by considering
that the induction of conformational changes produced by
101-1D2 and 152-2D11 mAbs on CD50 molecule are neces-
sary to induce intracellular signaling. A similar situation has
been previously described with other differentiation antigens
such as CD?2 (48) and CD45 (49), where, depending on the
epitope recognized, a different functional effect was observed.

It should also be noted that the transduction of signals
could be a bidirectional process, where the binding of CD50
to its counter-receptor, LFA-1, would trigger both molecules
to send intracellular signals that would help in the cefl acti-
vation process. It has also been observed that CD50 cross-
linking induced CD25 expression and IL-2 production after
PMA stimulation (Juan, M., M. R. Pino-Otin, and E.
Martinez-Ciceres, unpublished data). Furthermore, experi-
ments carried out recently in our laboratory, concerning the
role of CD30 in lymphocyte-endothelium adhesion and homo-
typic aggregation {50) showed that CD50 stimulation is able
to enhance 81 and 32 integrin function in T lymphocytes.
These data, together with the data described in this paper,
strongly suggest that CD50 (ICAM-3) is not only a counter-
receptor for LFA-1, but it is also by itself a funcrionally rele-
vant signaling molecule.
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4.4.3.- . ANEX: RELACIO DE L'ESTIMULACIO CEL-LULAR DEL CD50 AMB
LA INDUCCIO D'EFECTES CEL'LULARS QUE EVIDENCIIN
ACTIVACIO.

4.4.3.1.- INTRODUCCIO:

En paral-lel a les dades presentades en aquest article, varem analitzar
I'efecte que l'estimulacié amb CDb5O produia a nivell de certs marcadors
cel-lulars d’activacid. Aixi, emprant la mateixa linia cel-lular T {Jurkat), varem
mesurar 'efecte activador de I"entrecreuament del CD50 emprant dos ben
documentats marcadors dactivacié cel-lular T, la produccid d'IL-2 i la induccié
de la cadena o del receptor de la lL-2, també anomenada CD25.
4.4.3.2.- MATERIAL | METODES:
4.4.3.2.1 Immunofluorescéncia (IF}. 1 milié de cél-lules Jurkat varen ésser
incubades durant 20 min a 4° C amb 50 pgg/mi dels diversos AcMos anti-CD50
(152-2D11, 101-1D2i 140-11), 100 ng/ml d’anti-CD3 (Cris-7) [23], o0 sense
cap AcMo. L'excés d’anticdés va ser rentat per centrifugacio i els pellets
cel-lulars van ser resuspesos amb 1 mi de medi de cultiu amb 10% FCS amb
o sense 10 ug/ml de GAM. Es varen incubar les cél-lules aixi tractades durant
72 h. L'expressio en superficie del CD25 s”analitza per IF directa: després d'un
rentat amb tamp¢ d’IF (PBS+2% FCS+0,1% NaN,), les cél-lules varen ser
tractades primer amb concentracions saturants de sérum de ratoli (per a
bloquejar les interaccions amb els llocs d’unié romanents del GAM unit) durant
15 min a 4°C, re-incubades per 30 min més amb anti-CD25%, rentades dos
cops mes, amb tampd d'IF i analitzades amb el citofluorimetre FACStar-plus
{Becton Dickinson, Mountain View, CA).
4.4.3.2.1 Produccio d'IL-2. 1 mili6é de cél-lules Jurkat varen ésser incubades
amb 50 pg/ml dels diversos AcMos anti-CD50 (152-2D11, 101-1D2i140-11}

o 100 ng/ml d’anti-CD3 {Cris-7}, durant 20 min a 4°C. U'excés d’'anticds va
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ser rentat per centrifugacio i els peflets cel-lulars van ser resuspesos amb 1 mi
de medi de cultiu amb 10% FCS amb o sense 10 pyg/mi de GAM, i en abséncia
o preséncia de 10 ng/ml de PMA (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO). Es
varen incubar les cél-lules aixi tractades durant 24 h i es va mesurar ia
produccié d'iL-2 utilitzant un kit d'enzim-immunoassaig {Immunotech,

Marseille, France} seguint les especificacions del fabricant. Les dades

s'expressen amb pg/mi

4.4,.3.3.- RESULTATS:
L'entrecreuament dels anti-CD50 amb GAM sobre cél-lules Jurkat va

demostrar, després de 72 h d’incubacid, que I'estimulacié amb Ci}ﬁ{} és capag
d'induir "'expressié en membrana de la cadena a del receptor de la IL-2, el

CD25 {Figura 1}. Per altre banda "analisi de la secrecié d’iL-2 produida per

Ry Bie
- "1y CD3+GaM
A ooz
§ 2
{
!
|
|
§
& L B
1% [ DU Y ST

1. 191~1De+GAM U], 1S2-2D114GAM ] 14B-11+GAM
{ oo} teoasy : {coasy
f 2
1
R\ c D E
LT DT E7 DT T Ry R

[N TR T M v S g+ 1k
Figura 1. Induccié de "expressié de CD25 per I'estimulacié de entrecreuament 2 de: (A}
GAM, (B} Cris-7 {CD3}, (C} 101-1D2 (CD50), (D} 152-2D11 (CDSQ) and (E} 140-11 {CD50}

respecte a la Huorescéncia hasatl de cdi-lules no-estimuladest™,
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I"'entrecreuament del CD50, va demostra la capacitat d’aquesta molécula per
induir la produccié d’'IL-2 {(Figura 2). Aixi l’estimulacié amb qualsevol dels dos
anti-CD50 (10 pg/ml) estimuladors, 101-1D2 i 152-2D11, especialment en
preséncia de PMA, indueix una clara producci6 de la citocina IL-2. .F’er contra,
I’AcMo 140-11 s’ha mostrat sempre incapac d’induir cap efecte activador, en
consonancia amb la incapacitat d’aquest AcMo per a induir la mobilitzacié de

CaZ+

\
$%
[ 40
1\
v

4 AcMos
+ PMA

Figura 2. Induccié de la producci6 d'lL-2, per I'estimulacié amb anti-CD50 {140-11 (1), 152-
2D11 (2), 101-1D2 (3}] i anti-CD3 [Cris-7 (4)] en preséncia {+) o abséncia {-) de PMA. La
produccié d'IL-2 va ser mesurada mitjancant un assaig enzimatic comercial (immunotech). Les

dades s'expressen en pg/ml.
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4.4.3.3.- DISCUSSIO:

En aquest anex demostrem que ['estimulacié a través del CD50 és
capac d'induir 'expressio de CD25 en membranaii la produccié d’iL-2, dos ben
coneguts marcadors d’activacié dels limfocits T. Aquestes dades, enplena
consonancia amb les de ["article de l"estudi bioquimic de les vies de
transduccid de senvals, junt als resultats de |'article previ sobre la capacitat
inductora de la funcid integrina {Capitol lll}, recolzen Ia hipdtesi que dibuixa el
CD5B0, no només com el tercer contra-receptor del LFA-1, sind també com una
molécula transductora de senyals per si mateixa. Aixi a través del CD50, la
céllula podra rebre un senyal que col-labori en "activacid necessaria per a

assolir I'activacio efectiva de les cél-lules T.
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4.5.- ANALISI DEL GEN DEL CD50 HUMA
POLIMORFISMES GENOMICS DEL CD50 (RFLP).

4.5.1.- RESUM.

Per tal de poder fer una primera determinacié del mapa genétic del
CD50, optarem per analitzar-ho mitjancant I'estudi del Polimorfisme en la
Longitud dels Fragments de Restriccié (RFLP). D’aquesta manera, detectarem
I'existéncia de dos bial-lelismes en les digestions enzimatiques amb les
endonucleasses de restriccié Pstl i BamHlI.

Aquestes dades obren una metodologia de facil acceés per a detectar en
els individus heterozigots (més d'un 50% dels casos si es tenen en compte els
dos polimorfismes) els dos al-lels. Aixi no només seria possible detectar
deleccions d'aquest gen (processos tumorals, immunodeficiéncies, ...), siné

també estudiar si existeix alguna relacié amb certes patologies.

4.5.2.- INTRODUCCIO.

La mutacié puntual nucleotidica déna lloc a I'existédncia de
polimorfismes genétics poblacionals, de vegades detectables per I’aparici6 de
Polimorfismes en la Longitud dels Fragments de Restriccié (RFLPs), patrons
electroforétics dels fragments de DNA productes de la digestié selectiva amb
endonucleasses de restriccid. La descripcié de polimorfismes genétics, en
alguns casos, ha demostrat ésser de gran valor en el diagnostic i pronostic de
determinades patologies, o al contrari en la resisténcia a certes malalties [1,2].
Aixi, les mutacions puntuals en el gen que codifica per al lligand del CD40

(CD4O0L) s’han demostrat responsables de I’aparicié de la immunodeficiéncia

primaria amb hiper-igM [3,4].
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Seguint les pases d’altres polimorfismes descrits en el nostre laboratori,
al respecte d’altres molécules de membrana limfocitaria, com el polimorfisme
per a Rsal del gen del CD27 [5], varem analitzar els patrons de restriccié
gendmics del gen del CD50. Els resultats presentats demostren la preséncia

de dos polimorfismes, un per a I'enzim Pstl i un altre per a BamHl.

4.5.3.- MATERIAL | METODES.
4.5.3.3. Purificaci6 de DNA eucariotic.

Es varen utilitzar DNAs purificats per extraccié fendlica, a partir de la
lisi cel*lular i extraccié del DNA [solucié d’extraccié de DNA: 0,1 M EDTA, 1
% de Sarcosil sddic + 200 ug/ml de Proteinasa K {Boehringer Manhein) afegit

en fresc] de PBLs procedents de 100 individus sans.

4.5.3.2. Digestié dels DNA amb endonucleases de restriccid.

Cada enzim de restriccié té la seva temperatura (i de vegades altres
condicions especials) i unes condicions de salinitat i pH, perd per als casos
dels enzims que ens ocupen, Pstl i BamHlI, les digestions es varen fer afegint-
hi 40 U d’enzim per als 12 ug de DNA que digerirem (quatre vegades més que
el que defineix 1 U d’enzim), i incubant-ho a 37°C durant 2 h, el doble del
temps necessari. D'aquesta manera s’assegura la digestié total de la mostra.
Després comprovarem la qualitat de les digestions corrent en un gel d’agarosa
2 ug del DNA digerit. També es feren digestions amb EcoRI, Hindlll, Rsal,
BstXl, Bglil, Sall i Xhol.

4.5.3.3 Southern blot. Hibridacions de les membranes.

Després de correr, en un gel d'agarosa al 0,8%, els 10 ug de DNA
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digerit, varem procedir a la transferéncia passiva per capil-laritat {(Southern
blotting), a una membrana de nylon (Hybond-N, Amersham). Per aixd cal
tractar previament el gel d’electroforesi amb HCI 0,25 M, per tal de
fragmentar els fragments de DNA més grans i permetre que es trz;nsfereixin.
Després es bloqueja el pH acid amb rentats amb solucié basica (0,5 M NaOH,
1,5 M NaCl, pH 11,5} i neutralitzant (1,5M NaCl, 1 M Tris-base, pH 8).

A. TRANSFERENCIA PASSIVA.

En una cubeta es monta un sistema de sandwich que permeti el pas de
liquid (20XSSC) en direccié ascendent, arrastrant-hi per capil-laritat (a dalt es
situa un absorbent) la mostra des del gel (part inferior) a la membrana de nylon
(part superior). Es deixa tota la nit transferint.

B. PREHIBRIDACIO DE LES MEMBRANES.

La prehibridacié de les membranes de Nylon es realitza introduint els
filtres dins d’una bossa amb el liquid de prehibridacié (5XSSC + 1% SDS +
1xDenhart’'s + 50% Formamida + 100 ug/ml ssDNA) i mantenint-ho a la
temperatura de 420C, 2 hores (o tota una nit).

C. HIBRIDACIO DE LES MEMBRANES.

A la hibridacié es buida el liquid de prehibridacié de la bossa i es
substitueix pel liquid d"hibridacié (6XSSC + 1% SDS + 1xDenhart’'s + 50%
Formamida + 10% Dextra sulfat + 100 uyg/ml ssDNA). Després s’introdueix
en el liquid d’hibridacié 0,5-1x10° cpm/ml de la sonda desnaturalitzada i
marcada pel métode de random priming dins la bossa i es deixa de 14 a 48
hores en un bany amb agitacié a la temperatura d"hibridacig, 42°C.

D. RENTATS.

S’elimina com a residu radioactiu el liquid d’hibridacié amb la sonda. Es

treuen els filtres de dins ila bossa i es col-loquen dins d’una cubeta amb el
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liquid de rentat (2XSSC, 0,1% SDS). Es fan tres rentats de 10 min cadascun,
amb aquesta solucié en un volum de 400 ml a temperatura ambient. Es manté
en agitacié. Es tornen a rentar els filtres amb la mateixa solucié de rentat per
aquest cop durant 30 min a 55°C. De nou, es tornen a rentar els filtres amb
una nova solucié de rentat més astringent (0,1XSSC, 0,1% SDS) durant 30
. min més a 55°C. Per ultim, s’extenen els filtres de nylon sobre un suport i es

posen a exposar amb films d’autoradiografia (films Kodak X-Omat AR) i amb

pantalla intensificadora.

4.5.4.- RESULTATS.

Es detectaren dos polimorfismes bial-lélics amb els enzims BamH]! i Pstl,
que es va demostrar que presentaven una segregacié familiar mendeliana.
També es van fer digestions amb EcoRlI, Hindlll, Rsal, BstXl, Bglll, Sall i Xhol
gue no resultaren polimorfiques.

El polimorfisme de BamHlI es detecta en dos fragments de 4,9 (Al-lel A)

i 4,5 (Al-lel B) kb (Figura 1):

BamHI

Figura 2. Polimorfisme del gen

del CD50 per a BamHI.
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El polimorfisme de Pstl es detecta en dos fragments de 4,4 (Al-lel A) i

4,2 (Al-lel B) kb (Figura 1), mentre que es manté constant un fragment inferior

de 2 kb:

Pstl

TR IO
" .":"v:\\) - 8 -

T LT
Figura 1. Polimorfisme del gen del CD50 per a Pstl.

Mentre que la frequéncia al-lélica del polimorfisme per a Pstl és del 19%
peral’al-lel A (4,4 kb) i 81 % per a |’al-lel B (4,2 kb), la freqliéncia al-lglica del
polimorfisme per a BamHI| és del 22% per a I’al"lel A (4,9 kb) i 78% per a
I"al‘lel B (4,5 kb). Aixi, el nivell d’heterozigésia és del 30,7% per al
polimorfisme de Pstl i del 34% per al polimorfisme de BamHI. La manca de
relacié entre un i altre polimorfisme fa que la informacié de I’heterogozitat en

el gen del CD50 superi el 50%.
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4.5.5.- DISCUSSIO.

L’estudi del polimorfisme geneétic pot esdevir una eina important en el
seguiment dels gens. Es clara la implicacié d’alguns d’elis en determinades
- patologies [1-4]. L"estudi del genoma del CD50 es presentava interessant un
cop definida la importancia d’aquesta molécula de superficie com a moiecula
d’adhesi6 costimuladora. Aixf a I’'igual com passa amb la deficiéncia de les 8,
integrines, que produeix la sindrome LAD-1 [6], és interessant estudiar
genéticament el CD50, per si es pot arribar a correlacionar en cap
immunodeficiéncia (fet no conegut fins al moment). Per altra banda, no cal
descartar un paper del CD50, o de la seva deleccié genética, en processos
tumorals, a on la pérdua de I’adhesi6 constitueix un fendmen molt important
que es correlaciona amb la malignitzacid.

La determinacié dels polimorfismes descrits, per a Pstl i BamH1, pot
esdevenir en un futur una eina molt (til per a posteriors estudis que intentin
implicar aquesta mol&cula en cap patologia. Queda, perd, per demostrar si els
polimorfismes genétics descrits es correlacionen en polimorfismes protégics, i
no s6n només variacions introniques. L’utilitzacié de PCR inversa per analitzar
el mRNA, és la técnica d’eleccié per a fer-ho. Fins al moment, només podem
dir que el polimorfisme genétic de Pstl, no es correspon amb un possible
polimorfisme a nivell del punt de tall descrit per al cDNA, en la base 271 de
la seqiiéncia de I'lCAM-3 [9-11], i que el nostre cDNA del CD50 no presenta.
Queden per analitzar encara la relacié amb un altre punt de tall per a Pstl i dos
per a BamHI descrits en la seqtizncia del cDNA del CD50. De totes maneres,
el que no s’arribi a demostrar §ue els polimorfismes descrits tenen repercusié
proteica no treu validesa a aquesta analisi que permet el seguiment dels dos-

al-lels del CD50, davant de, per exemple, deleccions gendmiques.
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5.- DISCUSSIO GENERAL.

Tots el resultats presentats fins al moment permeten definir un paper
clau del CD50 en la resposta immunitaria. Per un costat, mitjan¢ant la seva
seqliencia, I'hem definit com una molécula de la superfamilia de les
immunoglobulines (IgSF), que formaria part, per la seva alta homologia
estructural, 'dé la familia dels ICAMSs, un grup de molécules d'adhesié. Aquesta
molécula de membrana de tipus | es presenta amb un alt nivell de glicosilacié
(tretze punts de possible N-glicosilacié s6n els responsables de gairebé el 50%
del pes molecular), cinc dominis immunoglobulinics, unaregié transmembrana
de 25 a.a. hidrofobics i una zona citoplasmica de 37 a.a. forca diferent a les
dels altres ICAMs. Mitjancant estudis bioquimics, funcionals i de comparacié
de seqiéncies proteiques, el CD50 va ser identificat amb el tercer lligand de
la B, integrina LFA-1, ja anomenat ICAM-3. Aquests estudis van ésser fets en

paral-lel als treballs de clonacié que confirmaren aquesta identitat (Figura 1).

ICAM-3
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Figura 1 Estructura en cinc dominis de la IgSF predita a partir de la seqiigncia del CD50.
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La determinacié d’aquesta identitat del CD50 i I'ICAM-3 va permetre
una major definicié funcional de les dues molécules, per simple sumacié de les
dades que aleshores es tenien via unai altra nomenclatura. D’aquesta manera
es perfilava I'lCAM-3 com el principal lligand del LFA-1 en les primeres fases
del reconeixement antigénic [Vilella et al, 1990: de Fougerolles et al, 1991,
de Fougerolles & Springer, 1992]. Els treballs de cionacié del CD50 [Fawcett
et al, 1992, Vazeux et al, 1992; de Fougerolles et al, 1993] ratificaren tots
aquests conceptes i obriren nous camps amb la possibilitat d’utilitzaf els
cDNAs clonats com a sondes per a detectar nivells d’expressié de mRNA, o
realitzar construccions moleculars per a analitzar diferents aspectes de la
funcié del CD50 (sintesi de forma soluble, transfeccions en cél-lules CD50
negatives, ... ). Dades més recents sobre certs aspectes de la distribucié
cel-lular, emprant técniques histoldgiques, [Acevedo et al, 1993; Doussis-
Anagnostopoulou et al, 1993; Cordell et al, 1994] confirmen també els
treballs previs sobre l'expressié leucocitaria gairebé exclusiva, assenyalant
perd nous aspectes interessants. Aixi en un d’ells [Acevedo et al, 1993], es
ressalta fa manca d’expressi6 trobada a nivell de les céllules B
centrefol-liculars, destacant-hi la troballa de !'expressié en cél-lules de
Langerhans a nivell epidérmic, un tipus de céi-lula presentadora d’antigen que
no expressa en canvi ni ICAM-1 ni ICAM-2. Aquest aspecte és especialment
interessant, doncs suggereix la participacié exclusiva del CD50 en els
mecanismes de presentacié antigénica a nivell epidérmic, en els quals les
cel-lules de Langerhans juguen un paper fonamental com a APCs. En I'altre
treball [Doussis-Anagnostopoulou et al, 1993] es fa un estudi de I’expressié
del CD50 en diversos limfomes, perd la seva dada més destacable és la

descripcié per primera vegada de |'expressié extraleucocitaria de CD5O0,
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concretament en les cél-lules endotelials microvasculars de certs limfomes.
Aquesta induccié6 del CD50 en endoteli microvascular en zones
paralimfomatoses, descrita també per altres autors [Dommann et al, 1994
(Abst.); M.J. Terol & E. Campo, comunicacié personal], suggereix que de
manera analoga a I'lCAM-1 i I'lCAM-2, el CD50 es pot induir en les cél-lules
endotelials, probablement per un mecanisme, depenent de citocines
associades als processos tumorals, encara no identificat.

Aguest panorama de dades perfila al CDSO com a una molécula clau en
les primeres fases de la resposta immunitaria. L"analisi de la participacié del
CD50 en les interaccions interlimfocitaries de l'agregacié homatipica i en
I"adhesié limfocit-endoteli i limfocit-M.E., va demostrar una nova vessant
funcional d’aquesta molécula, la capacitat transductora de senyals. En aquest
sentit, els resultats del capitol Il d"aquesta tesi, presenten al CD50 com una
molécula que a més a més de presentar funcions adhesives és capac
d’estimular les 8, i B, integrines, activant la seva funcié adherent. D’aquesta
manera el CD50 potencia la capacitat adhesiva d’altres molécules. Aquesta
estimulacid per part del CD50, es va analitzar també a nivell bioquimic (capitol
IV de resultats), demostrant que 'activacid del CD50 indueix una entrada de
calci a nivell intracel-lular, en un mecanisme dependent de tirosin-kinases
(PTKs). Aixi doncs, el CD50 que es troba associat a dues PTKs, la p56'* i la
p59™", d‘alguna manera les activaria, i a través d’elles desencadenaria un
cadena de fosforilacions en tirosines que portarien d'una manera més o menys
directa a la mobilitzacié de Ca®* a nivell intracel-lular. Les dades suggereixen
que, si bé la via de transduccié de senyals del CD50 podria ser paral-lela a la
que empra el complex TcR/CD3, presenta components ben diferenciables.

Tots aquests processos estarien en la base dels mecanismes d’activacié
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cel-lulars descrits, induint-se a més a més I'expressié del CD25 i la produccié
de I'IL-2 (en preséncia concomitant de PMA}, tal com demostren els resultats
de 'annex del capitol IV. Aquests resultats van ser obtinguts amb la linia
cel-lular Jurkat, perd sembla que també actuen de manera similar én els
limfocits circulants. Aixi, junt a la induccié de la funcid integrina que es va
realitzar en limfocits de donants sans, el nostre grup ha demostrat darrerament
la capacitat de mobilitzar Ca®* en limfocits T de sang periférica [Pino-Otin et
al, enviat a publicar]. Existeixen també dades d’altres grups que confirmen
aguesta capacitat transductora demostrant els seus efectes en limfdcits
circutants [Campanero et al, 1993; Hernandez-Caselles et al, 1993]. En
aquests treballs el CD50 funciona com a molécula co~estimurédora,
incrementant "adhesié homotipica de limfécits via LFA-1 [Campanero et al,
1993}, o induint-hi un augment en la proliferacié produida per anti-CD3 i
'expressié de CD69, junt a la de CD25 [Hernandez-Caselles et al, 1993].
Totes aquestes dades, demostren clarament que el CD50 es una molécula
estimuladora dels limfocits T. Queda per demostrar el paper co-estimulador
que pugui tenir el CD50 en altres cél-lules que com els limfdcits B, els
mondcits i els neutrdfils presenten una molt alta expressié d'aguest antigen
[Shaw, 1993; Pino-Otin et al, enviat a publicar].

A un altre nivell, els resultats sobre els polimorfismes genétics del CD50
poden esdevenir una eina molt Gtil si es descriuen alteracions d’aquesta
molécula a nivell genétic. Per un costat es poden fer servir directament, si
d'alguna manera algun dels al-lels definits en aquests polimorfismes genétics
arriba a correlacionar-se amb polimorfismes proteinics que presentin algun
tipus de repercussid sobre la resposta immunitaria. Per altra banda, la funcié

del CD50 com a molécula amb clares caracteristiques adhesives, a través d'un
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mecanisme d’abséncia-preséncia, podria trobar aplicabilitat clinica si es
demostrés la participacié del CD50 en certs mecanismes tumorals (per
exemple en la diseminacié tumoral) o en relaci6 amb determinades
immunodeficiéncies. Aixi seria possible detectar deleccions dels gens tant en
processos tumorals, a on la pérdua de I’adhesié pot esdevenir un mecanisme
patogenétic en relacié amb la malignitat del tumor, o en una possible
immunodeficiéncia relacionada amb la perdua de tot o part del gen. L’elevada
heterozigositat obtenible a través de I'utilitzacié dels dos polimorfismes ens
permet detectar els dos al-lels en més d’un 50% dels casos. La resta de casos
no-informatius per la seva homozigositat necessitaria d’aproximacions més
guantitatives per determinar les deleccions. Sigui com sigui, perd, la definicié
d’aquest polimorfisme, malgrat ser la primera aproximacié de la que tenim
noticia per a acostar-nos a l'estructura gendmica del CD50, queda a |'espera
de meés resultats que I’'omplin de contingut i aplicacié.

Totes aquestes dades donen lloc al que podria considerar-se un
esquema general (més enlla de consideracions especifiques de cada grup de
resultats que ja s’han fet en les discussions pertinents de cada capitol) que
ens aproxima a la funcié adhesiva i co-estimuladora del CD50 leucocitari.
Centrant-nos en el paper del CD50 en les interaccions limfocit-cél-lula
presentadora d’antigen (APC) podriem postular que la unié del CD50 i del
LFA-1 té una doble funcionalitat. Per un costat, contribuiria a estabilitzar el
reconeixement especific del TcR, que per si sol presenta poca afinitat
intrinseca pel seu lligand, el complex antigen-MHC, necessitant per a ser
efectiu de les interaccions en paral-lel de les molécules d'adhesid. Per una altra
banda, actuaria col-laborant en la co-estimulacié cel-lular, reforcant el senyal

transmeés pel TcR que per si sol no és suficient per assolir una activacié
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eficient del limfocit T. Aquest concepte co-estimulador no és nou amb les
molécules d’adhesié, doncs s'ha descrit en altres casos, com el mateix LFA-1
[Wa‘lchmtz et al, 1989; van Seventer et al, 1989], perd és una capacitat
absolutament novedosa pel que fa als altres dos membres de la familia ICAM.
Aquesta capacitat transductora de senyals del CD50, no seria intrinseca a la
molécula, com en la majoria de les proteines de membrana, sind que es deuria
a l'activitat d’altres molécules citoplasmiques associades. Aquestes molecules
transductores associades, en el cas del CD50, serien, al menys, les PTKs
p56'* i p59™", Definir com es transmet el reconeixement del CD50 i el LFA-1
des dels dos dominis més externs {lloc de la unid) de la zona extracel-lular fins
a la cua citoplasmica és encara un problema pendent de resolucié, com passa
en la majoria de glicoproteines de superficie cel-lular. Sigui com sigui, a través
d’algun tipus de canvien la seva associacio a les PTKs, el CD50 co-estimularia
directament la cél-lula, perd alhora també augmentaria la funcié integrina 8,
comportant un augment en la capacitat adhesiva d’ambdues cél-ules.
D’aquesta manera es reforca la interaccio global entre YAPC i el limfocit T,
produint-se un efecte d’amplificacié sobre la capacitat adhesiva cel-lular, que,
com ja hem dit, resulta necessaria per estabilitzar el reconeixement antigénic
de manera que resulti eficac. Aixi, mitjancant {"'efecte estimulant del CD50
s’incrementaria la funcié integrina B, determinant d'aquesta manera un
augment de les seves interaccions amb el CD50 de |'altra céi-lula {(Figura 2).
S’establiria, aixi un cicle de co-estimulacid i augment de I'adhesié que cal
regular d'alguna manera. Es possible que aquesta regulacié vingui pel fre que
el TcR/CD3 produiria mitjancant la fosforilacié en serines del CD50 [Lozano et
al., 1992a], que potser reguli aquesta funcid estimulant. Podem hipotetitzar

que la fosforilacié en serines del CDBO condiciona la pérdua de la capacitat
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estimulant de la molécula, a través del desacoblament de les PTKs associades,
perd també és possible la situacié oposada, en el que la fosforilacié induiria
I’engalzament de les PTKs a la zona citoplasmica del CD50. La primera
hipdtesi sembla més coherent donat que el que és més freqglient és que Ia
funcié de les molécules de membrana disminueixi quan es fosforilen en serines
o treonines [Alberola-lla & Lozano, 19911 Es clar perd que només les dades
experimentals de futurs estudis decidiran entre una i altra possibilitat.

En la base d’aquest model radica la disjuntiva de si les molécules
d’adhesié interaccionen primerament determinant de manera inicial el
reconeixement posterior del TcR, o si bé al contrari, és el TcR el que en una
primera etapa reconeix l’antigen activant les molécules d’adhesié que
estabilitzen i fan definitivament eficient el reconeixement. Les nostres dades
permeten les dues interpretacions [Vives, 1994], si bé la primera hipotesi
s’ajustaria millor a una activitat desacopladora de les fosforilacions seriniques
a través de I"estimulacié del TcR.

Pel que fa al paper del CD50 en les interaccions leucocit-endoteli i
leucocit-matriu extracel-lular, la manca d’expressié endotelial del seu lligand,
el LFA-1, i del mateix CD50 {(que només s’ha trobat expressat en certs
endotelis microvasculars de certs limfomes [Doussis-Anagnostopoulou et al,
1993]) suggeria que el CD50 no participaria en aquests contactes. Els nostres
resultats, per9d, indiquen el contrari suggerint un esquema de funcionament en
el que el CD50 intervindria reforcant I’adhesié limfocitaria a I’endoteli i a la
matriu extracel-lular (Figura 3). D’aquesta manera, podriem dir que el CD50
actuaria sobre la fase de reforgament (tethering) incrementant la funcié
integrina B, i B,, central en aquesta fase, en les que les interaccions VLA-

4/NCAM-1 i LFA-1/ICAM-1, -2 sén definitives per aturar el rodolament,
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Figura 2. Model de funcié del CD50 en una interaccié entre limfocit T i cél'lula presentadora

d’antigen (APC), a on s’estableix un cicle d’amplificacié de I’adhesié i co-estimulacié cel-lular.

ICAM-2 ICAM-1 {:Ke}

-
A

Figura 3. Esquema de I’efecte de I’estimulacié del CD50 en I’adhesié limfocitaria a les cél-lules

endotelials (E.C.) i a la matriu extracel-lular (Extracellular Matrix).
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detenint la circulacié. Després a través d'aquesta mateixa via d’activacio,
especialment per 'efecte sobre les integrines B, que vehiculen gran part de les
interaccions dels limfocits amb la matriu extracel-lular, el CD50 afavoriria
també la migracié transendotelial. En aquest mecanisme de transmigracié
limfocitaria, la sintesi i secrecié d'enzims destructors de la xarxa de la M.E.
(col-lagenases) [Werb et al, 1991}, és un mecanisme també important. Estudis
recents en el nostre laboratori [Esparza & Cid, comunicacié personal],
confirmen que I'estimulacié a través d’AcMos anti-CD50 és capac d’induir en
ceél-lules Jurkat la secrecié d’aquests enzims, la qual cosa suposa una
implicaci6 superior del CDB0 en els mecanismes de migracié limfocitaria que
acompanyen la inflamacié. Malgrat aquest esquema forca clar i suggerent, el
CDBO0 ni s’expressa normalment en 'endoteli {amb l'excepcié esmentada dels
endotelis paralimfomatosos), ni I’endoteli presenta el seu contra-receptor, el
LFA-1. Aixi que només caben dos possibilitats per a que s’activi el CD50: o
existeix un segon receptor {aquest amb expressié endotelial), o s’activa
mercés al LFA-1 d’altres leucdcits. De fet, durant la inflamacié es produeix un
fenomen d’arribada massiva de leucdcits i no seria estrany que durant aquest
reclutament els limfocits contactessin entre ells estimulant-se el CD50 i amb
ell reforgcant-se I"adhesio endotelial. A favor d’'aquesta possibilitat existeixen
dades de microscopia confocal [Sanchez-Madrid, comunicacié personall, que
demostren la localitzacié del CD50, durant I’adhesid a endoteli, polaritzat en
prolongacions anomenades urdopods de manera oposada al lloc de contacte del
limfocit amb Pendoteli. Aixi, el CD50 es situaria en la llum del vas afavorint
el reclutament dels feucocits a la zona inflamada i a través d’aquest

reconeixement es reforcaria la funcié integrina. Un cop en la zona inflamada,
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el contacte amb altres leucocits (neutrofils o mondcits), que si presenten LFA-
1, incrementaria encara més si cal I'estimulacié de la funcié integrina,
principatment 8,, que reforcariaI'adhesid a la matriu extracel-lular, induint una
localitzacid eficient del limfdcit en aquell entorn tisular inflamat.

Es assumible que aquest model d’activacid de la capacitat adhesiva via
el CD5O sigui aplicable a d'altres subpoblacions leucocitaries (limfocits B,
monocits, neutrofils,...) que també recirculen i que en molts casos presenten
nivells majors de CD50 [Pino-Otin et al, enviat a publicar, 1994}, encara que
resta també pendent de la seva comprovacié experimental.

En resum, podem dir que els trebalils presentats en aquesta tesi
formen un cos de resultats que permeten construir un model de la funcié del
CD50. Aquest model funcional explica en gran part el funcionament d’aquesta
molécula, perd alhora obre també nombrosos interrogants que només trobaran
resposta en posteriors estudis experimentals. El que si podem dir hores d’ara,
és que el CDBO s’ha constituit en una molécula d’adhesié que per la seva
bifuncionalitat co-estimuladorai adhesiva, intervé de manera decisiva en molts

aspectes de la resposta immunitaria.
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CONCLUSIONS.

El CD50 és una molécula de membrana formada per un cos proteic de
tipus | amb cinc dominis extracitoplasmics de la superfamilia de les
immunoglobulines {IgSF), sobre el qual s’afegeix una molt important

glicosilacié responsable de gairebé el 50 % del seu pes molecular.

El CD50 és idéntic a una molécula d’adhesié de la familia dels ICAMs,
I’anomenat ICAM-3. Aixi doncs, ambdds termes es poden utilitzar

indistintament per tal de referir-nos a aquesta glicoproteina.

El CD50 intervé en les interaccions dels limfocits T a I"endoteli i a
diverses proteines de la matriu extracel-lular, cooperant en el
reforcament de ["adhesié, a través de |'activacié de la funcié de les
integrines B, i B,. Aquesta activacié de 'adhesi6 es fa evident també

per linduccié de |'agregacié homotipica mitjancant els anticossos

monoclonals anti-ICAM-3.

Els mecanismes bioquimics implicats en la senyalitzaci6 intracel-lular del
CD5BO, en les cél-lules de la linia T limfoblastoide Jurkat, impliquen la

fosforilacio en tirosines de varies proteines intracel-lulars i 'augment en

els nivells intracel-lulars de calci.
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L’associaci6é del CD50 amb les Protein-tirosin-kinases (PTKs) p56'* i
p59"", assenyalen aquestes PTKs com les més probables candidates a

iniciar la via de transduccié de senyals quan s’activa el CD50.
Els mecanismes estimuladors del CD50 sé6n capacos d'assolirl’activacié
cel-lular mesurada per la inducci6 de 'expressié de CD25 i la produccié

d’IL-2 al co-estimular ies cél-lules amb CD50 i PMA.

Existeix un doble polimorfisme biai-iélic, per a les endonucleases de

restriccid Pstl i BamHi, en el gen del CD50 huma.
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