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Introducció 

l. INTRODUCCIÓ. 

1.1.- EL SISTEMA IMMUNITARI I LES MOLECULES D' ADHESIÓ. 

1.1.1.- LA RES POSTA IMMUNITARIA: LA CEL'LUlA I El SEU ENTORN. 

El manteniment de la integritat i la identitat de I'individu en front a 

agressions externes o internes és la funció principal del sistema immunitari. En 

els animals superiors, i entre eUs l' ésser huma, aquesta funció del sistema 

immunitari es centra en la capacitat de reconeixer el que és propi en front del 

que és estrany, mitjan<;ant una complexa xarxa d'elements ceHulars 

circulants, dispersos arreu de I'organisme. La peculiaritat d'aquest procés de 

reconeixement i res posta immunitaris es defineix en base a tres propietats 

característiques del mateix: l'especificitat, la clonalitat i la memoria. 

El que la funció immunitaria tingui com a característiques la clonalitat 

i I'especificitat, per les quals una única cel-lula i la seva descendencia (clona) 

reconeixen específicament un determinat element antigenic, no suposa que 

aquest reconeixement i la res posta ulterior involucrin només a les ceHules que 

constitueixen la clona; ans al contrari, tant al reconeixement com a la cascada 

de reaccions posteriors, diferents subtipus ceHulars intervenen en un complex 

sistema de comunicacions interceHulars. Així, la comunicació entre ceHules 

juga un paper clau a tots els processos que configuren la resposta 

immunitaria: la presentació antigenica, l' expansió clonal, la inducció del 

component humoral de la res posta específica, la citotoxicitat, .... I a més a 

més de la propiament anomenada res posta immunitaria, existeix un altre 
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seguít de processos que també involucren la comunica ció de les céHules del 

sistema immunitari amb altres elements de I'organisme: el desenvolupament 

i la diferenciació ceHular, la recirculació, la migració i la localització (homíng) 

leucocítaries, la resposta inflamatoria inespecífica, la coagulació sanguíñia, la 

cicatrització, la reparació tisular, ... Per aixo justament parlem del sistema 

immunitari com una unitat de funció definida per una xarxa d'elements 

ceHulars dispersos arreu de I'organisme, pero intercomunicats entre sí i el seu 

entorno 

1.1.2.- lES MOlECUlES DE MEMBRANA I l 'ENTORN CEl'lUlAR 

Per a dur a terme la intercomunicació ceHular amb I'entorn, les cél'lules 

del sistema immunitari basen la seva capacitat de resposta, especialitzada 

segons els diferents subtipus ceHulars, en el reconeixement de \' estat 

d' aquest entorn a través di un ampli ventall de molecules de membrana. Si bé, 

estrictament parlant, només dues d'elles, el TcR (el Receptor antigénic de les 

céHules T) i el ScR (el receptor antigénic de les cél-lules B) deis limfocits són 

les responsables de l' especificitat i la clonalitat del reconeixement, la res posta 

completa i eficag tan soIs s'assoleix quan els equilibris d'interaccions i 

senyalitzacions ínter i intraceHulars cooperen eficientment en el reconeixement 

específic de la molécula estranya (antigen). Així, juntament amb la interacció 

específica entre el receptor antigénic i I'antigen, les altres molécules de 

membrana, basicament glicoproteYnes, juguen un paper accesori (d'aquíel que, 

classicament, s' anomenin molécules accesories) pero fonamental en el 

desenvolupament de la resposta immunitaria, ja siguin com elements 

moduladors de la senyalització 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 ceHules que cooperen en la 

resposta. Fins i tot, el reconeixement de I'antigen pel receptor de les cel'lules 

T necessita de la presenta ció de I'antigen (adhuc existe ix un subgr~p ceHular 

especialitzat anomenat CéHules Presentadores d' Antígen, APCs) i només es 

produeix dins del context d'una glicoproteina propia d'un grup de molecules 

anomenades en humans HLA, a través d'una interacció ceHula a ceHula. El 

paper de les molecules de membrana s'amplia i es fa cabdal, en tots aquests 

altres processos immunitaris previs o paral'lels a la resposta (homing, 

desenvolupament, resposta inflamatoria, ... ) i, fins i tot, en aquells elements 

posteriors que componen la tercera característica de la res posta immunitaria, 

la memoria. Malgrat que el paper que juguen aquestes estructures de 

membrana en la memoria immunitaria és encara objecte d' estudi, la 

preséncia/abséncia o I'increment/disminució en lIur expressió a la membrana 

és sens dubte un marcador de l' estat de diferenciació ceHular, i per tant de 

memoria ceHular. 

1.1.3.- MOLECULES DE MEMBRANA I ANTICOSSOS MONOCLONALS: 

CONCEPTE DE CD. 

L'adveniment de la tecnologia deis Hibridomes (cel'lula resultant de la 

fusió de dues céHules diferents, en aquest cas un limfocit B ¡una céHula 

mielomatosa) per l' obtenció d' Anticossos Monoclonals (AcMos) [Kohler & 

Milstein, 1975], ha possibilitat la definició, gracies a I'especificitat d'aquests 

AcMos, de moltes d'aquestes estructures de membrana característiques, i 

alhora ca-responsables, de laresposta immunitaria. Treballs cooperatius en 

Tallers (Workshops) internacionals per la comparació de la reactivitat deis 

diferents AcMos contra aquestes molécules de superfície deIs leucocits 
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humans, han permes t' agrupament deis mateixos segons {'estructura 

antigéniea de membrana que reeoneixen. Així, per extensió, cada molécula 

antigénica humana distinta reeoneguda per un grup específic d' aquests AcMos 

es anomenada Grup de Diferenciació (Clusters of Differentiation) o CO, dones 

les primeres molécules descrites definíen subpoblacions ceHulars amb distints 

estadis de diferenciació ceHular. La nomenclatura CO s'acompanya d'un 

número diferenciador, des de 1'1 fins al 130, definit al V International 

Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens [Schlossman et al, 

1994] que intenta englobar totes les molécules leucocitaries humanes 

reeonegudes per AcMos. En aquells casos en els que el treban del Workshopl 

si bé és suggeridor de que certs AcMos reeoneixen una estructura diferent, no 

permet la certesa absoluta de I'excfusivitat del terme CO$ la terminoJogia 

aplicada és COw (w de Workshop). Ouan posteriors TalJers determinen de 

manera inequívoca aquesta especificitat, la lIetra w desapareix del terme 

(aquest és el cas de la molécula C050 objeete d'anaiisi d'aquesta tesi, que 

íniciafment, com a conseqüéncia del IV Workshop, s'anomena CDw50, 

adquirint en el V Workshop I'actual denominaeió C050). La importancia 

d'aquests estudis internacionats no tan 5015 radica en I'agrupament i vaHdació 

de l'especificitat deis AcMos presentats (aspecte que al darrer V Workshop 

g/ha vist culminat per I/elaboració d'una base de dades informatica de gran 

utmtat i de mure accés [Shaw, 1993]) sinó que també ha permes la definició 

de noves molécules que posteriorment han estat más pregonament 

analitzades. D' aquesta manera, la definició de molecules úniques pels nous 

CDs és validada qua n treballs posteriors clonen i seqüencien a nivelt del cONA 

les molecules que inequrvoeament reconeixen els AcMos que permeteren 

definir el CO. Afhora també es concretenl a niveU d'una única molecula, les 
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funcions analitzades a través deis AcMos, potentfssimes eínes per l' estudi de 

la funció biológica associada a la molecufa de membrana reconeguda. 

1.1.4.- MOlECUlES DE MEMBRANA I MOlECUlES D" ADHESfÓ. 

A nivell funcional, cal drstingir clarament entre les molecules que juguen 

el seu paper de comunicació interceHular a distancia (receptors d'interleucines 

i factors de creixement) i les que intervenen directament en el contacte ceHula 

a ceHula mitjanc;ant la interaccló entre una glicoprote'ina de membrana 

(receptor) en una de les céHules que interaccionen í una segona molecula de 

superficie (Uigand) en l'altra ceHula. Aquestes molécules anomenades 

inicialment molecules accessóries del reconeixement immunitari, juguen com 

ja s'ha dit. una funció d'interrelació ceHular no únicament Uigada al 

reconeixement antigénic de fa resposta immunitaria. Per aixo, de manera más 

amplia i correcte es coneixen com a molecules d'adhesió. Cal assenyalar a 

más a más que aquest paper de les molécules d'adhesió en la unió céHula­

céHula t es diversifica en alguns deis casos cap al reconeixement de certes 

estructures moleculars extraceHulars t que permeten el contacte di recte de la 

céHula amb l' entorn tisular definít per aquesta xarxa multimolecular 

anomenada Matriu ExtraceHular (M. E.). les molécules d' adhesió fan d' aquesta 

manera de pont entre les estructures exteriors (altres céHules o M.E.) i les 

interiors (citoesquelet o complexos enzimatics). Afhora, el concepte de 

molecula d'adhesió no es troba circumscrit només a les molecules del sistema 

immunitari. sinó que també inclou aquelles moléculas de membrana 

responsables del contacte interceHular o amb la M.E. de qualsevol Ilinatge 

ceHular (ceHules del sistema nerviós, ceHules epitelials, ceHules del 

desenvolupament embrionari T ... ). 
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1.2.- CLASSIFICACIÓ DE LES MOLECULES D' ADHESIÓ. 

La identificació de funcions ¡estructures comuns entre els diversos 

components de I'ampli ventall de molacules d'adhesió ha permas lIur 

classificació en quatre grans grups: les Cadherines, les Selectines, les 

Integrines i la Superfamília de res Immunoglobulines. Afegirem en aquesta 

introducció un cinqua grup com a cala ix de sastre que anomenarem "altres 

molacules d'adhesió" ¡que inclou totes aquelles motacules leucocitaries que 

malgrat presentar una clara funció adhesiva no es poden incloure en cap deis 

quatre grups primers. A nivel! terminologic existe ix un certa discrepancia de 

termes a I'anomenar aquests cinc grans tipus de molacules d'adhesió, 

especialment els quatre primers. Així sovint s/empra el nom de Família per les 

Cadherines, les Selectines i les Integrines, mentre que el terme de Superfamília 

(SF', es reserva normalment per la SF de les Immunoglobulines. Aquesta 

terminologia tan habitual, no es correspon amb la definició inicial [Dayhoff et 

al, 1983], que valora purament l'analisi de seqüancies, deIs conceptes de 

Família i Superfamília: estructuralment sota el terme de "Familia" hom 

agruparía les prote'ines amb una identitat en la seqüancia aminoacídica superior 

al 50%, mentre que sota el concepte de "Superfamília" s'agruparien similituds 

del 50% o menors en les seqüencíes. Aquest ampli rang en I'aplicació del 

concepte de SF, su posa que, als nívells de semblanc;a més baixos (15-25%) 

a on sovint es traben diversos components d'una SFt altres consideracíons 

sobre I'estructura secundaria són les que permeten I'agrupació de les 

molacules dins d'una SF. Així en front de I'ús for<;a generalitzat del terme 

Família 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 pramoure I'ús del terme SF pels 

grans grups. D'aquesta manera el terme de Família podría reservar-se per als 
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subgrups de molecules funcionalment i estructuralment más propers. Malgrat 

tot, i donat que les tres Selectines, segons el domini que s' analitzi, formen 

part de tres SF diferents ¡más amplies, la de les Lectines tipus C o Calci 

dependent, la de I'EGF i la de les Protei'nes de Control del Complement, potser 

el más conveníent ás emprar el terme de Grup Funcional de Molecules 

d' Adhesió. 

Pel fet que alguns deis components deIs cinc Grups Funcionals no són 

glicoproteines amb funció immunitaria, la descripció següent pretén només 

presentar esquematicament les característiques principals deis cinc Grups de 

Molecules d' Adhesió, centrant-se especialment en efs aspectes més immuno­

relacionats d'aquestes molecules. 

1.2.1.- CADHERINES. 

Sota el terme de Cadherines hom engloba al menys 11 glicoprote'ines 

de membrana humanes [Suzuki et al, 1991] i varies de distints vertebrats. Fins 

i tot, algunes molecules de Drosophila, amb identitat significativa amb les 

Cadherines deis vertebrats, han estat descrites [Mahoney et al, 1991 l. Totes 

elles són molecules d' adhesió dependent de calci t és a dir que sense la 

presencia d'aquest eatió les interaecíons que estableixen es destrueixen. 

D' aquí el seu nom de Cadherines, una combinació de paraules entre els mots 

calci i adherir, Ca-adherir, amb un sufix {-ina} que el substantivitza [Takeichi, 

19891. L/ur dependencia del calei va més enlla del manteniment de les unions 

que estableixen, dones la presencia di aquest ió a más a més les protegeix de 

lIur proteolisi, mentre que en absencia de calci esdevenen rapidament 

degradades. Aquestes molecules participen en unions generalment 

homofíliques {entre la mateixa molecula} t malgrat que de vegades la unió 

heterofílica (entre molecules distintes) de Cadherines diferents, encara que 
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infreqüent és també possible [Takeichi, 1990; Suzuki et al, 1991]. lIur paper 

fonamental es defineix durant el desenvolupament embrionari mantenint 

I'estructura multicel'lular i determinant la localització cel'lular en els patrons 

morfogenics [Townes & Holtfreter, 1955; Nose et al, 1988]. Aquest paper 

morfogenic en el teixit adult es centraría en la interacció ceHula a ceHula 

(zona adherent) en els teixits solids per al manteniment de I'estructura tisular 

i la compartimentalització de diferents espais (polarització) dins de la ceHula, 

en relació al citoesquelet. Hi ha evidencies [Behrens et al, 1989] de que 

l' expressió alterada de certes Cadherines podria jugar un paper en la invasió 

i metastasi tumoral. 

Entre les onze Cadherines destaquen sis molecules identificades en 

vertebrats, les anomenades B-, E-, M-, N-, P- i T-Cadherina, les 

característiques principals de les quals es resumeixen en la següent taula 

(Taula 1). A l' estructura general de les Cadherines, ressalta l' alt nivell 

d'homologia aminoacídica (43-58%) amb 3-5 zones repetitives, trobant-se 

entre les tres primeres els lIocs d'unió de calc; (motius conservats OXNON o 

DXD) i un altre motiu conservat LOREXXXXYXL. lIur domini extracel'lular N­

terminal, d'uns 110 aminoacids, conté la seqüencia HAV que ti confereix 

I'especificitat d'unió [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 Jlur funció. Aquesta fundó 

vindria definida per la capacitat d'unió amb altres prote"ines intraceHulars 

(especialment a filaments d'actina a través de les catenines a, P i V, I'a­

actinina i la vinculina) mitjan<;ant el seu domini citoplasmic [Ozawa et al, 

1990]. O'aquesta manera i a través de Jlur ancoratge al dtoesquelet, les 

Cadherines asseguren, d'una manera estable i alhora regulable, les 

interaccions que les defineixen com a molecules d'adhesió interceHulars. 
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Taula 1 

Nom Altres noms Estructura Localització Lligands 

B-Cadherina K-CAM P.m. 120i122kO Oestrit en teixit Oesconeguts, 
(dobtet}. embrionari d' aus~ es -potser media 
3 punts de N-glyc. troba en tehdt una interacció 
potencials. nerviós, diversos homofntca. 
5 zones repetitives. epitelis i móscul 

esquelétic. 

E-Cadherina UvomoruUna, P.m. 124 i 135 k.O Epitelis no-neuronals, E-Cadherina 
ARC-l, (doblet). regulant-se en el Untarac. 
L-CAM, Celt~ 5 punts de N-glyc. desenvoiupament ¡ homofflica) • 
CAM1201180 potencials. apareixent també en Interacció 

5 zones repetitives. certs estadis citopl~smica 
neopl~sics amb Cateninas 

M- Cadherina P.m. 104 k.O. CéHules muscutars en Oesconeguts 
Cadherina Muscular 5 punts de N-glyc. diferenciació (no conté la 

potencials. (miotubs) i en seqüéncia 
5 zones repetitives. mioblastes HAV). 

N-Cadherina A-CAMl' P.m. 130 k.O. Teixit nerviós, N-Cadherina 
Cadherina 7 punts de N-glyc. cardfac, del cristal·1f i (interac. 
Neurai, N-Cal- potenciais. al móscu. estriat. homofi1ica). 
CAM. 5 zones repetitives. Interacció 

citoplasmica 
amb Cateninas 

P-Cadhedna Cadherina P.m. 118 k.D. Diferents teixits N~Cadherina 
placentaria. 4 punts de N-glyc. epitelials embrionaris i Untarac. 

potencials. placentaris. homofflica). 
5 zones repetitives. Interacció 

citoplasmica 
amb Cateninas 

T-Cadhedna Cadherina P.m. 95 i 110 leO Teixit nerviós, T -Cadherina 
truncada. (doblet). muscular estriat, (intenle. 

7 punts de N-glyc, cardfac, renal, retinia i homofílica). 
potencials. pulmonar. No pot 
5 zonas repetitivas. presentar cap 
Unida a membrana interacció 
a través de GPI. citopltlsmíca. 

La manca de paper descrit¡ fíns al moment, par a les Cadherioes dios 

de la res posta immunitaria, fa que la descripció deis membres d'aquestes 

molecules d'adhesió no es desenvolupi en aquest treball més enlla del 

presentat en aquesta introducció. 
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1.2.2.- SElECTINES. 

Malgrat que les Selectines són un grup, fins ara, petit de mofecules 

d'adhesió, format per només tres glicoprotei'nes, la seva importancia clau en 

els mecanismes d'interacció ceHula a ceHula i ceHula-M.E., ha fet que áes del 

1989, any de la descripció de lIurs seqüencies proteiques, s'hagin acumulat 

un ampli ventall de dades al respecte del paper d'aquestes glicoprote"ines. 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 molecules de seleccionar les diverses interaccions 

ceHulars, alhora que presentaven una expressió selectiva, i Uur funció de 

reconeixement d' estructures carbohidratades (funció lectina). Aquesta funció 

lectina va impulsar I'ús alternatiu del terme Lec~CAM (Lectin Ce/l Adhesion 

Molecufe) que ha caigut en desús, com ha passat amb la majoría deIs motts 

diversos noms que han tingut els tres components de la famma. Així les tres 

molecules E-Selectina, L~Selectina i P-Selectina, anomenades així per les 

pob!acions ceHulars a on s'expressen (E- d'endoteli, L- de leucocits i P- de 

Plaquetes, malgrat que també s'hi troba a I'endoteli), es troben al lIarg de la 

bibliografía amb molts noms diferents segons els autors i les apoques deis 

treballs que en parlen (Taula 2). Darrerament i amb un ¡ntent unificador, han 

estat reclassificades en el darrer V International Workshop on Human 

Leukocyte Differentiation Antigens amb els noms de CD62E, CD62L ¡ CD62P 

respectivament. Aquesta terminología, malgrat no estar gaire d'acord amb la 

costum deis altres Workshops d' assignar un número independent per cada 

molecula identificada, ha estat propasada partint del CD62, grup de 

diferenciació ja assignat a la P-Selectina en el IV Workshop, en un ¡ntent de 

simplificar el que podria haver estat una complicada nomenclatura. Aquest 

mateix principi s'ha aplicat per altres mo!ecules com les diverses cadenes a de 

les Integrines P1 (CD49a-f) o les cadenes mb-1 i B29 del ScR (CD79a-b). 
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Taula 2 

Nom (CO) Altres noms Estructura Expressió Uigands 
cel-Iular (localització) 

E-Seleetina RAM-l, 11 punts de N- Endoteli activat s-le" i er seu ¡somer 
(C062E) lECAM-2 glyc. potencials. Unducció a les s-le-. Semblen estar 

3-6 h per acció en varies 
6 dominis CCP. de lPS o/i cito- g!ieoproteYnes 
32 aminoticids cines: IL-1P, [CLA (Antigen 
eitoplasmics amb TNFa). limfocitari cutani)l de 
6 Ser i 8 Tyr granuloeits, 
fosforliab!es. monoeits i certes 

subpoblacions 
P.m.l07-115kD limfocitaries. 

L-Se!ectina lAM-l, 7 punts de N- Presant a Glúcid fuco-sulfo-
(CD62l) lECAM-l, glye. poteneials. gairebé totes les siatitzat relacionat 

MEL-14, caHures leuco- amb s-le"'" i l' epítop 
gp90MEl"4, 2 dominis CCP. citarles madures MECA-79 presents 
T01, lEU-8, 17 amino¡!¡cids i immadures en: C034, GlyCAM-
mlHR, citoplasmics amb (Iimfocits T i Br 1 (secretat) i 
OREG.56 2 Ser neutrofils, mono- MAdCAM-l. 

fosforiJables. cits ... ). s'am- loealització: moJI de 
P.m. 74 kD mmf.} bera {shedding} ''os, endoteti activat 
090-100 kO després de i certs endotelis 
(neutr.) l' activació. venulars (HEVs). 

P-Selectina PADGEM, 1 2 punts de N· Plaquetas/mega- s-le" i s-lea, 
(C062P) GMP-140, g{yc. potenciais. cariocits (granuls presents en varies 

lECAM-3 al ¡ endotell glicoprote'ines 
9 dominís CCP. (cossos de (PSGl-1) de 
34 aminoacids Weibel·Palade) . plaquetes, neutrofils, 
citoplasmics 8mb Apareix rapida- monocits i certes 
2 Ser i 1 Tyr. ment (minuts) en subpoblacions 

membrana des- iimfocitaries. 
P.m. 140 kD. prés de la degra-

nulaci6 (Histami-
na, Trombina, •. ) 

RAM: Endothe/íal Leukocyte Adhesion Melecule, lECAM : Leukocyte-Endothellal Cell Adhesion 
Mo/ecule, LAM : Lymphocyte Adhesion Me/ecule, PAOGEM : Plate/et Activation Dependent Granule 
Externa/ Membrane Protein. GMP : Granule Membrane Protein, s-le: sialyl-Lewis, HEV : High 
Endothelial Venu/e, GlyCAM : G/ycosylation-dependent Ce/l Adhesion Mo/ecule, MAdCAM : Mucosa/ 
Addressin Gel! Adhesion Molecule, PSGL : P-$electin Glycoprotein Ligand. 

Les tres Selectlnes constitueixen un ciar exemple del que hem anomenat 

Grup Funcional ja que presenten un alt grau d'homologia estructural [Springer 

& Lasky, 1991] proteica i genetica, donat que els seus gens es traben 
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agrupats en una curta regió del cromosoma 1 huma. Per lIurs seqüéncies 

proteiques, i en funció del domini proteic analitzat, les Selectines formen part 

de la SF estructural de Lectines tipus C (calci dependent), la SF de !'EGF i la 

SF de les CCP (Complement Control Proteins) o CRP (Complement Regulatory 

Proteins) (Figura 1). Així a nivell del domini N~terminal, es troba lIur capacitat 

d'unió de tipus Lectina Calci dependent. Tot seguit, en direcció C-terminal, 

hom hi troba un domini o motiu de 33-38 aminoacids de tipus EGF (Epidermal 

Growth Factor), anomenat d'aquesta manera per haver estat descrit per primer 

cop en el Factor de Creixement Epidérmic. El paper funcional d'aquests 

dominis EGF, malgrat no estar ciar, és sens dubte clau, dones lIur delecció 

aboleix I'adhesió ceHular. És possible que el domini EGF mantingui la 

conformació estructural del domini lectina, o bé reconeixi el component proteic 

del IIigand [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 interacció de la Selectina amb el lligand, separant 

de la membrana elUoc d'unió (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 cep, funció gens in apropiada en els 

lIocs d'inflamació, a on les Selectines determinen l'arribada de les céHules 

involucrades. Una curta porció intracitoplasmica (17-35 a.a.), amb funció poc 

clara, completa I'estructura general de les Selectines. 

De manera general, les Selectines a través de lIurs dominis lectínics 

vehiculitzen el reconeixement de certes seqüéncies oligosacarídiques en 

diverses molécules amb qui defineixen la interacció molecular interceHular. 
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Aquest tipus de contacte molecular amb seqüencies glucídiques explica el 

perque de manera general les Selectines reconeixen diversos lligands. El paper 

funcional, el grau d'afinitat en la interacció i la distribució ceHular d'aquests 

IIigands o co-receptors s6n aspectes fonamentals per a definir la funció de les 

Selectines. Així, lIur presencia o absencia en cada tipus ceHular i l/ur capacitat 

d'interacció amb les Selectines, delimiten el paper funcional de cada Selectina. 

Els lligands de les Selectines (especialment la L- i la P-Selectines) s6n glúcids 

units amb molecules tipus mucina (macroglicoprote"ines riques en serines i 

treonines), mitjanc;ant punts d' O-glicosilació. La seqüencia glucídica millor 

analitzada de les reconegudes per les Selectines és una forma sialitzada del 

grup sanguini Lewis a i x. La seqüencia glucídica de l' oligosacarid sialil-Lewisx 

(s-LeX
) és Neu5Aca2-3Galp1-4(Fuca1-3)GlcNAc-R, mentre que el de 

l' oligosacarid sialil-Lewisa (s-Lea) és Neu5Aca2-3Galp1-3(Fuca1-4)GlcNAc-R, 
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és a dir un intercanvi en la posició d'ancoratge de la Galactosa i la Fucosa amb 

la N-Acetil-Glucosamina. Ambdues seqüencies glucídiques s-Lex
•
a són 

reconegudes tant per la L- com la E-Selectina, pero en estructures proteiques 

diferents. La necessitat de conjunció de la seqüencia glucídica i peptídica 

queda plenament demostrada amb la necessitat de la transfecció simultania 

en cel'lules COS del c-DNA de la prote'ina PSGL-1 ( P-Selectin Glycoprotein 

Ligand 1 ) i de l' enzim responsable de la fucosilació, a3/4fucosiltransferassa, 

per obtenir un lIigand funcional per la P-Selectina. Cap deis dos c-DNA per sí 

sol és capar; d'induir I'expressió de I'activitat lIigand del CD62P [Moare et al, 

1993; Sako et al, 1993]. El grau d'implicació del diversos lligands en les 

interaccions és controvertit, i els experiments in vitro no tenen sempre una 

clara correspondencia amb la realitat de les interaccions in vivo. Així, mentre 

certs estudis definien el reconeixement de certs epítops glucídics de la L­

Selectina per part de la P- i I'E-Selectina [Picker et al, 1991 a], en I'actualitat 

altres lIigands glicoproteics [Picker et al, 1991 b; Moare et al, 1993] semblen 

tenir un paper més important en les interaccions que realment vehiculitzen les 

Selectines. Malgrat que la identificació de lIigands concrets per a cada 

Selectina ha representat en els darrers anys un importantíssim avenr;, 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 momento L' existencia 

d'una deficiencia genética en la biosíntesi de fucosa, amb la consegüent 

manca de lIigands per la E- i la P-Selectina [von Andrian et al, 1993] que 

comporta una malaltia anomenada LAD-II (Leukocyte Adhesion Deficiency-II) 

clínicament similar al LAD-I per deficit de les P2 Integrines (caracteritzat per 

una resposta inflamatoria ineficient), és una evidencia in vivo de I'important 

paper d'aquestes Selectines. 
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Vehiculitzar el reconeixement inicial de I'endoteli vascular per part de 

les ceHules leucocitaries, a la res posta inflamatoria o a la recirculació 

limfocitaria, és la funció adhesiva principal que porten a terme les_Selectines 

amb lIurs lligands. la funció adherent de les Selectines es defineix primer en 

la fase d'enganxament o IIigament (tethering) leucocitaria, i tot seguít en el 

rodolament (ro/ling) de les ceHules leucocitaries circulants, ambdues fases 

imprescindibles per a permetre I/ur posterior migració transendotelial. Així, les 

Selectines són les molecules responsables de mediar una labil, pero adherent, 

interacció inicial (enganxament) deis leucocits a la paret vascular en diferents 

teixits. Aquesta interacció caracteritzada per unes constants di associació (kan) 

i de dissociació (kaff) molt rapides [lawrence & Springer, 1991; Ushiyama et 

al, 19931 permet el consegüent rodolament deis leucocits en la direcció del 

flux circulant [ley et al, 1991; lawrence & Springer, 1991; Mayadas et al, 

19931, merces a que aquestes interaccions Selectina-lIigand duren uns 

milisegons i permeten contactes successius tot al lIarg de les superfícies 

ceHulars leucocitaria i endotelial. El control de l' expressió de les diverses 

Selectines i sobretot deis seus lligands és el que determina l' especificitat de 

les interaccions, definint així la capacitat de seleccionar que tenen aquestes 

molecules d'adhesió. les Selectines són així les responsables principals de 

l' exquisida especificitat de la recirculació limfocitaria, determinant que els 

diferents Iimfocits segons lIur funció efectora, i sobretot segons on han tingut 

el seu primer contacte amb l' antigen, circulin per determinats teixits 

(mecanisme anomenat homing) I en un mecanisme de vigilancia limfocitaria 

dirigida i eficient. Així, de manera generica les molecules de membrana 

leucocitaries responsables d' aquesta recirculació dirigida s' anomenen homing 

receptors, que es podría traduir com a receptors de localització o aniuament, 
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mentre que per I'altra banda els seus correceptors vasculars, donada nur 

capacitat d' adrec;ar els leucocits a 1I0cs concrets, es coneixen amb el nom 

d' Adressines (Addressins). Així# en el cas de les Se/ectines, el CD62L es 

consideraria un homing receptor i els seus Jligands vasculars Adressines, 

mentre que el CD62P i CD62E s'haurien de considerar Adressines, i lIurs co~ 

lligands leucocitar;s, els receptors de localització. Aquesta terminologia 

classica, molt clara conceptualment, resulta poc útil quan s'estudien 

mo/ecu/arment aquestes interaccions, dones fa que la funció Selectina 

dependent de que sigui per la L- o per la P- o la E-Selectines faci considerar 

aquestes molecufes receptors de localització o Adressines. Per aixo el que és 

important, més que la terminologia, és poder definir les Selectines com les 

moIecules d'adhesió que en el reconeixement de Uurs lligands específics 

determinen la unió deis Iimfocits a I'endoteli venular deIs ganglis Iimfatics i 

deis teixits limfoides associats a les mucoses, definínt per aquesta interacció 

les zones de recirculació limfocitaria. 

El paper de les Selectines, especialment per lIur diferent capacitat de 

regulació en la superfície ceHular1 esdevé encara més important en els 

mecanismes inffamatoris a on determinen la primera part del procés d'arribada 

i migració transendotelial de granulocits, neutrOfils i limfocits a la zona 

afectada. Aquest mecanisme de migració ceHular es porta a terme a través 

de dos submecanismes, el d'haptotaxis (o migració ceHular a favor de 

gradient de major adhesivitat) I i el de Quimiotaxis (o migració cel-lular a favor 

de gradient de concentració de certes substancies activadores anomenades 

agents quimiotactícs}. Les Selectines són responsables de l'inici de 

I'haptotaxis, permetent l' enganxament i el rodolament de les ceHules 

circulants sobre j' endoteli de la venula post-capilar de la zona inflamada. 
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Aquest proces que afecta a diferents subgrups ceHulars segons la cinetica 

d' expressió de les Selectines endotelials, es produeix a favor de gradient 

(haptotaxis) cap a la zona inflamatoria. Així, per un costat, la I?-Selectina 

s'indueix n!lpidament, en minuts, en les ceHules endotelials després de lIur 

activació per mitjancers solubles de la inflamaci6 (Histamina, Trombina, ... ) 

que provoquen I'exocitosi deis cossos de Weibel-Palade que ja contenen 

aquesta P-Selectina preformada. O'aquesta manera es produira rapidament el 

reconeixement de la P-Selectina amb els seus lligands deis leucocits, mentre 

la L-Selectina, constitutivament present en aquestes ceHules circulants 

coHaborara. al reconeixer els seu s lIigands en I'endoteli, en aquesta primera 

fase de I'adhesió inflamatoria. Més tard (3-6 h) la inducció de I'aparició de la 

E-Selectina a l' endoteli per l' acci6 de la IL-1, LPS o el TNF-a, productes de la 

res posta inflamatoria vehiculitzada pels primers leucocits que varen arribar f 

permetra I'adhesió d'altres ceHules responsables de la resposta immunitaria 

al teixit inflamat. Així, juntament amb aquestes cinetiques d' aparicions a la 

superfície ceHular I sera la presencia o absencia de determinats sucres en cada 

element circulant el que determinara quina població o subpoblació cel'lular es 

reclutara a la zona inflamada, en cada momento És doncs la conjunció de la 

cinetica de I'aparició i de I'expressió diferencial en cada subpoblació (amb 

patrons de glicosilació proteica diferent} de cada co-lligand el que defineix 

quíns elements ceHulars intervenen en cada instant en un proces inflamatori. 

El paper de les Selectines dins del context integral d'interaccions 

moleculars que es produeixen a la recirculació lirnfocitaria i la inflamació es 

revisara més endavant en aquesta introducció sota una visió més 

globalitzadora que permet relacionar-las amb les altres molecules d'adhesió 

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

La capacitat de certes molecules de membrana d'unir o integrar diverses 

estructures de I'entorn extraceHular (altres cel'lules o M.E.) amb els 

components intraceHulars (citoesquelet) és el que motiva que s'empri eJ nom 

d'lntegrines per a englobar més de 20 glicoproteTnes heterodimeriques de 

membrana. El nom Integrina va ser proposat en 1986 [Tamkun et al, 1986], 

arran de la clonació de la subunitat p del receptor de ratolí per a la 

fibronectina, doncs integrava la interacció del citoesquelet intraceHular amb 

la matriu extracel·lular. Constituida rapidament com una superfamilía de 

molecules de membrana [Hynes, 1987], el nombre deis seus membres supera 

els 20 heterodímers de membrana, que per la seva funció vehiculitzen un 

ampli ventall d'interaccions que van des del reconeixement de diverses 

estructures de la matriu extraceHular, fins al contacte ceHula-cel·lula. Llurs 

peculiars característiques funcionals (capacitat de transduir senyals 

intraceHulars, regulació de lIurs funcions per variacions en I'expressió de 

membrana o canvis en l' afinitat per lIurs lIigands, diversa capacitat d'interacció 

amb diversos components intracel'lulars, multiplicitat de lIigands, ... ) fan de 

les Integrines un deis grups de molecules d' adhesió més versatil i que ha rebut 

més aten ció per part de treballs específics i revisions actualitzadores [Hynes, 

1987; Albelda & Buck, 1990; Larson & Springer, 1990; Ruoslahti, 1991; 

Hynes, 1992; Springer, 1994]. 

Les Integrines són heterodímers formats per dues cad enes, anomenades 

a i P, unides no covalentment (Figura 2). Fins al moment es coneixen més de 

20 Integrines diferents formades, al menys, per la combinació de 15 diferentes 

cadenes a i 9 cadenes p. Normalment cada cadena p pot expressar-se amb 

diverses cad enes a, pero també és possible la combinació de una cadena a 

amb varíes cadenes p. La conjunció del codi per a definir la cadena a ¡del codi 

per a la p, permet una nomenclatura estructural simplificadora de les Integrines 
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(sistema codificat de nomenclatura per subunitats). Malgrat que hi ha una 

tendencia cada cop más gran par anomenar les integrines per aquesta 

codificaci6 de les cadenes a i P (o amb la nomenclatura CD corresponent) 

persisteixen encara nomenclatures anteriors que en molts casos s6n más 

emprades que el sistema codificat. la identitat de fa cadena p permet la 

classificació de les Integrines en varis grups que presenten una certa relació 

funcional entre el1s. La Taula 3, basant-se en el tipus de cadena p, eos permet 

cfassificarles Integrines en 4 grans grups i alhora resumir i' especificitat 

funcional de les diverses Integrines: les P1 Integrines anomenades VlA (Very 

Late Antigen) dones alguns deis seus memores s'indueixen tarÓ a l' activació, 

les P2 tntegrines (lFA~11 Mac-1 ¡ p 150/95) anomenades també leucolntegrines 

per expressar-se només en leucocits, les P3 tntegrines anomenades 

Citoadhesines per vehiculitzar fonamentatment la unió ceHular a la M.E. i les 

P7 Integrines sense cap altre nom fins al momento 

LFA-l 

s· :~:' :'. S" ~': ... :"" :" S'" S*¡ S'" 
ij~, ,,~~, ,,~~' ::~. :;%;~ ,\~ ::¡~ ~~ .~# '~~}' ¡~ 11lit 

I 'iIJ¡ ~~!~ :~'~¡~, .~~:!~ t 

6 

Figura 2. Esquema de l' estructura de fes fntegrínes. 
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Taula 3 

FamfJies de Receptors 
(subunitats í altres noms) 

P, Integrines (VLA, CD29, GPlla) 
a,p, (CD29/CD49a, VLA-1) 

uzP, (C029/CD49b, VLA-2, GPla­
lIa, ECMRI, Col Receptor) 

UJ11 (C029/C049c, VLA-3) 
uJJ, (C029/C049d, VLA-4, 

LPAM-2) 
a.jJ, (C029/C04ge, VLA-5. FN 

Receptor, GPlc-lIa) 
aJ1, (C029/CD49f, VLA-6, LM 

Receptor) 
U7/31 (H36P,) 
UsPl 

Uy /31 (C029/CD51, VlA-V) 

P2 Integrines o Leucolntegrines 
(Leu-CAM, C018) 

UJ32 (COlla/C018, LFA-1) 
U~2 (COn b/CD18, Mac-1- CR3) 
uxPz (C011 clC018, p150/95) 

P3 Integrines (Citoadhesines, CD61) 
U11J33 (CD41/C061, gpllb/lla) 

Uy /33 (C051/CD61, VN Receptor) 

P7 Integrines ({3p) 
UJJ7 (C049d/CO-, VLA-4 alt, 

LPAM-1) 
UJJ7 (UIEJ]7' UJ17' HMl-l f M290). 

Altres Integrines: 
UJ14 {C0104/C049f, aJ14' TSP 

180, VLA-6 alt, LM Receptor} 
uy/3s (CD51/CO-, UyflXi UVflSb' 

Dv/3iJ (C051 ICD-) 
uv/3g (CD51/CD-, uvPs) 
uv/3" (C051 ICD-) 

Distribució ceHular 

Amplia IT act., monocits, 
melan., múscul llis. 
Amplia (T, B, Plaq., 
C.En., Fibroblastes, ... ) 
Amplia (B, tiroides, .) 

leucocits i meJan. 
Amplia (T, monocits, 
fibrobl, plaq., .•. ) 
Plaq, Granul., T, 
monocits, ... 
Múscul, melan. 
C.Ep., SNC, melan. 
C.Ep., Rony6. , .. 

Panleucocitari 
Granul. i monocits. 
Macrofags, monocits, 
granuf. i algunes T. 

Plaq. 

Plaq., e.En., algunes B. 

Subpoblacions BiT, IEL 

IEL (2-6% PBt), 
leucemies B, limfomes T, 

Hemidesmosomes (C.Ep., 
C.Schw, i C.En). 
C.Ep. tímiques# 
fibroblastes, carcinoma 
C.Ep. 
Placenta, ronyó, SNC. 
Fibroblastes 

Uigands i contra-receptors 
(seqüenc. reconeixementl 

Col, lM 

Col, lM (OGEA) 
FN (RGO ?), Col, lM 

FN (EILOV), VCAM-l 

FN (RGO) 

LM 
LM 
? 
VN, FN (RGO) 

ICAM-1, -2, -3 
C3bi, FG, Factor X, ¡CAM-1 

C3bi, FG 

FG (KQAGOV), FN, VN, 
vWF, Thbr (RGO, 
VN, FG, vWF, FN, Col. Osp, 
Thbr, ? (RGO) 

VCAM-1, MAdCAM-1, FN 
{EILOV) 
? (HEV de les plaques de 
Peyer). 

LM, ? epiligrina 

VN (RGO), FN 
FN (RGO) 
? 
? 

T: limfocits T, B; Umfocits B, Plaq.: Plaquetes, Granu!.: Granulocits, Melan.: melanoma. C.En.: 
CeHules Endotelials, C.Ep.: CeHules Epitelials, C.Schw: CeHules de Schwan, SNC: Sistema Nerviós 
Central, VLA: Very Late Antigen, Leu-CAM: Leukocyte-Cel! Adhesion Molecules, IEL : IntraEpithelial 
Lymphocytes, VCAM: Vascular Cel! Adhesion Molecule, MAdCAM : Mucosa! Addressin Cell Adhesion 
Molecule, ICAM: Intercellular Adhesion Mo!ecule, Col: CoHagen, FN: Fibronectina, lM: Laminina. VN: 
Vitronectina, FG: Fibrinogen, vWF: Factor van Willebrand, Osp:Osteopontina, 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 P no existeix cap homologia, per la qual cosa~a I'utilitzar 

el terme de superfamma per les Integrines seria més correcte parlar de 

superfamnia de les cad enes a i superfamília de les cadenes P de les Integrines. 

Un nivell superior de complexitat s'assoleix a través del splicing alternatiu de 

diverses subunitats [Hynes, 19921 com les subunitats p" PSI P4 • as, aat i allb' 

El significat funcional d'aquestes formes no és del tot ciar, pero es possible 

que pugui suposar un nou paper intraceHular de la Integrina. 

Les nou cadenes P definides fins al moment presenten una forta 

homologia en les seqüéncies amino-acídiques (entre un 37 ¡un 48 %), amb 

un grau de glieosilació variable (entre 6 i 12 punts de N-glieosilació) i un pes 

molecular que varia entre 95 i 130 kD, a excepció de la cadena P4 que pesa 

220 kD. Aquestes subunitats P es caraeteritzen per 4 zones o dominis amb 37 

residus cisteínics (és el que hom anomena els 4 dominis rícs en eisteines), 

perfectament ben conservats i establint ponts di-sulfur intraeatenaris, en una 

zona d'uns 190 a.a. que defineix el cos estructural de les subunitats P 

[Calvete et al, 19911. El total de ciste"ines en les cadenes P arriba a 56 

(excepte la P4 que en té 48), dones també defineixen altres ponts di-sulfur 

intracatenaris a la zona N-terminal, provocant el plegament globular 

caraeterístic de la zona d'unió amb Ilurs IIigands. Seguint a una única regió 

transmembrana, la zona citoplasmica, poc conservada entre les diferents 

subunitats P, és també curta (40-50 a.a.), exeepte a la cadena P4 que conté 

una lIarga cua citoplasmatica de 1018 a.a. amb 4 dominis repetitius 

fibroneetínics de tipus 111 (Figura 2). Aquesta estructura basica, altament 
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conservada entre especies tant distants com I#home, el ratolí, la granota o fins 

i tot fa Drosophila, presenta certes pecufiaritats en les diferents subunitats p, 

centrades principalment en la zona citoplasmica. A part de les ja esmentades 

de la cadena P4' podem dir que mentre les suhunitats Pl i P3 conserven una 

regí6 cltoplasmatica de fosforifació en tirosrnes [Tapley et al, 1989; Horvath 

et al, 19901. la subunitat P2 presenta 7 punts de possibfe fosforilació en 

serines i treonines [ChatilJa et al" 1989; Valmu eí al. 19911, destacant entre 

eUs la importancia de la fosforilació del residu serínic 756 [Hibbs et al, 19911. 

El paper funcional d'aquestes diferencies es relacionaria amb la diferent 

capacitat funcional de les Integrines i amb els mecanismes que regulen 

aquesta funció. 

les subunitats a presenten menor homologia estructural entre elles 

(sobre un 25%). Totes tenen entre 18 i 24 residus cfsteínics, estant al menys 

14 d' eUs molt conservats entre totes les subunitats a conegudes t i 7 motius 

repetitius de 24-45 a.a., espaiats per segments no-repetitius de 20-35 a.a' r 

a l' extrem N-terminal. Efs 3 o 4 darrers dominis d' aquestes 7 regions 

repetitives contenen els característiques lIocs d'unió cationics 

(DXN/DXDGXXD), que determinen la dependencia funcional de les lntegrines 

a la presencia de cations CaH o Mg2 +. Algunes cadenes a presenten a más 

a més un domini extra característic, anomenat domini I (insertiu/interactiu) f 

entre els dominis 2 i 3, la qual cosa permet cJassificar les subunitats a, en dos 

grans grups en funció de la< presencia (al f G 2, au GMr ax) o absencía {aSt as, G(J1 

G7' ag, a llbt av} d'aquest domini I (cal no confondre aquest domini f ftinsertiu" 

amb el domini 1 repetitiu). Simulamiament pero de manera oposada, la ruptura 

(as, aSf as, a7E aSI aUbt av) o no (a" a'1.1 av aMI ax) post-traduccional de fa 

subunitat en dos cadenes, una transmembrana de 25-30 kD i una altra más 
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lIarga j extraceHular f unides per un pont di-sulfur t és un altre criteri de 

subdivisió de les subunitats G. Només la cadena u4 no presenta ni el domini 1, 

ni els dos fragments units per ponts di-sulfurl malgrat que sí pot patir ruptura 

post-traduccionaJ amb dos fragments de 70 ¡ 80 kD units no-covalentment. 

Cap d'aquestes caracter(stiques estructurals a'illadament determina que un 

tipus de cadena G s'assoc'ti amb una determinada cadena P, ni que reconeixi 

un tipus de lligand o atUe. Cal destacar, pero, que els gens per les cadenes G 

de les Leucolntegrines (al' GM i ax) estan a poca distancia cromosomica, 

ocupant efs tres la localització 16p11-13.1 [Corbí et al t 1888]. Com les 

subunitats P, les cad enes G són proteínes amb un grau de glicosifació variable 

(5-24 punts de N-glyc.) que tenen també un extrem N-terminal globular. 

responsable de la unió amb el seu lligand i regulat per cations bivalents, un 

únic pas trans-membrana ¡una cua e-terminal citoplasmica no molt lIarga (20-

58 a.a.}. 

t' estructura de les cadenes a ; P de les lntegrines es complementa en 

una unitat funcional heterodimérica amb un extrem globular extraceHular 

d'unió al lligand, una doble tija que I'ancora a la membrana lipfdica [Carrel! 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) 1 transmetent i rebent les senyals 

ceHulars. Parlar de les diverses funcians que desenvotupen l' ampli ventall 

d'lntegrines i cam es regulen aquestes funcions supera la ¡ntenció d' aquesta 

introducció. No és patt pero, deixar de citar el caracter bifuncional de les 

Integrines que al reconéixer lIurs lligands, no mamés seleccionen un o varis 

tipus d/interaccions {com es veu en la tauta 3 les Integrines sovint presenten 
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varis Iligands, alhora que, també sovint. un determinat lligand pot ésser 

reconegut per diverses Integrines}, sinó que també "informen" a la ceHula 

di aquest reconeixement, vehiculitzant~hi al seu interior diversos tipus 

d' efectes: canvis morfologics i de la mobilitat ceHulars (aplanament, 

polarització de la distribució molecular, adherencia, transmigraci6, ... ) [lngber, 

1991; Shimizu et al, 1992a1 com a conseqüencia de la inducció de diverses 

associacions moleculars (al citoesquelet t a complexos transductors de senyals, 

... ) [Otey et al, 1990; Mosher, 1991] i de diversos senyals intracel'lulars 

(activació de bombes i canals ¡anics, inducció de fosforilacions en tirosina de 

diverses proteines, o •• ) [lngber et al, 1990; Kornberg et al, 1991] que poden 

induir l' expressió de diversos gens (coHagenases, factors de transcripció ... ) 

[Werb et al, 1989, Yamada et al, 1991] o ca-estimular altres mecanismes 

activadors tRoberts et al, 1991; van Seventer et al, 1992]. Tot aixa su posa 

també un control exquisit de la funció Integrina per part de la propia ceHula 

que modula I'expressió [Shirnizu et al, 1990] i/o I#avidesa funcional, activant 

[Wilkins et al, 1991; Rothlein & Springer, 1986a] o inactivant [Tapley et al, 

1989] les diverses Integrines. 

Centrant-se en el paper de les Integrines amb una funció clara en les 

interacions inter-Ieucocitaries i leuco-endotelials (a¡ft2, awP2' axP2t aJ11' as/111 

aJ17}' podern dir que les Integrines ocupen un Uoc central en la funció adherent 

d/aquestes ceHules circulants. Per un costat determinen la detenció del 

rodolament i la fixació deIs leucocits a I'endoteli durant la recirculació i la 

inflamació [lawrence & Springer, 1991; Bevilacqua, 1993; Springer, 1994; 

Adams & Shaw, 1994], i per un altrs, són molecules essencials per les 

interaccions interleucocitaries [Takada et al, 1989; Springer, 1990a-b; 

Bednarczyk & Mclntyre, 1990] horno i heterotípiques. Així en la interacció 

26 



Introducci6 

possiblement de major relevancia immunitaria, el reconeixement antigenic# la 

Integrina atP2 (CD11 a/CD18), más correntment anomenada LFA-1 (Leukocyte 

Function-associated Antigen-1 )., juga un paperestabilitzador i detetminant del 

reconeixement íSánchez-Madrid et al, 1982; Spits et al" 1986]. Per ésser el 

LFA-1 I'únic lIigand descrit fíns al moment del CD50 (ICAM-3) ¡parque 

juntament amb el seu important paper en totes les interaccions descrites i 

estudiadas en aquesta tesi, és san s dubte un arquetip de la funcionalitat de les 

Integrines, s'analitza més ampliamant en el següent apartat. 

1.2.3.1 ~ lFA-1. 

LFA~1 (Leukocyte Function-associated Antigen·1) és el flom més 

utilitzat de la Integrina leucocitaria atP2 (CD11 a/CD18), ás a dir una P2 

Integrina (Leucolntegrina). Aquesta Integrina de distribució panleucocitaria 

determina potser el conjunt d'interaccions de més gran ¡nteres en la resposta 

immunitarla [Larson & Springer, 1990]. Presant en tes ceHules de les series 

limfocftica, granulocítica i monocítica (a excepció d'alguns macrofags tisulars) 

{Kurzinger et al, 1981; Springer et al, 1987], la seva funció adhesiva es 

vehiculitza a través deis seus tres IIigands~ les molecules ICAM Untercellular 

Adhesion Molecules) tCAM-l [MarHn & Springsr t 1987], iCAM-2 [Staunton et 

al, 1989a] i ICAM-3 [de Fougerol/es & Springer, 1992], de les quals l'ICAM-3 

{C050} és la molecuia objecte dI aquesta tesi. La seva estructura general és fa 

d'una /12 Jntegrina amb una cadena al- La cadena 112 és comuna a Mac-' ¡ 

p150/95, les al tres dos P2 Integrines que juntament amb el LFA-1 

constitueixen la famma de les anomenades leucolntegrines {Kishimoto st al t 
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19891. La cadena al< que presenta un domini 1 ¡tres 1I0cs d'unió cationics 

[Kurzinger & Springer, 1982}, aporta les peculiaritats que distingeixen el LFA-1 

del Mac-1 i de la p150/95. El LFA-1 juga un importantíssim paper immuno­

regulador mitjan<;ant la seva participació en les interaccions entre leucocits 

[Dustin & Springer, 1991] o en I'adhesió deis leucocits a altres tipus ceHulars, 

entre els quals destaquen les ceHules endotelials [Bevilacqua, 1993]. Malgrat 

que, en certs macrofags que no expressen LFA-1, es pot induir la seva 

expressió amb l' estimulació per LPS (lipopolisacarid) o IFN-V, la seva activitat 

funcional vé regulada principalment per la capacitat d'augmentar la seva 

afinitat pels Higands j, de manera indirecta, per la inducció de l' expressió de 

l'ICAM-1, el IIigand pel qual el LFA-1 presenta la major afinitat. L/activitat 

funcional del LFA-1 depén de la presencia de cations Mg2+ j en menor grau de 

Ca2+ [Martz, 1980; Rothlein & Springer, 1986a1 i potser també de Sr2 + 

(Fldgdor, comunicació personal), i especialment d'un canvi funcional de la 

molécula induYda per diferents estímuls tals com el reconeixement de l' antigen 

per part del receptor específic, lectines mitogeniques, ésters de forbol 

[Rothlein & Springer, 1986a; Dustin & Springer, 1989] o l'activació d'un grup 

cada cop major 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'activació del LFA-1, clau per I'estabilització de I'adhesió ceHular 

mediada per aquesta molecula, suposa un canvi conformacional de l' 

heterodímer, detectable per I'aparició d/un nou epítop en la cadena al 

reconeixible per l' AcMo NKI-L 16 i dependent de la presencia de Ca2 + [van 

Kooyk et al, 1991 J. Aquest canvi en la conformació de la porció extracel'lular 

del LFA-1 es produiria per un efecte encara no ben definit sobre la part 

citoplasmica, possiblement a través de la fosforilaci6 de la cadena P2 , a la 
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serina 756, [Hara & Fu, 1986; Hibbs et al, 1991 J ja que fa cadena al es troba 

basalment fosforilada [Chatila et al, 1989]. El fet que aquesta activació sigui 

fisiologicament transitoria [Dustin & Springer, 1989] ha permés hipotetitzar un 

esquema del proces d'activació del LFA-' for9a convincent, segons el qual el 

LFA-1 passaria per tres estats diferents: un primer estat de baixa afinitat a les 

ceHules en repos, sense fa presencia de l' epítop d' activació j amb una 

distribució difusa de les molecules de LFA-' en la membrana, un segon estat 

intermedi pre-activat, amb les molecules polaritzades al l/oc d/interacció i amb 

la conformació d' activa ció, pero encara amb baixa afinitat per als seus 

lligands, i un tercer estat a on la fosforilació de la molecula donaria lIoe a un 

LFA-1 plenament actiu i amb alta afinitat envers els ICAMs [Figdor et al, 

19901. Aquest proces seria transitori i la desactivació per la defosforilació del 

LFA-1 permetria I'alliberament de les interaceions establertes. Aquesta hipotesi 

permet explicar la funció del LFA-1 en la majoria de les interaceions que 

vehiculitza amb els seus tres lligands, pero darrerament apareixen evidencies 

de que aquest proces no és identic pels tres ICAMs [Binnerts et al, 1994J, que 

malgrat lIurs similituds estructurals en els dos dominis externs, potser 

contactaríen en diferents 1I0cs d'unió del LFA-1. De fet la unió del LFA-1 amb 

l'ICAM-1 és, hores d'ara, I'úniea parcialment definida a nivel! molecular, dones 

ha estat objeete d'estudi per diversos grups. Mentre la zona eitoplasmica de 

la subunitat P2 s'ha demostrat imprescindible en aquest reconeixement, dada 

que esta en línia directa amb lIur capacitat d' esdevenir fosforilable i 

proporcionar la forma activa del LFA-1 [Hibbs et al, 1991], el domini t, 

insertiu, de la cadena al també regularia la funeió Integrina del LFA-1 [Landis 

et al, 1993]. Més recentment, els dominis 5 i 6 de la cadena al s'han 
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involucrat en les zones d'interacció directa lFA-1I1CAM-1 [Stanley et al, 

1994J. 

les interaccions a on el LFA-1 juga un paper clau van des de la 

presentació de l' antigen i el subsegüent reconeixement antigenic de les 

cel'lules T coHaboradores [Golde et al, 1985] o citotoxiques rSánchez·Madrid 

et al, 19821, a ('adhesió a endoteli durant els processos de recirculació i 

inflamadó [Oppenheimeer-Marks et al, 1 9911, passant pels diversos contactes 

que es produeixen a les agregacions homotípiques [Rothlein & Springer, 

1986a; Martz, 1987J. Aquestes interaccions poden involucrar al lFA-1 de 

manera bidireccional, en els contactes interleucocitaris, o monodireccional, en 

les interaccions deis leucocits amb altres elements ceHulars. En totes elles, 

la unió del lFA-1 amb Uurs lligands determina la interacció adhesiva més 

potent i decisiva. A més a més el lFA-1 funciona com una molecula 

transductora de senyals amb un paper ca-estimulador de la resposta immuni­

taria molt important, capa9 d'incrementar els niveUs citoplasmics de calci, 

potenciar la proliferació ceHular i augmentar la síntesi de Il-2 promoguda per 

l'estimulació amb C03 (van Noesel et al, 1988; Pardi et al, 1989; Wacholtz 

et al, 1989; Moy & Brian, 1992; van Seventer et al, 1992; Oamle et al, 

1992b]. Aquesta capacitat ca-estimuladora es demostra encara més decissiva 

segons la subpoblació involucrada, com passa amb la població de ceHules T 

CD4 + verges {C045RA +} que, a diferencia de les memoria (CD45RO+), namés 

són completament estimulades quan, a más a més del reconeixement 

antigenic, es co-estimulen a través del lFA-1 [Fisher et al, 1992], 

la importancia de totes aquestes interaccions i senyalitzacions 

vehiculitzades pellFA-1 i les aItres dos leucolntegrines, Mac-1 j p150/95, en 

el funcionament normal del sistema immunitari queda ben paresa en fa 
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immunodeficiencia anomenada Deficiencia di Adhesi6 leucocitaria-1 , o lAD-1 

(LeukacyteAdhesion Deficiency), caracteritzada en la seva forma més severa 

per un defecte genetic de la cadena P2 de les leucolntegrines, focalitzat en el 

cromosoma 21 j dl"herencia autosomica recessiva [Marlin et al, 1986; 

Kishimoto et al, 1987; Anderson & Springer, 1987]. Aquest defecte, 

comporta de fet una profunda alteraci6 deIs mecanismes de reconeixement i 

contacte ceHular, que in vivo es manifesta especialment per una ineficat; 

res posta immunitaria ¡nespecífica, pel compromís de la capacitat fagocítlca i 

quimiotactica leucocitaria. Clínicament. aquest deficit d' adhesi6 provoca un 

retard característic en la caiguda del cord6 umbilical que evoluciona cap a les 

infeccions bacterianes recurrents associades a una resposta inflamatoria 

anomala que impedeix la formació de pus per I'alteració de ¡'arribada deis 

neutrofils als lIocs afectats. In vitra, a part de I'alteració de la capacitat 

fagocítica i quimiotactica deis neutrofils, els limfocits no responen bé als 

mitogens com fa PHA o la ConA, i la activitat NK i la citotoxica s6n clarament 

ineficients, basicament a conseqüencia de la manca de LFA-1 [Kensky et al, 

1985]. Malgrat tot, el deficit de LFA-1 sembla parcialment compensable in 

vivo per la via de les {l, Integrines, dones fa funci6 limfocítica roman 

relativament inalterada en el malalt. La malaltia, que es presenta desde formes 

insidioses a formes molt greus, que poden ser fatals en pocs anys si el pacient 

no rep un transplantament de moll de 1'6s, és el millar exemple de la 

importancia de tes interaccions que vehiculen les leucolntegrines i lIurs co­

receptors .. 

31 



_CD50.1. la respost::a immuni t:{!ria 

1.2A.~ SUPERFAMíUA DE lES tMMUNOGlOBUUNES. 

Sota el terme de SuperfamíHa de fes fmmunoglobulines (lgSF) 

s'engloben totes aquelles prote'ines que presenten en lIur estructura el 

caracterfstic domini globular de 70-110 a.a., format per dues lamiRes fJ 

antiparaHefes# estabifitzades en la majoria del casos per un pont disulfur 

intracatenari, que defineix una zona compacta de 55-75 a.a. {WiIliams, 1987; 

Hunkapmer & Hooel, 19891 (Figura 3), anomenat domini immunoglobuffnic, per 

la descripció d'aquesta unitat estructural en les ImmunogfobuHnes' (lg). 

L'existencia de seqüencies homologues que determinaven unitats estructural s 

simifars a les de les Igs (lmmufloglobulin-like domains) en altms prota'loes, va 

portar a la definició a ¡'any 1982 [Williams, 1982J del que saria la primera 

"superfamília ft de prote'ines de membrana leucocítaria. Constituida per més de 

100 prote1nes que presenten aquest peculiar domini, més del 4Q% de les 

glicoprote"ines leucocitaries descrites pertanyen a aquest gran grup funcional 

[Barclay st al~ 1993]. 

NH2 

COOH 

Figura 3. Esquema de I'estructura del domini 

immunoglobulíoio .• 
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Malgrat que les identitats de seqüencia sovint no superen el 15-25%. l'anaUsi 

detingut de fes seqüencies deis diversos components de la IgSF mostra la 

maxima conservació a oivefl deis res idus responsables del plegament de las 

lamines P immunogtobulíniques# mantre que la maxima diversitat es troba a la 

zona de les nanses terminals. Estructuralment, es distingeixen dos grans grups 

de dominis immunogJobulínics amb patrons de plegament simHars¡ pero 

clararnant diferents: als dominis de tipus variable (tipus V) o simpJemant 

dominis V (homolegs als dominis de la regió Variable de les Ig) i els dominis 

da tipus constan! {tipus el o simplement domirds e (homoiegs als dominis de 

fes regioos eonstants de les Ig). A fa vagada els dominis e s'han dividit en dos 

subgrups: els dominis e 1 i els dominis C2 (o dominis H). De fet. per alguos 

autorsf els dominis H (C2), más curts i compactes que els V o els e1, són un 

tercer grup a part, possiblement derivat evolutivament dI un precursor comú 

deIs dominis V i e1. Aquest domini C2 {H} és la unitat estructural més 

freqüentment trabada a Vanantzar les seqüencies de la majoría de les 

mo/acules d'adhesió pertanyents a la IgSF [Pigott & Power, 1993}. Una 

divergencia estructural adicional es troha en aqueils dominis que conserven les 

seqüencies responsables del característic plegament immunoglobutínic, pero 

que no presenten el pont disulfur estabilitzador, praviament considerat element 

essencial de l' estructura. Altres consideracions estructurals i sobre la 

importancia evolutiva de la conservació d' aquest domini immunoglobulínic al 

lIarg de l' arbre fiJogenetic t van más enlla de! proposit d' aquest apartat que 

només preten situar fes característiques generais de! grup de molecules a on 

s'incfou el CDBO, el motiu d'aquesta tesi. 
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Com ja s'ha di!, moltes són les molécules de membrana que 

s'enquadren dins de la IgSF. Des deis diversos components deis receptors per 

I'antigen (ScR i TcR), fins a certs dominis de receptors d'interleucines (lL-1 R 

o CDw1 21 ) I un gran grup de molécules d' adhesió presenten també dominis 

immunoglobulínics, purs o associats a dominis d'altres superfamílies, i per tant 

s' enquadren dins d' aquest grup. Les molécules dE adhesió de la IgSF intervenen 

en un gran nombre d'interaccions importants per la res posta immunitaria, la 

recirculació leucocitaria i els mecanismes inflamatoris [Dustin & Springer, 

1991 J. La versatilitat funcional de! domini immunoglobulínic, permet que a 

través d'ell es vehiculin interaccions homoffliques amb dominis 

immunoglobulínics (CD31/CD31) o d'altres membres de la IgSF (CD2/CD58), 

o heterofíliques amb dominis d'altres grups funcionais, no immunoglobulínics, 

com les interaccions amb diverses Integrines (lCAMs/LFA-1 , VCAM-1/VLA-4). 

Cal destacar que, aixf com aIguns deis membres de la IgSF no tenen encara 

assignada una funció clara (CD7, CD33, CD1) [Sarclay et al, 19931. en els 

darrers anys s'han anat definint diferents co-receptors de molecules de la IgSF 

que estaven en aquesta situació de certa indefinició funcional, i que medien 

interaccions adhesives entre diversos subgrups ceHulars. Així, fa interacció 

CD28/CD80 (S7), tant crítica en la coHaboració T-S, és un arquetip de la 

importancia funcional de la capacitat transductora de senyals de les molécules 

d'adhesió de la IgSF. També en aquest grup, i com passava amb les 

Integrines. les diverses molécules d' adhesió han anat associant-se a diferents 

mecanismes de transducció intraceHular de senyals co-estimufadors: 

I'activació de les cél'lules T a través del CD2 és un exemple ciar d'aquesta 

bifuncionalitat de la molecula [Meuer et al, 1984; Holter et al t 19861. mediada 

per la zona citoplasmatica de la molécula i possiblement dependent de la co-
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expressió 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 senyalitzaci6 del TcR [Moretta et al, 1985] estabilitzant 

els nivells de mRNA de certes citocines iUndsten et al, 1989], s'ha vist que 

és un element clau que defineix si la céHula T respondra eficientment a 

Vestimul antigenic vehiculat a través del complex TeR o entrara en una 

situació d' anergia, anomenada també de manera més general tolerancia 

[Harding et al, 19921. De fet aquesta parella CD28/CD80 presenta más 

Uigands a un i altre costat, doncs, per part deis linfocits T exísteix una 

molécula homologa al CD28 que també reconeix el CD80, pero que només es 

troba a I'activació, ¡'anomenat CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen~4) 

[Harper et af, 1991], i per part deis Hmfocits B es parla de la familia de 

molécules CD80, doncs a más a més del B7, ara anomenat 87.1, la ja 

anomenada via CD28/CTLA-4 té un segon Iligand, el 87.2 [Azuma et al t 1993; 

Freeman et al, 1993]. Cal assenyalar que aquesta bifuncionalitat fa que sovint 

certes interaccions on la capacitat transductora de senyals és molt notable, 

com la del CD28/CD80, no siguin considerad es adhesives ¡ per tant no 

s'íncloguin dins del grup de molécules d' adhesió. Així i sota criteris classics 

de classificació, en la Taula 4, es resumeixen les principals característiques de 

sis de fes molécules de membrana leucocitaria pertanyents a la IgSF, que es 

comporten com a molécules d'adhesió, intervenint en les interaccions lauco­

cita ríes més importants. Altres molécules de membrana deIs leucocits i altres 

molécules d' adhesió de la IgSF, pero basicament expressades en estirps ceHu­

lars no~leucocitaries com el SNC (NCAM, fasciclina 11 i 111). epitelis (Cell-CAM 

105) o teixit embrionari (CEA}. sobrepassen la ¡ntenció d' aquesta introducció. 
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Taula 4 

Nom {CO) Altres noms Estructura Expressió caNular Uigands 
(localització) 

CD2 T1i, LFA·2. Dominis: 1 V + 1 C2. C~Hules T, NK i CDSa 
45-58 kO timocíts. -

CD4 T4 Oominis; 2V + 2C2. Sub. de ceNules T j HlA cfasse H (regió 
551<0 timocits, monocits i no-polimorfiea) . 

macrófags gp120 VIH. 

coa T8 Homo o Hetero- Subpob!aeions de HlA elasse 1 (regló 
dímers de CDSa eéHules T i timócits. no-poUmorfiea). 
ti V + esquelet 0- l en baix niveU en 
glye., 32~34 kD)i algunes NK. 
CD8,8 (1 V + 
esquelet O-glye •• 
32-34 kO). 

CD22 Bl-CAM Oominis: C022a, Subpobiació de C045RO 
lV +4C2 (130 ko) céHules B madures C075 
i CD22,8, 1 V + 6C2 (es perd a 
(140 kO). l' activ ació} 

C031 PECAM-1, Oominis: 6 C2 Plaquetes, neutrofits. C031 (HomoffUe). 
endo-CAM 130-140 kO monodts. i endoteli. ? (Heterofílic). 

9 punts de N-glye. Subgrup de T 

C054 ICAM-1 Dominis: 5 C2. Babea expressió LFA-l (Domini 1). 
85-110 kO. constitutiva en cel, Mac-1 (Domini 3). 
8 punts de N-giye. T, B, monocits, Rinovirus {Dom. 1 j. 

macrOfags i endoteli C043. 
vascular. Alta Eritrocits infectats 
expressió després de pel Plasmodium 
l' activació. falciparum. 

COS8 lFA-3 Oomini: 1 V + 1 e2 leucocits. eritrocits C02 {lFA-2} 
55-70 kD (dues H2-rosetes). ce!. 
formes: GPI-unida i endotelials ¡ 
transmembrana) epitelials. 

CD102 ICAM-2 Dominis: 2 C2 Endoteli vascular. LFA-1 
55-65 k.O. limfocits i monocits. 
6 punís de N-glye ceL dendrftiques. 

C0106 VCAM-l, Dominis: 6 o 7 C2 Endoteli vascular aJi, (VLA-4) i 
INCAM-l10 90-110 kD activat, macrOfags, aJi? (LPAM-1), 

cel. dendrftiques. 

CD- MadCAM Dominis: 3 C2 ¡ Certs endotelís aJJ, (lPAM-l) pel 
una regió similar a venuiars (HEV): domini 1 i l-
la mudna entre els Plaques de Peyer, Selectina per la 
dominis 2 i 3. regló mucinica. 

lfA: t.eu,~ocyle Function-associated Antigen, Bl-CAM : B Lymphocyte-Cell Adhesion MoJecule, lCAM : !nterce/~ 
lular AdhesiOn Mofecule, PECAM-l: Plafe/ei Endothelial Ce!! Adhesion Molecule. VCAM : Vascular CefI Adhesion 
Molecu/e, MAdCAM : Mucosal Addressin Ce" Adhesíon Mo/ecule, HEV : High Endotheliaf Venules. 
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El paper de totes aquestes molécules d'adhesió de la IgSF cubreix i 

amplia els camps ja comentats al parlar de la funció de lIurs lIigands, extenent­

se des de la recirculació leucocitaria a les res postes immunitaries e~pecífiques 

i ínespecífiques. Oe fet la detecció d'interaccions antigen-independents, que 

obriren e/s ulls a I'importancia en el reconeixement limfocitari d'altres 

molécules diferents al receptor antigénic [Shaw et al, 1986; Spitz et al, 19861. 

es centra en la unió entre LFA-1 i els ICAMs, ¡entre C02 i C058, molécules 

totes elles, a excepció de la Integrina LFA-1, de la IgSF. Si bé de la interacció 

LFA-1/ICAMs ja hem parlat i en seguirem parlant en aquesta tesi, de la 

interacció C02/C058 sois remarcarem la seva importancia en les unions 

interlimfocitaries [Sánchez-Madrid et al, 1982]. Aquesta interacció C02/C058, 

responsable del classic roseteix deIs limfócits T amb eritrócits d'oveUa (E­

rosetes), es regula molt finament per la densitat de les molécules en la 

superfície [Selvaraj et al, 1987], i possiblement per la disminució durant 

l' activació de la carrega neta negativa en la superficie ceHular [Shortman et 

al, 1975]. El que és ciar, és que durant el reconeixement antigénic la 

interaeeió C02/C058 juga un paper central tant per la gran afinitat de la 

adhesió que vehicula com per la capacitat co-estimuladora del C02 respecte 

al senyal produ'it pel TeR [Bierer et al, 19881. 

Les interaccions leueócits-endoteli, tant importants en els mecanismes 

de recirculació i inflamació, obren I'espectre de les molécules d'adhesió cap 

a les eéHules endotelials. En aquest camp, juntament amb els contactes que 

estableixen fes Selectines amb els seus lligands i el LFA-1 amb els ICAMs, 

destaquen les interaccions d/altres dos membres de la IgSF: VCAM-1 (C0106) 

i MadCAM-1. VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule 1) I 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 ceHules no-vasculars (ceHules 

dendrítiques, ceHules estromals de la meduHa óssia, [Rice et al, 19911. De 90 

o 110 kD~ segons el tipus de splicing alternatiu, VCAM-1 és induible in vitro 

per I'activació amb IL-4 (a diferencia de I'E-Selectina o l'ICAM-1), IL-1 o TNFa 

{Wellicome et al, 1990; Schleimer et al 19911. Els tligands de VCAM-1 són les 

integrines aJJ1 (VLA-4) i aJJ7 [Rüegg et al, 1992; Chan et al, 1992] i a través 

d'elles, VCAM-1 vehiculitza la fase de reforcament del contacte leucócit­

endoteli [Oppenheimer-Marks et al, 1991]. Per la seva banda MAdCAM-1 

(Mucosa! Addressin Cel! Adhesion Molecu/e-1), és també una molecula de 

membrana característica de les venules d'endoteli alt o HEVs (High Endothelial 

Venules) del teixit limfoide associat a la mucosa intestinal, amb tres dominis 

de la IgSF ¡una regió similar a la mucina entre el domini 2 j 3 [Briskin et al, 

1993]. La seva funció és determinar la recircula ció deis limfócits intestinals, 

a través de la unió deis carbohidrats de la regió mucínica a la L-Selectina [Berg 

et al, 1993], i mitjan9ant els seus dominis immunoglobulínics a la Integrina 

aJJ7 [Hu et al, 1992; Berlih et al 19931, peró no a la aJJi (VLA-4). 

L t estructura en dominis, funcionafment for9a independents 

{independencia relacionada geni3ticament amb /lur codificació per un o dos 

exons} t de fes molecufes d' adhesió de la IgSF. explica per sí mateixa gran part 

de la pluriespecifitat del reconeixement. Alhora, "I'exit" evolutiu d'aquesta 

família també s'explica per aquesta "independencia genetica" i per la 

versatilitat funcional del domini immunoglobulínic. La possibilitat 

d'associacions amb altres dominis de diverses estructures prote'iniques ha 

permés que no es pugui parlar d'una funció definida per aquesta família de 

molecules de superfície. Aquesta diversitat impedeix el tracte exhaustiu de les 
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funcions d' aquestes motacules. Per tant, donat que fa molacula objecte 

d'aquesta tesi, el CD50, forma part de la subfamília ICAMs, descriurem a 

continuació# com a exemple comparatiu, les característiques func.ionals más 

importants d' aquesta nova subfamma. 

1.2.4.1.- ICAMs. 

Amb el terme fCAMs Untercellular Adhesion Molecules), s'agrupen fíns 

al moment 3 molacules de la IgSF OCAM-1, ICAM-2 i ICAM~3), formades per 

2 6 5 dominis immunoglobulínics amb un grau variable de N-glicosUaci6, una 

regió transmembrana i una curta cua citoplasmica. Descrites per Jlur capacitat 

d/unió al LFA-1, la seva expressió basal o induible en diverses pobiacions 

cel ·jufars determina ra capacitat deIs leucócits d' adherir-se vía LFA-1 a df' altres 

leucbcits (agregació homotípica) o altres cel'lules (adhesió heterotípica). Així, 

lIur expressió constitutiva o induible en l' endoteli determina la capacitat 

d'adherir-se deIs leucoGits (lFA-1 +) a la paret vascular (LFA-1') durant els 

processos de recirculació o inflamació [Bevilacqua, 1993L i lIur presencia a les 

caHuJes presentadores dI antfgens {APCs} i als lirnfócits possibilita una 

resposta ¡mm unitaria efiGient [Springer, 1990b]. 

L'ICAM-' (CD54) és una motacula altament glicosilada (un 500/0 deis 

seus 90-110 1<0 es deuen a la N-gUcositació) amb 5 dominis extraceHuJars de 

la IgSF (Figura 4a), ¡que funcionalment es va definir com el primer contra­

receptor del LFA-1 que vehiculitzava I"'agregació homotípica [Rothlein et al, 

1986b] ¡ I'adhesió a f'endoteli [Dustin & Springer, 1988] dependents 

d' aquesta {32. Integrina. Definida la seva seqüancia proteica per la clonació del 

seu c-DNA [Simmons et all 1988; Staunton et alf 19881, els seus cinc dominis 
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ICAM-l 
(A) 

.. N .. Glicosilacions 

ICAM-2 
(B) 

Figura 4. Esquema de ¡'estructura proteica de ¡'ICAM-1 (A) ¡ l'ICAM-2 {Bl. 

presentaven certa homologia amb els cinc dominis del NCAM, pero, a 

diferencia d'aquest, no interaccionen homofílicament sinó amb un membre de 

la familia de les Integrines, el lFA-1. Posteriorment, s'ha descrit que fCAM-1 

interacciona no només amb el LFA-1 (aJ]2' CD11 a/CD18) (Marlin, et al, 1987], 

a través deis dominis 1 ¡ 2, sinó també amb el Mac-1 {aJ121 CD11 b/CD18} 

[Diamond et al, 1991], basicament a través del domini 3. També, és descrita 

la seva interacció amb el CD43 [Rosenstein et al, 1991], pero aquesta unió no 

ha estat complementada amb dades funcionals d'interes. Més interessant, és 
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la identificació de J'ICAM-1 com el receptor major deis rinovirus humans 

[Greve et al, 1989; Staunton et al, 1989b; Tomassini et al, 1989], els 

principals causants del refredat comú. Al igual que amb la unió aJ LFA-1, el 

domini I de "ICAM-1 seria el lIoc d'unió directa per als rinovirus. També, s'ha 

descrit la unió de l'ICAM-1 amb eritrocits infectats amb Plasmodium 

Falciparum [Berendt et al, 1989], merces al mateix domini 1 pero. a traves 

d'una zona diferent ISerendt et al, 1992; Ockenhouse et al, 1992), implicant 

així aquesta molecula en la virulencia del parasit com a element determinant 

de la disseminació de la malaltia. 

Entre totes les característiques funcionals de l'ICAM-1 , destaca, potser 

com la més important, la regulació de la seva expressió per l' activació ceHular 

[Dustin et al, 1986]. Així, els baixos nivells dI expressió en limfocits i 

monocits, s'incrementen sota I'acció de mitogens o per mecanismes 

d' activació més específics (línies ceHulars transformades pel virus d' Epstein­

Sarr). A I'endoteli vascular, aquest mecanisme inductor de I'expressió es traba 

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-Io per I'efecte inflamatori de la IL-1 i 

elIFN-y (Pober et al, 1986]. Aquests mecanismes inductors de I'expressió en 

membrana són el fruit de la mobilització de diposits intraceHulars preformats, 

com passa als monocits [Dougherty et al, 1988], ¡lo de la inducció de nou m­

RNA que codifica per la formació de novo de proteTna, com passa sobretot a 

l'endoteli [Simmons et al, 1988]. Els mecanismes reguladors de la inducció de 

nou m-RNA, han estat parcialment estudiats t detectant-hi 1I0cs d'unió per a 

factors coneguts de transcripció (SP-1, AP-1 i NF-kB) [Voraberger et al, 1991]. 

Tota aquesta regulació de I'expressió sustenta fortament el paper suggerit per 
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a 1'!CAM-1 que com a molecula endotelial controlaria el tratic leucocitari via 

LFA-1 en els flocs d'inflamaci6 [Springer, 1994}, afavorint la fase de 

refo,,;ament (strengthening) de l' adhesi6 i especialment la posterior migració 

transendotelial rOppenheimer-Marks et al, 1991]; com a molecula present en 

les APes i els limfocits activats coHaboraria en el reconeixement antigenic, 

éssent imprescindible per la realitzaci6 de la funci6 citotoxica del limfocits 

[Martz, 1987]. 

Cal esmentar, també, la descripci6 d'una forma soluble d'ICAM-', 

detectada també per a altres molécules d'adhesi6, que s'incrementa en 

diverses patologies inflamatories, pero per la qual encara no s'ha demostrat 

una capacitat funcional definida [Rothlein et al, 1991]. 

Per altra part, l'ICAM-2 (CD'02) és també una prote'ína 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-', també reconeix al LFA-1 (aJJ2) I pero a 

diferencia d'aquest no té fins al moment cap altre IIigand conegut. Suposada 

la seva existencia per la incapacitat deis AcMos anti-ICAM-1 d'inhibir 

!'agregaci6 homotípica via LFA-' de certes líníes ceHulars [Rothlein et al, 

1986a), i per I'existencia d'una vía d'adhesi6 a endoteli dependent de LFA-1, 

pero ¡ndependent d'ICAM-1 [Dustin & Springer, 1988}, l'ICAM-2 es va 

determinar a través de I'amament del seu c-DNA d'una llibreria d'expressi6 en 

eucariotes, gracies a un metode de crivelJament funcional, basat en la uni6 de 

les ceHu!es transfectades amb la llibreria a LFA-' purificat en presencia 

d' AcMos anti-ICAM-1 [Stauton et al, 1989]. L'analisi de la seqüencia va servir 

per demostrar les característiques estructurals de l'iCAM-2, que presentava 

dos dominis de la IgSF similars als dos dominis N-terminals de l'ICAM-1 (35% 
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d'homologia}. Analitzada posteriorment la seva expressió i funcionalitat [de 

Fougerolles et al, 1991 J, l'ICAM-2 es troba constitutivament expressat en 

limfocits en repós (pero no en timocits), en monocits, pero no en_neutrofils, 

en ceHules endotelials on presenta un alt nivel! d'expressió, i de manera 

també important en les ceHules dendrítiques [Hart & Prickett, 1993]. Per altra 

banda la poca capacitat d'increment de la seva expressió pels diferents 

estímuls activadors que indueixen I'expressió d'ICAM-1, fa que a l'ICAM-2, 

hom li atribueixi la funció interactiva amb el LFA-1 en les interaccions a on 

intervenen limfocits en repós i especialment ceHules endotelials no 

estimulades. Resulta interessant esmentar en aquest punt que I'efecte deis 

ICAMs no es limita a la funció estabilitzadora de les interaccions, dones alguns 

treballs experimentals demostren que el tipus d'unió que vehiculen modula 

d' alguna manera la capacitat transductora deis seus lIigands, clarament 

diferent entre ICAM-1 i ICAM-2, al menys [Damle et al, 1992b]. 

DeIs treballs funcionals amb "ICAM-1 i )'ICAM-2, es desprenia 

I'existencia d'una tercera molecula [de Fougerolles et al, 1991; Hart & 

Prickett, 1993] relacionada amb la vía d'adhesió dependent de LFA-1. 

Aquestes evidencies van portar a la descripci6 i caracterització deIICAM-3 [de 

Fougerolles & Springer, 19921, el tercer lligand del LFA-1. Donada la identitat 

de l'ICAM-3 i el CD50, tal com es demostra en el trebal! d'aquesta tesi, em 

remeto a l' apartat "1.4. Dades previes sobre el CD50", als resultats i a la 

discusi6 de la mateixa per definir les característiques d'aquesta tercera 

molecula di adhesió de la subfamnia deIs ICAMs. 
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1.2.5.- ALTRES MOLECULES D' ADHESIÓ. 

Fora d'aquest quatre grans grups funcionals (Cadherines, Selectines, 

Integrines i la Superfamília de les Immunoglobulines) es traben encara altres 

molécules d'adhesió [Pigott & Power, 1993; Cid & Esparza, 19931, algunes 

d' elles amb característiques adhesives funcionalment molt importants ja sigui 

a nivell deis leucocits, com el CD44 o el PSGL-1, o a nivel! de I'endoteli, com 

les classiques Adressines (GlyCAM-1, CD34) o les V APs (Vascular adhesion 

protein) . 

El CD44, anomenat també Pgp-1 (Phagocytic glycoprotein-1), ECMRIII 

(Extracellular Matrix Receptor tipus IJI), 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 conjugació a condroitin sulfat o glicosilació. 

Homologa en la seva seqüencia proteica a la prote'ina d'unió, i a una part de 

la prote'ina del cos, del cartílag [Goldstein et al, 1989], el CD44 actúa com el 

principal receptor de I'acid hialuronic. La seva expressió és amplia: la majoria 

d' eritrocits (és el cos proteic del sistema antigenic eritrocític Lutheran [Idzerda 

et al, 1989]), monocits i macrofags, granulocits, timocits meduHars, limfocits 

T i B madurs, fibroblastes, ceHules de la glia, múscul esqueletic, ... La forma 

de 130-1 60 kD s' expressa també en epitelis, expressió que augmenta 

clarament en certs carcinomes afectant el potencial d'expansió d'aquests 

tumors [Sy et al, 1991]. Per la seva funció el CD44 és una classica molecula 

d'adhesió, que permet la localització de cel-lules circulants merces al contacte 

que estableix amb certes Adressines endotelials d'algunes HEVs [Shimizu et 

al, 1992a], o amb la matriu extraceHular (fibronectina, coHagen, laminina) 

[Jalkanen & Jalkanen, 1992], pero que també participa com a molecula co-
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estimuladora en el reconeixement antigenic [Huet et al, 1989; Denning et al, 

1990]. Juntament amb el CD44, també s'hi troba a nivellleucocitari ellligand 

de la P-Selectina, el PSG L-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand-1 ), una 

glicoproteTna homodimerica mucínica formada per dos subunitats de 120 kD 

unides per ponts disulfur, a"illada pel crivellament en una llibreria d' expressió 

[Moore et al, 1992; Sako et al, 1993]. Aquesta molecula constitueix l' esquelet 

proteic on la glicosilació per la a3/4-fucosil transferasa produeix el lIoc d'unió 

reconegut per la P-Selectina. 

A nivell endotelial, juntament amb dues Adressines que funcionen com 

a lIigands de la L-Selectina, el CD34 [una molecula de membrana amb un 

extrem mucínic associat a un domini globular, que s'expressa a nivel! de 

I'endoteli de les HEVs deis ganglis Iimfatics periferics [Baumhueter et al 1993] 

(encara que també és característica de les cel'lules hematopietiques 

immaduresH ¡la GlyCAM-1 (Glycosylation-dependentCell Adhesion Molecule-

1) [una molecula també mucínica, pero secretada per les HEVs deis ganglis 

limfatics periferics [Lasky et al, 1992]], destaquen altres dos glicoprote"ines, 

anomenades genericament V APs (Vascular Adhesion Protein). La molecula 

VAP-1 [Salmi & Jalkanen, 1992] de 90 kD es localitza principalment en les 

HEVs deis ganglis limfatics periferics, amígdales, i en un subgrup de venules 

del teixit sinovial, pell, cervell, ronyons, fetge icor. Fora d'aquests endotelis 

també es detecta en cel'lules dendrítiques deis centres germinals i en el 

múscul lIis. La seva expressió 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'adhesió de limfocits, suggereixen que aquesta molecula, a través d'un 
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lligand limfocitari desconegut, jugaria un paper important en els mecanismes 

de recirculació limfocitaria i en alguns processos de transmigració limfocítica 

que es produeixen durant la inflamació. Més recentment, hom ha descrit una 

nova molecula de 70-kD present en un subgrup d'endotelis venulars i en un 

subgrup de PSLs (preferentment B i T-CDS+) que s'ha anomenat L-VAP-2 

[Airas et al, 1993], i que també media en part el contacte Iimfocit-cel'lula 

endotelial. 

També en aquest grup, com passava dins de la IgSF amb el CD2S/CDSO 

(de fet hauriem de parlar de la interacció CD28-CTLA-4/família CDSO), 

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 cooperació T-S [Van de Velde et al, 1991] té en el CD5 una 

molécula clarament estimuladora de les cél'lules T; la interacció CD40/CD40L 

(també anomenat gp39, 5c8 o TRAP) és fonamental per evitar I'entrada en 

apoptosi de les ceHules S, en un tipus d'interacció similar a la CD28/CD80 

pero a la inversa. Com que els contactes que vehiculen aquestes molécules 

són decisius a nivel! co-estimulador, es considera que constitueixen més avíat 

uns canals per la comunicació recíproca entre les ceHules T i S que molécules 

propiament d'adhesió [Clark & Ledbetter, 1994]. Malgrat aixo, I'acumulació 

d' evidencies que suporten la capacitat transductora de moltes de les 

classiques molécules d'adhesió (LFA-1, CD2, CD44, ... ), fa que aquesta 

separació conceptual entre molecules activado res i molecules d' adhesió 

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 lIMFOCITÁRIES MITJANCADES PER lES MOlECUlES 

D'ADHESIÓ. 

Aquest ampli ventall de molecules d'adhesió descrites fins ara s'integra 

en un també ampli i complex conjunt de respostes. Com ja s'ha dit, les 

molecules d'adhesió possibiliten la relació de la cel'lula amb I'entorn a través 

de la internalització del missatge que vehiculen amb lIur contacte amb la 

Matriu ExtraceHular (M.E) o amb altres molecules d'adhesió d'altres ceHules. 

Aquests "ponts d'unió" entre I'exterior i I'interior de la ceHula, determinen la 

funció ceHular a cada instant. En aquest apartat analitzarem de manera global 

com totes aquestes molecules d'adhesió controlen la funci6 deis limfocits, les 

cel'lules centrals de la resposta immunitaria, determinant i modulant la 

participació limfocitaria en dues de les interaccions ceHulars més importants 

i complexes, el contacte limfocit-endoteli i la col'laboraci6 limfocit-APC en el 

reconeixement antigenic, determinant de la resposta immunitaria. 

1.3.1. INTERACCIONS lIMFOCITS-ENDOTEll. 

En el continu proces de recirculació limfocitaria, els limfocits, que han 

de passar des de la corrent sanguínia al teixits circundants, han d'atravessar 

la paret formada per les ceHules de l' endoteli vascular i la membrana basal. 

En aquest proces de transmigraci6 les ceHules circulants (leucocits en general) 

inicien aquest proces migratori merces al contacte amb les ceHules 

endotelials. En els darrers anys, s'han anat acumulant dades moleculars i 

ceHulars de com aquest proces es du a terme en els leucocits, la qual cosa ha 

permes estructurar un model ampliament acceptat i coherent que ho descriu 

¡que sembla aplicable amb petites modificacions als Iimfocits [Osborn, 1990; 
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Dustin & Springer. 1991; Bevilacqua, 1993; Adams & Shaw, 1994; 

Oppenheimer-Marks & Lipsky, 1994; Springer, 1994]. Aquest proces 

d'interacció limfócit-endoteli es produeix constantment durant la recirculació 

Hmfocitaria i esporadicament, com a res posta a un agressor I durant l' arribada 

deis limfócits a lIocs lesionats (inflamació). 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 nivel! de les 

molécules que interactuen en cada situació. Basicament, aquests processos 

passarien par varias fasas (Figura 5). En un primer moment, el leucócit i 

I'endoteli estabJeixen el seu primer contacte a través de les Selectinas. Les 

Selectines, ja fos la L-Selectina limfocitaria ilo la E- o P-Selectines endotelials, 

interaccio'nen debilment, peró de manara eficient, ¡ intermitent (donada lIurs 

rapidas tassas d'associació i de dissociació) amb les glicoprote'ines que 

reconeixen, provocant la fase d'enganxament o lligament (tethering) 

limfocitaria, i tot seguít el rodolament (rolling) a favor del flux sanguini i del 

gradient d'adhesivitat (haptotaxi), caracterfstic d'aquesta arribada limfocitaria 

[Lawrence & Springer, 19911. El proces di enganxament rapidament és 

potencia a través de I'activació de fes Integrines limfocitaries, basicament aJ12 

(LFA-1), aJl, (VLA~4) ¡lo aJl7' Aquest mecanisme d'activació, fonamental per 

la funció Integrinaf en el cas de la inflamació sembla vehiculitzat a través de 

substancies quimiotactiques, en general immobilitzades pels proteoglicans de 

la superfície endotelial, que no només atreuen el Hmfócit a favor del gradient 

de concentració (concepte de quimiotaxis), sinó que també l' activen 

(triggering) , especialment a través de la seva funció Integrina. Si bé els 

Iimfócits poden produir varies citocines atraients per a monócits o neutrófifs 

(lL-8, MCP-1, 1-309), només unes poques del subgrup de les c-e quimiocines 
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(MiP-1u,-1j:? i j'anomenada RANTES) s611 reconagudes per patitas 

subpoblacions de limfocits rSchall et al, 1990; Tanaka et al, 1993]. De fet, 

tant la quimiotaxi com l' activació ceHular que es produeix s6n d_agudas als 

receptofs de les quimiocines que transmeten senyafs intraceHulars, via 

prote"ines G [Chaffin & Perlmutter, 1991], activant així la funció d'aQuelles 

integrines. l"activació de les integrines provoca així I'aturada limfocitaria ¡ 

I'augment definitiu de ji adhesió a (1 endoteJi, fase de refon;ament (streng-

thening) I quan l' endoteli presenta els lIigands corresponents: ICAM-1 o ICAM-

2 per a atlJ2 (LFA-1), VCAM-1 per a aJ11 (VlA-4) i aJ11t i MAdCAM-1 per a 

aJ37)' Els qulmiotactics ¡les Integrines seguiran després actuant per assolir la 

darrera fase, la migració transendotelial i localització intratissular definitiva. a 

on les Jntegrínes reconeixedores de la M.E. juguen un paper fonamentai. 

SeJectines 

1 a. Enganxament • Quimiotactics .. 

1 b. Rodolament Integrines 
2. Activació +4 ---.:..:.----+. 

Leuco 
EndoteU 

Membra 
Basal 

3. Refof«ament 
4. Transmigració 

Figura 5. Fases successives en l'adhesió de limf{)cits a ¡'enuotefi. 
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Aquest esquema d#interacions dibuixa un seguit de contactes. en 

perfecte ordre, que ha fet postular una interessant hipatesi de funcionament, 

basada en la codificació, a tres nivel/s, de les interaccions moleculars 

mitjant;ant un sistema numarlc (Selectines i Higands centenes, quimioatraients 

i receptors de cenes, i Integrines i lligands unitats) I que condicionaría el 

contacte entre limfocit j endoteli només quan per l' expressió de les moh3cules 

presenten concordancia entre els codis establerts rSpringer t 1994]. Així hi 

haurien leucacits, que per les seves molecules de membrana, indu'ides o 

constitutivament expressades~ hom els hi atribuida un codi {per exemple. 131} 

que només interaccionaría eficientment amb les ce Hules endotelials que 

presentessin, constitutivament o fruit de I'activació, el codi complementari 

(per exemple. 131', pero no amb 122'). és a dir els lligands d' aquellas 

molecules leucocitaries. 

Aquest procés d'enganxament i transmigració endotelial és I de manera 

esquematica; similar en els limfocits tant en la recirculació com en els 

mecanismes de focalització durant la inflamació. De fett durant fa lnflamació, 

especialment la cranica Que és la Que més involucra als límfocits 

[Oppenheimer-Marks & Lipsky I 1994]r es produiria un augment massiu i molt 

localitzat del proces de trafic, en una zona mott restringida, a on es troba 

l' estimul antigenic extern o alltoimmllnitari, que de manera contínua ja es 

produeix habitualment. Aquesta localització massiva de limfocits afecta 

principalment als limfocits memoria [MacKay, 1992} que troben expressats, 

merces l' efecte en l' endoteli deis teixits inflamats de diverses citocines HFN-y, 

TNF-a) les Selectines endoteUais ilo eis ffigands de les Integrines [Chisholm et 

al, 1993; Scheynius et al, 1993], A nive" ganglionar, I'augment de la 

recirculació durant la inflamació altera el patró normal de migració i fa que els 

limfocits memoria no utíHtzin exclusivament la via de les HEVs (veure més 
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endavant) [MacKay et al l 1992]. Arran de les dades que s'obtenen, el paper 

de les citocines en aquest procas sembla també clau, mediant l'activació 

limfocitaria necessaria per al reforc;ament de I'adhesió per la yia de les 

Integrines. Així recentment, la MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein~ 1) I 

que es considerava que actuava només en els monocits, s'ha identificat com 

un potent quimiotactic per a un subgrup de limfocits memoria activats 

[Springer, 1994], juntament amb les quemocines RANTES i MIP-1a. 

En la recirculació normal deis limfocits, I'esquema general establert 

presenta certes peculiaritats. Així en la recirculació es produeix el contacte 

limfocit-endoteli a través deIs receptors de localització (homing receptors) iles 

Adressines endotelials, d'una manera continua, pero molt específica. En la 

recirculació pel sistema limfoide aquest contacte s'ha especialitzat en 

l' endoteli de les HEVs (Hígh Endothe/ía/ Venules)« Aquestes ceHules 

endotelials altes presenten diferents Adressines en diferents teixits limfoides 

(ganglís limfatics perifarics 1 plaques de Peyer, amígdales, ... ), definint 

d'aquesta manera la població que recircula. A més a més, els limfocits verges, 

que no han tingut contacte preví amb I'antigen, utilitzen víes de recirculaciÓ 

diferents a les que empren un cap han contactat amb !'antigen ¡ s'han 

transformat en els /imfocits memoria [MacKay, 19921. De fet, els limfócits 

verges entren preferentment en els ganglis limfatics a través de les HEVs, 

mentre que eis limfocits memoria ho fan a través de l' endoteli tisular. 

L'expressió de noves molécules en membrana, o el seu augment d'expressió, 

modulats en últim terme pel tipus de resposta antig?mica que s'ha 

desenvolupat, és la que determina aquest canvi en el patró de recirculació, 

que, a més a més, es caracteritza per produir-se preferentment a través del 

teixit a on s'ha produit el primer contacte amb I'antigen {Picker and Butcher, 
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1992; MacKay, 1992]. Aquí, la hipotesi ja comentada del sistema de codis 

[Springer, 1 994], es presenta molt útil per explicar perque una determinada 

subpoblació limfocitaria recircula per una determinada area, contactant només 

limfocit i endoteli amb codis compatibles, 

1.3.2.INTERACCIONS lIMFOCITÁRIES AMBlAMATRIU EXTRACEl·lUlAR. 

Entre les interaccions de les ceHules amb el seu entoro, a més a més 

deis contactes intercel'lulars, destaquen els contactes de les cel'Iules amb la 

xarxa glicoproteica de I'anomenada Matriu ExtraceHular {M.E.'. A la majoría 

deis teixits solids, les ceHules defineixen l' estructura tissular merces a 

aquestes interaccions amb la M.E. Fins i tot, en alguns d'ells (teixit ossi, 

teixits fibrosos, ... ) I'estructura tisular ve definida per I'estructura de la M.E. 

i les cel-Iules es limiten a completar-la ilo mantenir-Ia. En la majoria deis 

teixits, la M.E. defineix el fenotip de les propies cel'lules; així, les interaccions 

entre aquestes ceHules i els diversos components de la M.E. determinen els 

processos de desenvolupament i diferenciació ceHular en el teixit. De nou aquí 

les molecules d' adhesió de les membranes ceHuJars condicionen, amb lIur 

reconeixement de la M.E., un conjunt de senyals intraceHulars que acaben per 

definir la propia funció tisular. En el cas de les ceHules del sistema immunitari, 

la seva característica recirculació no comporta la inexistencia de les 

interaccions ceHulars amb la M.E., ans el contrari aquestes interaccions són 

fonamentals en la majoria deis processos en que intervenen. De fet, la 

res posta immunitaria propiament no es desenvolupa en el flux circulatori, sino 

a nivel! deis diferents teixits, i és aquí precisament a on el reconeixement de 

la M.E. es fa important. Així, cada cop es determinen més situacions a on les 

interaccions limfocit-M.E. són molt importants. L'exemple més cIar el 

constitueix el fenomen inflamatori, a on la M.E. contribueix a localitzar la zona 
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de resposta, coestimulant a través deis receptors ceHulars (basicament les 

integrines leucocitaries {11 i {13) la funció limfocítica; i quelcom de similar es pot 

dir també per a la resta de leucocits. La gran quantitat de moleculesJcoHagen, 

thrombospondina,laminina, agrina, fibronectina, ... } queconstitueixen les M.E. 

deis diversos teixits fa que una descripció de les mateixes superi els límits 

d'aquesta introducció [Engel, 1991 l. Malgrat tot cal destacar la laminina í la 

fibronectina per ser lligands coneguts de les integrines P,I concretament VLA-

4 i VLA-5 (veure taula 3), i com a tals haver-se emprat en un deis caprtols 

d'aquest trebal! per analitzar I'activació que el CD50 indueix sobre la funció 

integrina limfocitaria. 

1.3.3. INTERACCIONS Al RECONEIXEMENT ANTIGENIC. 

El mecanisme central del reconeixement antigenic, contacte entre 

I'antigen i el receptor específic, es modula i fins i tot es controla de manera 

important per efecte de les anomenades molecules accessories. Entre elles, les 

molecules d' adhesió són una peya clau en aquest proces, i especialment en 

el reconeixement antigenic de les ceHules T. Així, els limfócits T 

coHaboradors, les ceHules centrals de la resposta immunitaria, reconeixen 

I'antigen només qua n aquest és presentat de manera específica per una APC 

(ceHula presentadora d'antígen), dins del context de les glicoproteYnes 

codificades pels gens del Complex Major d'Histocompatibilitat (MHC), 

anomenades sistema HLA en els humans. El caracter restringit d'aquest 

reconeixement, dins del context HLA, fa que només es pugui portar a terme 

a través d'un contacte ceHula a ceHula, mentre que les seves característiques 

físiques (baixa afinitat del receptor antigenic de la ceHula T, TcR) fan que 

calgui I'estabilització d'aquest reconeixement a través de la major avidesa de 
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les molecules di adhesió (major nombre de molecules a la membrana amb 

afinitat superior). Aquest és el paper classicament atribuit en el reconeixement 

antigenic a les molecules d'adhesió, I'estabilització necessaria per I'eficient 

interacció entre el TeR i el complex antígen/HLA. Aquesta estabilitzadó del 

reconeixement, possibilita I'estimulació ceHular a través del TeR, pero alhora 

aquesta estimulació necessita també, per assolir una res posta immunitaria 

eficient, anar acompanyada per una co-estimulació ceHufar. La co-estimulació 

s'assoleix merces a la capacitat transductora de senyals d'aquestes i altres 

molecules de membrana. Moltes són les molecules que intervenen en aquest 

doble proces di estabilització/senyalització: algunes considerades inicialment 

com senyalitzadores també aporten certa capacitat adhesiva a la interacció; 

les d'altres considerades inicialment només estabilitzadores, aporten també 

senyals de co-estimulació interceHular. Estem dones en front d'una situació 

ambivalent, a on sovint les capacitats adhesiva i de senyalització esdeven 

dues cares de la mateixa moneda. Així, les molecules d'adhesió sovint tenen 

una capacitat co~estimuladora important, tal com ja s'ha assenyalat en 

aquesta introducciÓ. En la Figura 6, s' esquematitzen les interaccions adhesives 

APC 
LFA-1 HLA ICA 

Tcell 
Figura 6. Esquema de les interaccions entre ceHules T i APC. 
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més importants entre una caHula Ti una APC: a part de la del TcR i el MHC. 

les específicament co~estimufadores CD40/C040L i C028/C080, ¡les 

principalment adhesives C02/C058 i LFA-1 amb els seus lligands JCAMs {en 

la figura es representa l' estructura de ('ICAM-1¡ pero l'iCAM-2 i sobretot l' 

ICAM-3 també intervenen de manera important). De fet, I'esquema de la figura 

6 correspondria especialment a la coopera ció T -Br un tipus de presentació 

antiganica amb el limfocit 8 com a APC, a on el dialeg entre ceHules és molt 

complex [Clark & Ledbetter, 19941, i a on s'han deserit moltes més 

interaccions (C045RO/C022. CD51CD72 •••• ) de les aquí presentades. 

Les interaccions interleucocitaries de les molacules dI adhesi6 s'han 

estudiat en diferents models ceHulars: el reconeixement aHogenic en el Cultiu 

Limfocitari Mixt {MLC, Míxed Lymphocyte Culture}, resposta citotoxica en 

front I/antigen, i fins i tot, en I'agregació homotípica a conseqüeneia de 

determinats estímuls (Lectines, agents promotors tumorals com la PMA. 

AcMos contra certes molécules, •..• ). Tots eUs són models experimentals que 

s'han demostrat útils per a poder definir els processos interleucocitaris en que 

les molécules di adhesi6 intervenen. permetent també definir-hi les víes 

d' adhesi6 Uo activació que utilitzen aquestes molecules. Per altre part, 

l'accessibilitat deis Iimfocits i de línies limfoblastiques de creixement continuat 

ha permés una anaUsi a nivel1 bioquímic d'aquestes molécules i deIs 

mecanismes intraceHulars que vehiculen. 

És en aquest context, d'interaccions en els processos de 

reconeixement, d'on va partir I'estudi del COSO i en el qual s'ha desenvolupat 

el treball de la present tesi. 
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1.4~ ACTIVACIÓ UMFOCrrARlA j MECANISMES DE TRANSDUCCIÓ DE 

SENYAlS. 

la rasposta immunitiiria basa fa seva actuaci6 en la raspasta específica 

deis limfocits en front deis agents extranys .. s1s antígena. Aquesta actuació 

pasea per un seguit de procesaos que, de manera general, condueixen a 

I1 activa ció i a un Increment dirigit de la tuncEó Umfocitaria" i posterior acci6 

controlada dTaftres caHures auxmars (macrofags$ ... ) [Janeway &. aottomfy~ 

1994]. Concretament l'activaci6 deIs Iimfócits T coHaboradors pel 

reconeixement especffic par a r' antigen presentat per fes APCs en el cantext 

de fes moJecules HLA da clasae U, és, com la hem ditt el mecanfsme central 

que regula la majoria deis processos de la resposte immunitaria. Des del 

receptor de ir antigen .. fins ais receptors de cftocines" moltes sún les motaculas 

que, coHaborant entre elles, condueixen a un estat d'activació der limfódt, 

que el porta a proliferar i a respondre eo front de Il'aotlgen* En el eas deIs 

fimfocits T aquesta respasta d' activació es concreta en fa producció de 

diversas limfocines (lL~2, IL~4, IFNV, .•. ), que determinen en gran mida el tipus 

de rasposta que es produeix, ¡ en 1" aparició o incrament de (' expressió de 

diverses moJecufes de membrana que condicionen fa rasposta global posterior 

deis mateixos limfocits. Durant aquesta actlvaci6 fimfocititria, tant la producció 

de citocines com f$ apandó de moléculas de membrana (de vegadas és un 

augment del nombre de gficoprote'ine.s ja expressades per ceHula) s6n 

processos interrelacionats qua as succeaixen ¡ que poden ser conseqüimcia 

!fUO de ;raftre. les moiecuies de membrana que apareixen de nou durant 

l'activaci6 reben el nom de molécules d'activaci6. Aixr, I'estudi de la produccí6 

de chacines ¡ !a determinació de l'aparició de marcadors d"activació (CD251' 

CD691 ••• ) s6n dos eines moJt t1tils per tal de coneixer la resposta Iimfocitaria. 
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En el pro ces d/activació limfocitaria, juntament amb el reconeixement 

antigenic, interven en moltes molécules de membrana, tant els receptors de les 

citocines com les ja esmentades molécules d'adhesió. Al Uarg de la·descripció 

deis diversos grups funcionals de molécules d' adhesió hem comentat que 

sovint moltes d'aquestes molécules que estabilitzen les interaccions céHula­

céHula també són capaces de transduir senyals co-estimuladors cap a ¡'interior 

de la ceHula. Aquesta capacitat co-estimuladora, en alguns casos 

(CD28/CD80, CD40/CD40L) és tant important, que la capacitat adhesiva pot 

passar a segon terme, anomenant-Ies de manera general molécules 

accessories. Aquesta distinció no evita que les classiques molécules d'adhesió 

(LFA-1 , CD2). slguin de fet també potents molécules co-estimuladores 

[Wacholtz et alr 1989; Pardi et al, 1989; Holter et al, 1986] amb un paper 

clau en I'activació Iimfocitaria. 

EIs mecanismes de transducció de senyalsl tant del receptor específic 

per l' antigen, com deis receptors de citocines o de les molecules accesories 

i d'adhesió, constitueixen una complexa xarxa de processos bioquímics 

interrelacionats [Weiss & Littman, 1994]. Normalment s'inicien a través de 

molécules citoplasmatiques que són les que presenten la capacitat catalítica 

per a desenvolupar els diversos processos que desemboquen en la reguJació 

de 1" expressió genica ceHular (en alguns casos la mateixa molecula de 

membrana té capacitat catalítica, com la fundó fosfatasa del CD45). Aquestes 

motecufes citoplasmiques, sovint en forma de complexos multimolecularsl' 

interaccionen associant~se i dissociant-se de les molécules de membrana 

transductores, reconeixent di alguna manera la seva unió allligand. És evident 

Que el control bioquímic dI aquestes associacions (basicament fosforilacions 
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d'una O altra molecula) és un mecanisme cabdal en la regulació deIs processos 

de transducció de senyals. 

Moltes són les vi es bioquímiques de transducció de senyals descrits 

(producció de nucleotids cíclics, especialment AMP-cíclic i GMP-cíclic, canvis 

ionics i de pH, augments en les concentracions de certs cations, especialment 

Ca2+ i Mg2+, •••• ) I pero s6n els mecanismes de fosforilació i defosforilació els 

que semblen ocupar un lIoc central, iniciant, regulant i sovint finalitzant les 

altres vies [Perlmutter et al 1993]. Les fosforilacions proteiques són processos 

que poden canviar la conformació de la prote"ina o bé la seva associació amb 

d' altres proteYnes. La fosforilació proteica és un proces molt controlat 

cel'lularment, i així, mentre que la incorporació d'un grup fosfat a I'esquelet 

. proteíc (fosforilació) 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 víes bíoquímíques ben diferentes 

dones existeixen protein-serin/treonin-kinases (PSTKs o PSKs) 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 l' efecte o variar l' expressí6 de les prote'ines que fosforilen, les 

fosforilacions en tirosines solen activar o augmentar l' efecte de les prote'ines 

que fosforilen [Alberola-lIa & lozano, 1990]. 

Existeix cada cop un majar nombre de kinases i fasfatasses, pero cal 

esmentar aquí algunes de les que es consideren més importants en l' activació 

ceHular deis limfocits [Perlmutter et al, 1993; Weiss & littman, 1994]: entre 
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les PSKs destaca la Proteinkinasa C (PKC), dependent de la presencia de Ca2
+, 

que amb diferents isoformes vehicula una via cabdal de I'activació Iimfocitaria 

a través de les fosforilacions en serines i treonines de diverses-molecules 

(entre elles el propi CD50, objecte de la tesi), diferents PSKs dependents de 

AMP-cíclic (PKAs) i les MAP-kinases (Mitogen-activated protein-kinasa); entre 

les PTKs cal assenyalar aquelles de la familia src (entre les que destaquen la 

p561ck i la p59fyn especialment, i les p53/56'Y", p55b1k i p62ye
$, també conegudes 

com a Ick, fyn, Iyn, blk i yes), i les més recentment descrites ZAP-70 i P13-

kinasa; per últim entre les fosfatases cal destacar l'activitat PTP del CD45, 

una molecula de membrana amb un paper clau com a molecula co­

estimuladora. 

Com exemple molt esquematic del funcionament d' aquestes vies, es pot 

comentar una via classica de transducció de senyals, I'activació vía TcR [June, 

1991, Kolanus et al, 1993]. En ella (Figura 7', el reconeixement antigenic pel 

TcR activa varies PTKs as socia des (fyn, ZAP-70, ... ) que fosforilant una 

proteinlipasa, basicament la proteinlipasa-C, produeixen I'alliberament de 

diacilglicerol (DAG) i inositol-fosfats (lPs). Certes fosforilacions més i els IPs 

produits, essencialment l'IP3 i I'IP 4 són capaces d'induir I'¡ncrement de la 

concentració de Ca2 + intraceHular i aquest provocar !'activació 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 la PKC, que 

indueix una nova vía de fosforilacions importantíssimes. En aquest esquema, 

les molecules co-estimuladores, algunes com el CD45 amb activitat PTP 

intrínseca, contribuirien al proces modulant aquestes o noves víes de 

senyalització. Sigui com sigui, les fosforilacions proteiques acaben controlant 
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els altres mecanismes de transducció de senyals intraceHulars, activant o 

inactivant en darrer terme els factors reguladors de la transcripció genética i 

per tant disminuint o augmentant la síntesi de prote"ines, que al cap i a la fí és 

el que defineix I'activació ceHular (Fig 6). 
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Figura 7_ Esquema de les vi es de transducció de senyals implicades en el reconeixement antigenic deis 

Iimfocits T i I'acció de di verses moh~cules accessories. 

En aquest context de vies de senyalització intraceHular, 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'activació Iimfocitaria. Així, només 

a través de la influencia del CD50 sobre la xarxa de vies de senyalització 

intracel'lular es podra dibuixar el perfil correcte del que és el primer ICAM 

transductor de senyals, el CD50. 
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1.5. DADES PREVIES SOBRE El C050. 

Definít a conseqüencia de l' estudi internacional d' AcM os realitzat en el 

IV International Workshop on Human Leukocyte Differentiation Antigens 

(1 989) per la peculiar reactivitat de dos AcMos, produits al nostre laboratori 

pel Dr. R. Vilella, els anomenats 101-1 D2 i 140~11, el grup de diferenciació 

50, conegut aleshores com CDw50 [Hadam, 1989], describia el que 

semblava, i ha resultat ser, una nova molecula panleucocitaria humana. la 

característica reactivitat d'aquells dos AcMos d'orígen murí en front a 

subpoblacions i Unies ceHulars leucocitaries humanes (similar al LFA-1 f pero 

perfectament distingible per la seva peculiar reactivitat, especialment en front 

de la línia B-limfoblastoide U-266), definía una molecula de 110-130 kD, 

altament glicosilada. Un següent estudi exhaustiu publicat posteriorment 

[Vilella et al, 1990] confirmava aquestes dades, afegint-hi una complerta taula 

de reactivitat ceHular (Taula 5) en la que destaca la positivitat en front de 

RPMI:..8226, diferent a la de LFA-1, i definint clarament aquesta molecula com 

a una glicoprote'ina humana de superfície, panleucocitaria i monomerica de 

130 kD, amb ponts disulfur intracatenaris i altament N-glicosilada. Pero la 

dada més interesant que aquest estudi presentava era la capacitat que teníen 

aquells dos AcMos que reconeixen i defineixen el CD50, per a bloquejar la 

proliferaci6 ceHular del Cultiu Mixt Umfocitari {MLC}, resposta in vitro de 

PBMCs d'un individu enfrontades amb PBMCs irradiad es d'un altre. Així, es 

caracteritzava la participació decisiva de! CD50 en l' aHoreconeixement, doncs 

si es bloquejava mitjanc;ant la incubació amb els anti-CD50 la seva funció, es 

produia una clara inhibició de la proliferacióceHular. La participació del CD50 

en l'a¡'loreconeixement, era en aquest trebal! pregonament analitzada, doncs 
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Taula 1 Haactivitat ceHular del CDw50 (extrat j adaptat de (Vilelta et al, 19901, amb 
el parmfs del Dr. Vilella). 

Tipus cal'luJar Percantatge de positivitat 
101-102 140-11 

Sang Periferica 
Cel'lules Mononuclears 82 81 .. " + PHA(3 dfes} 87 85 
Umfócits T fE + ) 95 95 
Umfócits No-T (E-) 47 42 
limfócits ea 95 95 
Monocits 76 69 
Granulocits 99 97 
Plaquetes <5 <5 
Eritrócits <5 <5 
Thimocits 59 62 

Uníes Tb 

CEM +++ +++ 
MOlT~4 ++ ++ 
JURKAT ++ ++ 
HSB2 +++ +++ 
HPB-All O O 

Unjes eb 

DAUDI O O 
RAJI + + 
RPM'~8226 +++ +++ 
NAlM-6 O O 
KM3 + + 
RAMOS ++ ++ 

Unies no-limfoides" 
Hl-60 + + 
U-937 ++ ++ 
K-562 O O 
HElA O O 

al Doble fluorescencia. 
bJ + + + :::: >90%, + + =50·90%, + =20~50%f 0= <20%. 

a part dTinhibir la res posta proliferativa del MLC quan quafsevol deis dos 

AcMos anti-CD50 disponibles aleshores eren incubats durant tot el cultiu, 

també es produ'ia quan es preincubaven només amb la ceHules responedores 

(no-irradiades), Uo amb les ceHules estimuladores (irradiades). Aquesta dada 
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feia sos pitar que la seva acció era más inhibid ora del contacte interceHular 

que media l'al'loreconeixement (adhesió) que mediada per un senyal inhibidor 

(que només hauria d'ésser efectiu sobre les ce'lules no-irradiades). A més a 

més s'anatitzava que I'efecte inhibidor era dependent de dosi, i que sobretot 

era eficaQ quan l'anti-CD50 s'incubava al principi del MLC. Aquesta dada, per 

sí sola ja feja intuir la funció del COw50 en el reconeixement, suggerint per 

tant que ens trobavem davant d'una nova molécula d'adhesió. Un tercer 

trebal! [Lozano et al, 1992a] determinava la capacitat del C050 per esdevenir 

fostorilat, ja esmentada en el trebaU previ [VUelta et al, 1990]. Aquest estudi 

de 1992, definia aquesta fosforilació més profundament, determinant que es 

produeix en residus serínics després de l'activació de la Proteinkinassa-C {PKC, 

Protein Kinase el tant per l' acció estimulant in vitro deIs ésters de forbol 

(PMA, i d'altres) com per I'activació ceHular que s'indueix a través de 

!'estimulació també in vitro deis AcMos anti-C03, una activació més similar 

a la que es produeix tisiológicament en el reconeixement antigénic vía el 

complex TcR/C03. Aquesta capacitat del CD50 per a esdevenir fosforitat, 

malgrat no afectar aparentment la seva expressió en membrana, indicava una 

possible vía de regulació d' aquesta molecula, les conseqüfmcies funcional s de 

la qual encara no s'han analitzat. El quart treban aparescut sobre el C050 

[Lozano et al, 1992b] definia una Unía cel-luJar C050 deficient~ I'anomenada 

PPL. 1/ derivada de la línia limfoblastoide T Jurkat, que pot esdevenir una eina 

molt útil en l' anafisi de la funcionalitat del C050. És important assenyalar que 

el trebal! deixava dar que la deficiencia de C050 de la PPL.1 no era reversible 

sota estímuls comuns (mitogens, estimulacions, ... ), ni semblava influir en el 

fenotip global de les ceHules, valorat per citofluorimetria d' altres marcadors 
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ceHulars. Cal esmentar també aquí que durant la realització d'aquest trebal! 

es va produir (Dr. Vifella) un tercer AcMo que reconeixia la mateixa molécula 

anti-C050, !'anomenat 152-2011 tique ha estat emprat profusament alllarg 

de t' estudi desenvolupat en aquesta tesi. Tal i com es veura en diversos 

aspectes de la tesi, aquest AcMo ha resultat especialment útil en tots aquells 

estudis on es valorava la capacitat transductora de senyals. A més a més, 

f'estudi epitópic de la reactivitat deis tres anti-C050 [Vilefla et al, 1993], va 

determinar que els tres AcMos reconeixen eprtops diferents del C050, la qual 

cosa encara els converteix en eines més útils en l' analisi de la funció de' 

C050. 

Aquest era el conjunt de dades, referents al CD50, de les que es 

disposava a I'inici del treball presentat en aquesta tesi ¡que definien aquesta 

molécula com una glicoproteTna monomérica d' expressió panleucocitaria en 

humans, que possiblement actuava com una molécula d' adhesió i la fundó de 

la qual pOdría regular-se mitjanc;ant fosforilació. La present tesi aporta les 

dades que permeten la definició estructural i funcional del C050, que portaren 

a la determinació de la identitat del C050 amb el tercer Iligand del LFA-1 

(anomenat també ICAM-3) i que han fet d' aquesta molécula una de les 

molécules d' adhesió més importants en els contactes deis limfócits, 

especialment en els que s' estableixen en les primeres fases del reconeixement 

antigenic. Cal esmentar que les primeres dades que describien l'ICAM-3 

ceHularment i bioquímicament {molt similar a la descripció de Vilella et al, 

1990} apareixeren durant la realització d1aquest treball [de Fougerolles & 

Springer, 1992] i no influiren més enlla de suggerir i permetre la realització de 

la segona part deis resultats d'aquesta tesi (4.2- CD50 i ICAM-3: Dos noms 

per una mateixa molecula.). 
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11. HIPDTESI DE TREBAll. 

El conjunt de dades disponibles a "inici d'aquest treball, feia pensar en 

el CD50 com a una glicoprote'ina de membrana d' expressió practicament 

restringida alllinatge leucocitari i que possiblement actuava com una molecula 

d'adhesió humana, a I'intervenir en l'aHoreconeixement. Així, com a hípotesi 

de treball, varem partir de la consideració del CD50 com a molecula d'adhesió, 

consideració que porta a valorar la possibilitat de que presenti tot un conjunt 

de possibles funcions adhesives i transductores de senyals. La seva expressió 

panleucocitaria feja preveure que si s' arribava a la confirmació de la inclusió 

del CD50 dins de la categoria de les molecules d'adhesió seria possible definir 

un ampli ventall de capacitats i funcions, en relació a les distintes interaccions 

que a niveU de les diverses poblacions leucocitaríes podría vehiculitzar. Així 

doncs, per tal de confirmar la idea del C050 com a molecula d'adhesió, 

comen<;arem els treballs de clonació genica amb la finalitat d' arribar a definir 

la seva funció a través de la seva estructura. Donat que el nombre de 

molecules de membrana leucocitaria que han sigut definides a nivel! de 

seqüencia aminoacídica predita a partir de Ilurs cONA clonats és cada vegada 

major (i en el moment de f'inici del treban ja era forva important), i que la 

comparació de seqüencies proteiques en les bases de dades esdevé cada 

vegada més efectiva pel que fa a la troballa d'homologies que suggereixen 

funcions, decidírem intentar la clona ció del cONA del CD50 (aleshores encara 

anomenat CDw50) I per tal d'intentar implicar-lo en un família o grup funcional 

de molecules conegudes. D' aquesta manera, la seqüencia parcial proteica 
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obtinguda a partir deis peptids generats per rotura selectiva amb CNBr (Bromur 

de Cianogen) de la protei"na purificada per cromatografia d'afinitat, va suggerir 

que el gen del C050 codificaria realment una molecula d'adhesió de fa IgSF 

dins de la família deIs ICAMs. La cfonació posterior del C050 i una analisi 

comparatiu, gairebé en parat'lel, deis AcMos anti-C050 i els anti-ICAM-3 (una 

molecula que havia estat en aquells moments recentment caracteritzada a 

través d'un AcMo [de Fougerolles & Springer, 1992]) demostraren la identitat 

del C050 com el tercer IIigand del LFA-1, el tercer ICAM (lCAM-3). O'aquesta 

manera, la inclusió definitiva del C050 dins del grup de les molecules 

d'adhesió va portar a la segona part d'aquest treban que es plantejava com a 

hipotesi central l' existencia de bifuncionalitat per al C050, en consonancia 

amb les dues funcions que sovint tenen les molecules d'adhesió, una funció 

adhesiva, vehiculant la interacció entre leucocits i amb fes ceHuJes endotelials, 

i una funció co-estimuladora a través de diversos mecanismes transductors de 

senyals. 

Per últim, i donat que darrerament s'han descrit l' existencia de 

polimorfismes en els gens que codifiquen diverses molecules de membrana, 

relacionat-ho sovint amb una major o menor relació amb la susceptibilitat a 

determinades malalties, ens plantejarem analitzar l' existencia de polimorfismes 

en el gen del CD50 humal com a eína per un possible estudi posterior de la 

seva repercussió clínica. 
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Objectius 

111. OBJECTIUS. 

L'objectiu general, de definir I'estructura i funció del CD50, es va 

concretar amb els següents quatre objectius específics: 

1.- Anillisi de la seqüencia genetica i proteica del C050. 

1 .a.~ Definició de la seqü?mcia aminoacídica de la glicoprote'ina, a través de la 

seqüenciació nucleotídica de! cDNA del CD50. 

1.b.- Oeterminació d'homologies en aquestes seqüencies per a permetre 

suggerir una possible implicació funcional del C050. 

2.- Anafisi de fa participació del C050 en les funcions adhesives ceHulars. 

2.a.- Estudi de la participació ceHuiar del CD50 en els mecanismes de 

contacte limfocit-endoteli. 

2.b.- Analisi del paper de I'estimulació del CD50 en els mecanismes de 

contacte interlimfocitarL 
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3. - Estudi de possibles vies de transducció de senyals intraceHulars que 

medien la co-estimulació ceHular a través del C050. 

3.a.- Analisi en una linia ceHular T limfoblastoide, la finia Jurkat, deis 

mecanismes de transducció de senyals. 

3.b.- Determinació de la relació de la co-estimulació ceHular del CDSO amb la 

inducció d'efectes ceHu!ars que evidenci'in activació. 

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

possibles polimorfismes. 
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4.1.-

4.1.1.- RESUM. 

Resultats: Capítol I 

ClONACIÓ I CARACTERITZACIÓ 

DEL cONA DEL COw50. 

La confirmació de que el CDw50, reconeixia una nova molécula 

d'adhesió, de la qual coneixfem que s'expressava panleucocitariament com 

una glicoprote'ina de 110-130 kD amb una participaci6 cabdal en 

l'aHoreconeixement, es planteja a través de i'analisi de la seqüéncia proteica 

obtinguda en el procés de clona ció del cONA i posterior comparació amb un 

banc de seqüencies proteiques i nucleotídiques. La caracteritzaci6 de les 

condicions per a la purificació per cromatografia d' afinitat i preparació proteica 

per la consegüent microseqüenciació directa deIs peptids produYts mitjan9ant 

I'escissió específica amb CNBr (Bromur de Cianogen), portaren a I'obtenció de 

seqüéncies aminoacídiques parcials de 3 peptids que revelaren I"homologia del 

COw50 amb un grup de molécules d'adhesió, els ICAMs, especialment amb 

l'ICAM-1, una molecula amb 5 dominis immunoglobulínics. Utilitzant 

oligonucleotids d' elecció {guessmers} I sintetitzats a partir de les seqüéncies 

obtingudes i basant-se en les taules de maxim ús deis codons, va ser possible 

obtenir, per PCR, uns fragments majors (271 i 425 bp) que confirmaren 

l'homologia amb l'ICAM-1 i que varen poder ser utilitzats com a sondes per 

a amar el cDNA del CD50 en un posterior crivellament d'una genoteca de 

cONA en "gt1 O. Seqüenciada la clona més Harga de les obtingudes, les seves 

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

ICAM-3, una molécula de la IgSF. 

77 



CD50 i la resposta irnmunitaria 

4.1.2.- INTRODUCCIÓ. 

La determinació per analisi bioquímic i distribució d'expressió ceHular 

de que dos AcMos produ"its al nostre laboratori i classificats en el grup de 

diferenciació 50, o COw50 [1], reconeixien una nova molecula, una prote"ina 

de membrana altament glicosilada amb un paper clarament important en la 

resposta de l'aHoreconeixement [2], ens va portar a intentar caracteritzar-Ia 

més profundament a través de I'analisi que la comparació de la seqüencia d'un 

cONA, amb una base o banc de seqüencies, permet fer. Oe fet, el cada 

vegada major nombre de seqüencies proteiques i aminoacídiques que 

s' acumulen (í en el moment de dur a terme aquesta estrategia ja era for<;a 

important), fa d'aquesta línia de treball, una de les més valides per tal d'acotar 

el camp di estudi funcional de la molecula d'interes. 

Entre les varies estrategies possibles per assolir la clonació del cONA 

(IIlbreria de substracci6, crivellament d'una llibreria d'expressi6 de procariotes, 

crivellament d'una llibreria per I'expressió transitoria en ceHules eucariotes, 

... ) del C050, lIavors encara anomenat CDw50, varem optar per la vía més 

classica ¡que més resultats positius ha donat, la microseqüenciació parcial de 

la proteYna purificada [3]. Així, comen<;arem per determinar les condicions de 

purificació, optant per la cromatrografia d'afinitat, donat que teníem els 

AcMos que definien el COw50, I'obtenció de fragments peptídics per escissió 

específica amb CNBr (Bromur de Cianogen) de la molecula amada en 

nitrocel'lulosa per SOS-PAGE, i, per últim, resolució deis peptids obtinguts de 

nou per SOS-PAGE i transferencia a PVOF. La microseqüenciaci6 posterior de 

tres deIs fragments peptídics ens permeteren dissenyar diferents 

oligonucleotids anomenats d' elecci6 (guessmers) I sintetitzats a partir de les 

seqüencies peptídiques obtingudes i definint les indeterminacions del codí 
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genetic, basant-se en les taules de maxim ús deis codons [4]. Posteriorment, 

merces a la tecnica de la PCR (reacci6 en cadena de la polimerasa o 

Polymerase Chain Reaction), varem obtenir seqüencies nucleotídiq~es majors 

i no degenerades, que van poder ésser emprades de manera eficient com a 

sondes específiques en el crivellament d'una llibreria de fags. Aquest va ser 

I'esquema utilitzat amb exit, per la clonaci6 del cDNA del CDw50, I'analisi del 

qual va permetre assegurar que ens trobavem davant d'una nova molecula 

d'adhesi6, que corresponia amb el, lIavors acabat de clonar, ICAM-3. 

4.1.3.- MATERIAL I METODES. 

4.1.3.1. Anticossos Monoclonals. 

En el procés de purificaci6 proteica per cromatografia d'afinitat es va 

emprar l' AcM o, 101-1 D2 (anti-CDw50, IgG 1) [1, 2]. L' estudi i caracteritzaci6 

de les condicions de purificaci6 es va realitzar també amb el 101-1 D2, malgrat 

que també es va comen<;:ar I'estudi amb I'altre AcMo anti-CDw50, 140-11 

(lgG2b) [1,2], i un tercer anti-CDw50 produn en aquelles dates pel Dr. Vilella, 

I'anomenat 152-2D11 (lgG1). 

4.1.3.2. Marcatge de les prote'ines ceHulars. 

S'han emprat dos tipus de marcatge de les prote"ines de membrana 

cel'lulars, un marcatge en superfície amb 1125 ¡un marcatge metabolic amb S35: 

Després del marcatge les ce Hules es lisaren, en tots els casos, a 4°C amb 

tamp6 de lisi amb NP-40 al 0,5% {10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 

1mM EDTA, 1mM EGTA, 1 % NP-40, 1 mM NaF, 3 mM NaN31 1 mM PMSF, 

20 pg/ml a-1-antitripsina, 1 pg/ml chimostatina, 1 pg/ml leupeptina i 1 pg/ml 

79 



CD50 i la resposta immunitaria 

pepstatina) . 

Per a realitzar el marcatge de les ceHules en superfície, ceHules 

mononucleades de sang periferica (PBMCs) purificades per gradent de Ficoll­

Hypaque, o cel'lules Jurkat, una línia limfoblastica T, varen ser marcades amb 

1125 usant el metode del lodogen (Pierce, Rockford, IL): 

0- Preparació del tub de marcatge amb lodogen: 

a) Afegiu 50 pg de lodogen a un tub de vidre de 3 mi, per a marcar 

50x106 de cel'lules, és a dir, 50 pi de una solució stock d/lodogen (1 gIl 

dissolt en cloroform i conservada a -200 C ). 

b) Assequeu la solució, evaporant el cloroform, amb un fort raig de N2 

de manera que el iodogen s'assequi com una peHícula 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 tecnica, dones restes de cloroform poden destruir 

les cel'lules abans del marcatge). Aquest tubs poden també conservar-se amb 

el iodogen sec a temperatura ambient (t.a.) durant uns mesos. 

1- Renteu 50x106 de ceHules amb PBS, 3 vegades. 

2- Centrifugueu les cel'lules un darrer cop i resuspeneu-Ies bé amb 100 

pi (8 gotes) de tampó Borat (pH 8,2). 

3- Afegiu 500 pCi de 1125 (5 pI) a les cel-lules. Transferiu la suspensió 

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 transferencia de 1125 als residus tirosina, afegint-hi 2 mi de 

KIO,01 M dissolt en PBS (415 mg/250 mI). Transferir les ceHules marcades 

a tubs de 15 mi canics. Ompliu el tub amb més KI. 
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6- Cantrifugueu-to a 1000 rpm. Descartau el sobrenedant i resuspeneu 

les ceHules amb 15 mi més de KI/PBS. 

7- Incubeu les ceHules 15 min en un bany a 37° e per a alliberar el 1125 

atrapat ¡nespecificament per les ceHules. 

8- Centrifugueu-ho a 1000 rpm. Descarteu el sobrenedant i renteu un 

cop més les ceHules amb 15 m! més de Ki/PBS. 

9- Centrifugueu-ho a 1 000 rpm. Descarteu el sobrenedant i resuspeneu 

les ceHules amb 0,5 mi de PBS, agafant-hi 10 pi per a fer un control de 

comptes viables (els 10 pI es dissolen en 1 mi més de PBS). 

10- Transferiu ra suspensió ceHular a un tub eppendorf. Useu les 

ceHules amb 0,5 mi de tampó de lisi x2 (dos cops concentrat) a 4° C durant 

20-30 min. 

11- Centrifugueu-ho 1 5 minuts a 1 2000 rpm a 4° e per a recuperar el 

sobrenedant amb les prote'l'nes marcades, refusant el bot6 de nuclis ceHulars. 

Per a realitzar el marcatge metabolic de les ceHules, ceHules Jurkat 

varen ésser incubades durant 3 h en un medi de cultiu, IMDM (lscove Modified 

Dulbecco's Medium), sense L-metionina, ni L-cisteTna {Sigma, Sto Louis, MOJ, 

al que se Ii afegeix metionina i cistei'na marcades amb S35: 

1- Rentau 50x106 de ceHulas amb madi IMDM sansa L~met ni L~cys 2 

vegades. 

2- Incubeu les cel'lules en el mataix medi IMDM deficient per a 

metionina i cisteina, pero ara suplementat amb 1 mCi S35-mationina i S35_ 

cisteTna, durant 3 h, a 37°C. 

3- Renteu les ceHules dos cops en PBS, centrifugant-Ies a 1000 rpm. 

Descarteu el sobrenedant. 
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4- Transferiu la suspensi6 ceHufar a un tub eppendorf. liseu les 

ceHules amb 0,5 mi de tampó de lisi x2 a 4° C durant 10 mino Centrifugueu­

ho 15 minuts a 12000 rpm a 4° C per a recuperar el sobrenedant amb les 

protEfines, refusant el botó de restes nucfears. 

És sempre recomenable, i imprescindible. per a realitzar ana lisis 

comparatives, portar sempre a terma el control amb TCA (acid tricloracetic) 

de comptes de marcatge: 

1- Barregeu 5 pi de lisat amb 95 pi de serum de conm (o de FeS). 

2- Precipite u les proteines amb 1 mi de 20% TeA (dissolt en aigua) que 

cal que afegiu tentament i fent vortex al mateix temps. 

3- Centrifugueu-ho 20 min a 2800 rpm. 

4- Recomu el sobrenedant en un altre tubo 

5~ Conteu els dos tubs (precipitat i sObrenedant) en un contador de 

radioactivitat. [Per a calcular les cpm/ml només cal multiplicar el resultat del 

precipitat per 2001 

4.1.3.3. Irnmunoprecipitacions. 

Després del marcatge de les proteines per un o altre metode, els tisats 

ceHulars s'immunoprecipiten (de 10 8 30 X 106 epm/ml i situaci6 és 

recomenable) f incubant e!s lisats 8mb l' AcMo a estudi unít él un medi salid 

(Sefarosa copulada amb tfanti~CDw50 en el nostre cas) durant más de 1 h (o 

tota la nit) 84°C. Sovint, quan el senyal de fons o els inespecffics s6n molt 

importants, cal preincubar el Usat amb un AcMo del mateix ¡sotip pero no 

relacionat (sovint en el nostre eas, el C050, no ha sigut necessari)o Desprás 

de rentar I'immunoprecipitat de 6 a 8 vegades amb el tamp6 de (isi amb NP-40 
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01 5%, (intercalant entre el 6 i el 7 rentat si cal J segons el cas" la solució de 

rentat o elució quevofem anafitzar) s~elu¡eix I'immunoprecipitat amb un mateix 

volum de tampó de carrega reductor x2 (dos vegades concentrat)% [El tampó 

de carrega, o de mostra, x1 # per a condicions no-reductores, esta format per 

10% glicerol, 0,1 % blau de bromofenol, 2,3°1<> SOS i 0,06 M Tris-HCI, pH 6,8, 

al qual cat afegir 10 mM 2P-mercaptoetanoJ (o DTT, dithiotreitol) per obtenir 

un tampó de carrega reductor]. Per ff, es desnaturalitza la mostra escalfant-la 

5 minuts a 95-100° C j s'analitza la immunoprecipitació en un gel de SOS­

PAGE, junt a estandards de pes moleculars en un altre carril. Després de tenyir 

el gel amb blau de Coomassie, s'asseca ¡ s'exposa per autorradiografia (fiJms 

Kodak X-Omat AR) per a poder analitzar el resultat de la immunoprecipitació. 

4.1.3.4. Conjugació dfAcMos a Sefarosa-CNBr. 

La unió de l' AcM o a estudi a un suport solid, botes de Sefarosa-CNBr 

(Sepharose~CNBr~ de Pharmacia t Upsaiar Suecia) en aquest ca s .. tant per él 

realitzar lesimmunoprecipitacions com la cromatografia d'afinitat, es reafitza 

segons el següent protocol: 

1 - tnfteu en un embut de Butchner 1 9 de Sefarosa preactivada amb 

CNBr passant-hi 200 mi de 1 mM HCI (39 pi d'HCI al 32% en 400 mi H20), 

durant 10 min. Fer una darrera passada amb tampó de conjugació (0,1 M 

NaHC03f 0,5 M NaCl t pH 8,3). 

2 - Diluiu entre 10 i 15 mg del IIigand, en aquest cas l' AcMo purificat 

resuspes en PBS 8 una concentració d' entre 1·2 mg/ml1 com a mfnim 1 a 11 

en tampó de conjugació. És important que t' AcMo purificat no contigui cap 

resta de Tris, doncs competiria 8mb la unió dellHgand amb els nocs actius de 

la Sefarosa. 
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3 - Comproveu la concentra ció proteica inicial lIeg1nt la densitat óptica 

(0.0.) de fa dilució amb I'espectrofotómetre a 280 nm (la concentració 

proteica aproximada, en mg/ml es pot mesurar multiplicant les unitats d'O.O., 

per 0,67). 

4 - Oeixeu rotant el gel de fa Sefarosa inflada amb el IIigand diluit en 

tampó de conjugació durant 2 h a t.a. (o tota la nit a 4°C). 

5 - Recupereu el sobrenedant, després de centrifugar fa Sefarosa 

dofcament (100 rpm durant 1~2 min). Comproveu la conjugació de la prote"ina 

a la Sefarosa Uegint t'O.O. del sobrenedant amb I'espectrofotómetre a 280 

nm. La concentració proteica remanent no ha de superar el 5% de la inicial. 

6 - Canvieu del IJit de boles de Sefarosa el sobrenedant proteic per el 

tampó de bloqueig {0,1 M Tris-HCI, pH 8, ó 1 M etanolamina, pH 9}t 

bJoquejant els nocs dj'unió remanents de la Sefarosa mitjam;ant fa rotació del 

gel de Sefarosa durant 2 h a t.a. (o tota la nit a 4°C). 

7 - Renteu el llit de Sefarosa mitjam;ant 3 o 4 cicles alternatius fA + B 

x 3-4) de canvis de pH (es pot tornar a fer en t'embut de Butcher) amb els 

tampons A (0,1 M de tampó acetat amb 0,5 M NaCI, pH 4) i B (0,1 M de Tris­

Hel amb 0,5 M NaCI, pH 8). 

8 - La Sefarosa un cop conjugada amb el IIigand pot guardar~se a 4Q C 

en PBS. 

4.1.3.5. Purificació de la proteina per cromatografía d' afinitat 

electroforesi en gel de poliacrilamida (SOS-PAGE). 

La prote"ina COw50 va ser purificada a partir 8 x 109 de PBMCs lisades 

amb 80 mi del tampó de Iisi amb 0,5 % de NP-40, esmentat durant el protocol 

de marcatgef mitjancant una columna d' afinitat formada per 5 mI de boles de 
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Sefarosa copulades amb l'AcMo 101-102. la columna va ser rentada amb 

150 mi de tampó de ¡¡si i 15 mI d'una so!ució 1 M MgCI2 (condicions de rentat 

per al 101-102), Tot seguit, la prote'ina COw50 va ser elulda selt:ctivament 

amb una solució de 4 M MgCI2, Oesprás de la saya concentració, ¡ la dasafació 

del tampó diluient per ultrafiltració (Centricon 30, Amicon, Beverly, MAl, 

varem sotmetre la prote'ina a alquUació (en atmósfera de N2) mitjancant la 

incubació deis '100 pi de la suspensió proteica amb 2 pi de l' agent alquilant 4-

VinilPiridina (4-VP) a 37°C tota la nito Aquest pas és obviable, peró resulta 

recomenable per tal d' assolir una microseqüenciació más senzma deIs residus 

alquilables, com la cisteinar que draltra manera s'autooxiden de forma variable 

produint-hi un senyal pot cIar en el cromatograma de seqüenciació. 

Posteriorment la prote'iha, un cop desnaturatitzada .. per escalfament durant 5 

minuts a 90-' 00° C, en presencia de 30 pi de tampó de carrega reductor x5 

(cinc vegades concentrat), va ser analitzada en un gel del 8 % de 

poliacrifamida per la técnica de SOS-PAGE, en condicions reductores, i 

electrotransferida en semisec (4 mA/cm2
) amb un tampó de transferencia amb 

Tricina (39 mM Tricina, 48mM Tris~base, 1.3 mM SOS i 20% metanol). En un 

primer intent la mostra va ser transferida directament a PVOF ¡ tenyida amb 

blau de Coomassie {O,1 % de blau de Coomassie R-250 en 40% metanol i 1 % 

di acid acetic} per intentar la microseqüenciació directa de l' extrem amino­

terminal (N,.terminal). Donat que la seqüencia va resultar infructuosa {N­

terminal bloquejat}, la següent electrotransferencia es va realitzar a 

nitroceHulosa~ i després de tenyir-Ia amb ei colorant Ponceau S (O,2% de 

Ponceau S en 10;6 di acid acetlc), per tal d' aillar fa banda corresponent al 

COw50, es va procedir a l' escissió específica de la protei'na amb CNBr (Bromur 

de Cianogen) t per tal d' abordar la posterior microseqüenciació deis fragments. 
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4.1.3.6. Purificació i microseqüenciació deIs peptids de CDw50 produits 

per escissió específica amb CNBr.' 

Una vega da a'illada la banda corresponent al CDw50 de la membrana de 

nitroceHulosa, es va procedir directament a I'escissió específica amb eÑBr de 

la proteTna continguda en el fragment del filtre. L'escissió (de vegades mal 

anomenada digestió) es va realitzar incubant en un tub eppendorf la banda de 

nitroceHulosa en presencia d'1 mi d'una solució de CNBr diluít en 66% d'acid 

fórmic (60 mg/ml de CNBr), en absencia de lIum i en una atmósfera de N21 

durant 4 h a t. a. Després de liofilitzar, la solució que contenía els fragments 

peptídics de la digestió, el precipitat va ser resuspes i els peptids resolts en un 

gel del 19% de poliacrilamida. Després d'electro-transferir-Ios en semi-sec a 

PVOF (PVDF-ProBlott, Applied Biosystems, Forster City, CA) amb tampó de 

tricina, els fragments varen ser visualitzats mitjan<;ant la tinció de Negre 

Amido (0,1% de Negre Amido en 40% metanol i 1 % d'acid acetic).Tres deIs 

fragments visualitzats van ésser sotmessos amb exit a microseqüenciaci6 

directa sobre el PVOF, mitjan<;ant el proces de degradació amino-acídica 

controlada conegut com a metode Edman [5] de degradaci6, en un 

microsequenciador automatic (Applied Biosystems 470A Microsequencer). 

4.1.3.7. Digestió de DNA amb endonucleases de restricció. 

Aquesta és una tecnica basica emprada al lIarg d'aquest capitol tant per 

subclonar fragments, Com per analitzar els patrons de restricciÓ. 

Cada enzim de restricció té la seva temperatura (i de vegades altres 

condicions especials) ¡unes condicions de salinitat i pH, peró de manera 

general les digestions es fan afegint-hi 4 U d' enzim per /1g de ONA 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 necessario D' aquesta manera s' assegura la digestió 

total de la mostra. 

4.1.3.8. PCRinterpeptídica amb oligonucleotids di!' elacció. 

A partir de la seqüEmcia peptrdica parcial obtinguda, es dissenyaren varis 

oligonucleotids anomenats d' eJecció (guessmers) # sintetitzats a partir de les 

seqüencies obtingudes i obviant 1es indeterminacions del codi genetic basant­

se en les taules de maxim ús deis ondons [4L per tal d'assolir, a través d'una 

PCR de cONA que produís un fragment interpeptídic, una sonda major i menys 

indeterminada (en comparació als ofigonucleotids degenerats que es poden 

dissenyar a partir de les seqüEmcies proteiques). Els oligonucleotids d' elecció 

utilitzats amb exit {només dos pareUes. de más de 10 oligonucteotids 

sintetitzats ens permeteren obtenir fragments d'amplificació cfars},els 

anomenats P2 (procedent del peptid 2), iP1 (procedent del peptid 1 ( pero 

dissenyat segons la seqüencia complementaria) i iP3 (procedent del peptid 3, 

pero dissenyat segons la seqüencia complementaria) permeteren I'amplificació 

de dos fragments de cDNA que definíen les seqüencies de les regions 

nucleotídiques situades entre els peptid 2 ¡ el peptid 3, ¡ entre eIs peptids 2 i 

1. La seqüéncia deIs oligonucleOtids emprats va ser: 

P2: 5' CTG TTT GTG AAC ACC TCA GCC CC 3' 

iP1: 5' ACC TGC ACC CGG GCT CCA GCC AT 3' 

iP3: 5' ACA ATe TCG CGG GCA cce Tee TG 3' 

El cONA es va obtanir par retrotranscripció de RNA panA + de ceHulas 

Jurkat. Oesprés es va reafitzar la peR a partir de 100 ng de cDNA (quantitat 

del mRNA retranscrit), 100 pmols deis encebadors t 0,2 mM de dNTPs, 1,5 i 

1 U da la Taq polimerasa (Parkin Elmer" en presencia de 1 #5 mM de MgClz (i 
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50 mM KCI + 1 O mM Tris-HCI, pH 8,5). Les condicions de temperatura i temps 

deIs 40 cicles d' amplificació emprats varen ser: 

Oesnaturalització; 94°C durant 30 s. 

Anellament: 55°C durant 1 mino 

Elongació: 72°C durant 1 min. 

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

4.1.3.9. Crivellament d'una genoteca de cONA en fag Agt10. 

Varem partir d'una geno teca comercial de cONA de Iímfocits 

(CLONTECH) en fag Agt1 O, amb una mida mitja ponderada de 2 kb i una mida 

maxima de 4 kb. El sistema emprat va ser el crivellament per hibridització, 

amb el producte de la PCR de 425 bp marcat radioactivament amb [P32]dCTP 

pel matode de random priming {basat en la copia de les cadenes pel fragment 

Klenow de la ONA-polimerasa a partir de I'encebament a I'atzar deis hexadeso­

xirribonucleotids a I'atzar}. de repliques de les clapes obtingudes per lisi 

bacteriana (soca LE-392) al infectar-se pels fags de la genoteca. A partir de 

solucions de fags resuspesos en el tampó d'emmagatzemaent SM ( 5,8 9 NaCI 

+ 2 9 MgS04 + 7H20 + 50 mi Tris-CI 1M pH 7 1 5 + H20 fins 1 litre) de la 

zona amb positivitat a la hibridació, tres crivellaments succesius de la 

genoteca permeteren obtenir varies clones individuals positives per a la sonda 

emprada. 

En el proces de crivellament varem utilitzar els següents protocols: 

A. TITULACIÓ DE LA GENOTECA DE cDNA. Per aconseguir una 

genoteca prou representativa, amb un nombre de clons o recombinants 

suficientment gran per garantir la presencia del cDNA que ens interessa ( o en 
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posterior crivellaments una quantitat de clapes adients), abans és necessari 

determinar la concentració real de fags de la genoteca amplificada de cDNA. 

Així s'aconseguira determinar les proporcions adequades entre cel'jules i fags 

per fer una infecció posterior. La titulació es realitza sobre plaques d' agar (10 

9 Bacto-triptona + 5 9 extracte de lIevat + 5 9 NaCI + 10 mi S04Mg 1 M + 

12 9 Bacto-Agar + H20 fins 11, pH 7,3-7,4) seguint el següent protocol: 

1 - S'agafa 100 pi (si les plaques són pe tites) o 400 pi (plaques grans) 

de bacteris LE-392 i s'infecten amb diferentes dilucions del stock de fags (5 

a 50pl, en plaques petites o grans respectivament) afegint-hi MgCI2 1 OmM fins 

igualar el volum agafat de ceHules i es deixa 1 5 minuts a 37°C. 

2 - Junteu-ho a 3 mi (plaques petites) o 8 mi (plaques grans) de top 

agarosa (1 O 9 Bacto-triptona + 5 9 extracte de lIevat + 5 9 Na CI + 1 O mi 

SO 4Mg + 6,5 9 Bacto-Agarosa + H20 fíns 11, pH 7,3-7,4) liquat i mantingut 

en un bany a 46°C. 

3 - S' extén uniformement sobre les plaques, previament atemperades 

a 37oC. 

4 - S'han de mantenir les plaques cap per amunt fíns que el top agar es 

solidifiqui i despres es deixa a 37 0 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'OBTENCIÓ DE REPLIQUES [6]. 

1 - Agafeu una placa infectada amb fags i coHoqueu-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 referencia 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 solució desnaturalitzant (0,5M NaOH + 

O,5M NaCI), durant 1 mino 

3 - S'agafa el filtre es submergeix en una cubeta amb solució 

desnaturalitzant durant 1 minuto 

4 - Es treu el filtre escorreguent-Io en la vora de la cubeta i s' extén 

sobre un conjunt de papers de filtre, aquest cop mullats amb solució 

neutralitzant (1 ,5M NaCI + 0,5M Tris CIH, pH 8,0), durant 1 mino 

5 - S'aixeca el filtre i es submergeix en una cubeta amb solució 

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 manté amb agitació. Es va canviant el Iíquid a 

mida que vagi variant el pH. 

7 - Es col'loca el filtre de nitroceHulosa 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 solució de rentat 

(3XSSC + 0,1 %SDS). 

El SSC s'utilitza a tot el lIarg del treball en diferents concentracions 

(20XSSC, 5XSSC, 2XSSC, 0,1 XSSC). 

20XSSC esta format per 175,3 9 NaCI + 88,2 9 de Citrat Sódic I 1 

d'H20 , pH 7,0. 
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C. PREHIBRfDACfÓ DE LES REPUQUES. 

la prehibridació de les repliques obtingudes es realitza introduint els 

filtres dins d/una bossa amb ellíquid de prehibridació (5XSSC + t % SDS + 

1 xDenhart' s + 50% Formamida + 100 pg/ml ssDNA) i mantenint-ho a la 

temperatura de 42°C, de 2 hores fíns a tota una nito 

D. HIBRIDACIÓ DE LES REPLIQUES. 

A la hibridació es buida el Ifquid de prehibridació de la bossa ¡ es 

substitueix pellíquid d'hibridació (5XSSC + 1 % SOS + 1 xOenhart's + 50% 

Formamida + 10% Dextra sulfat + 100 pg/ml ssONA). Oesprás s'introdueix 

106 cpm/ml de la sonda marcada i desnaturalitzada dins fa bossa i es deixa de 

14 a 48 hores en un bany amb agitació a la temperatura d'hibridació 42°C. 

E. RENTATS. 

1 - Elimineu com a residu radioactiu ellíquid d'hibridació amb la sonda. 

2 - Treieu els filtres de dins la bossa i coHoqueu-los dins d'una cubeta 

amb el !¡quid de rentat (2XSSC, 0,1 % SOS). Es fan tres rentats de 10 minuts 

cadascun, amb aquesta mateixa solució, en un volum de 400 mi a t.a. Es 

manté en agitació. 

3 - Es tornen a rentar els filtres amb la mateixa sotució de rentat per 

aquest cop durant 30 min a 50°C. 

4 - Es tornen a rentar els fUtres amb la una nova solució de rentat más 

astringent (01 1 XSSC, 0 1 1 % SOS) durant 30 mio más a 50°C. 

5 - S' extenen els filtres de nylon sobre un suport rfgid, i es posen a 

exposar amb films d' autoradiografia (films Kodak X-Omat AR) ¡ amb pantalla 

intensificadora. 

F. CRIVELLAMENTS. 

En revelar els film s exposats correspooents al 1 er criveUament, i després 
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de marcar els punts de tinta xi na deis filtres en els films per possibilitar 

I'orientació amb les plaques, s'observaran tot un conjunt de senyals que 

coincideixen amb ctapes de la lIibreria que s'hauran híbridat amb la sonda, 

possibles clons amb un fragment del cDNA similar a la sonda utmtzada. Amb 

una pipeta Pasteur s'aillarant les e/apes i s'incubaran amb 1 mi SM i 50 pi de 

CH3CI. per obten1r nou fag. Per aconseguir aYlIar i assegurar-nos que hi ha 

complementarietat amb la nostra sonda cal fer un total de tres criveHatges 

(cada cop amb menys crapes per unitat de superfíce), destriant i ¡solant 

finalment per separat cada una de les ctapes positives. 

4.1.3.10 Minipraparacions da fag. (Metoda LPB/PrK). 

A partir de fes ctapes positives en fa tercera etapa del crivellament, es 

necessari obtenir DNA deis fags per a poder-los caracteritzar. Entre les 

diverses opcions a seguir varem escollir el metode LPB/PrK, que es realitza 

segons el següent protocol: 

1 - Infecteu en un tub eppendorf 1 00 pI de ceHufes lE-392 amb 10 pi 

de cadaseun deis diferents fags eHu'its en 1 mi de SM i incubeu-ho 1 6 minuts 

a 3rc. 
3 ~ Afegiu el volum de eeHures infectades a un tub de vidre amb 4 mi 

de NZY-LB i deixeu-Ies de 13 a 16 hores a 37°C en agitació contínua a 260 

r.p.m. 

4 - Afegiu 20 pI de CI3CH i manteniu-ho en agitaci6 16 minuts más a 

37oC. Afegiu-Ii 4 pi de DNasal (10mg/ml) i 4 pi de RNasaA (10mg/m1). 

S'incuba 30 minuts a 3T'C. 

6 - Es reparteixen els 4 mi en tres tubs i es centrifuguen 6 minuts en 

una microcentrffuga. 

92 



Resultats: Capítol I 

6 - Es reparteix el sobrenedant a 4 tubs nous (1 mlftub) i s'afegeix a 

cada tub 240 pi LPB frese (2,5% SDS, 0,25M EDTA i O,5M Tris-CIH pH 8,0) 

+ 6 pi Prote'inassa-K (10 mg/ml). 

7 - Deixeu-ho 30 minuts a 65°C en agita ció suau i afegiu-hi a cada tub 

300 pI d'acetat potassic 8M. S'incuba 20 minuts més a 88°C. 

8 - Es mantenen els tubs 10 minuts (o més) en gel. 

9 - Centrifugueu 15 minuts a 4°C. El sobrenedant es traspassa a tubs 

nous i s'hi afegeixen 600 pI d'isopropanol. Es remena per inversió 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 centrífuga s'extreuen les restes d'isopropanol. 

11- Resuspeneu el precipitat en 100 pi 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 

fenollCI3CH remenant amb vortex. Centrifugueu 5 minuts a una 

microcentrífuga. 

13- La fase aquosa superior es posa en un tub nou i s' afegeix 1 volum 

de CI3CH/isoamílic(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 pI 

d'acetat sodic 3M pH 5,2 + 800 pi etanol absolut. Deixeu 30 minuts a -70°C 

(o més de 2 hores a -20°C). 

15- 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 precipitat a la bomba de buit. 

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

minuts a 65°C (el DNA resuspes as pot guardar a 4°C). 
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4.1.3.11 Subclonació deis fragments de PCR o del DNA del fag per lligació 

a vector bacteria. 

Els productes de la PCR obtinguts varen ser subclonats en un vector 

plasmídic recombinant liniaritzat i manipulat anomenat pCRWM, que forma part 

del kit de subclonació comercial anomenat TA cloning {Invitrogen}. El vector 

pCRII™ presenta en e/s extrems 3' unes timidines protuients que es 

complementen amb les adenines que durant el periode di elongació de la PCR 

I'enzim Taq-polimerasa afegeix als extrems 3' deIs productes de I'amplificació. 

Aixo, permet la recircularització del vector + insert (pCRWM + producte de la 

PCR) mitjam,ant una Higació di extrems protuients complementaris gracies una 

reacció vehiculada per la T4-lIigassa. 

L'insert de cONA más lIarg deis fags clonats, alliberat per digestió amb 

EcoRI del producte d'una preparació de ONA de fag, i purificat per 

electroforesi en un gel horitzontal d' agarosa, va ser subclonat en el vector 

plasmídic BlueScript SK+ f també digerit amb EcoRI ¡ defosforilat per evitar la 

seva recircufarització. 

Al fer la unió de vector i insert cal tenir en compte les següents 

consideracions: 

1. La lligació es realitza afegint: Insert + P/asmidi + Tampó de lligació X10 

+ T4 DNA ligasa (Boehringer-Mannheim) + H20. En una Uigació cal valorar 

quatre parametres: 

a. La relació plasmidi vector/ONA insert cal que sigui aproximadament 

equimolar. 

b. La concentradó total de DNA en la reacdó de lligadó ha de ser al 

voltant de 10 ng de DNA total/pi de reacció. 

c. El volum final idoni és de 10pl. 
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d. La relació enzim/DNA és de 0,5-2 unitats de T4 DNA ligasa per 5 

pmols de DNA. 

2. Per a dur a terme la lligació s'incuba el tub a 14°C, durant tota la nito 

Els vectors així recircularitzats poden transformar bacteris, que a través 

del seu creixement amplificaran la quantitat del DNA obtingut vector + inserto 

4.1.3.12 Transformació bacteriana per electroporació. 

Per tal d'obtenir grans quantitats d'una seqüencia nucleotídica, la 

lligació del fragment de DNA amb un vector plasmídic recombinant, i la 

posterior inclusió d'aquest conjunt dins d'una bacteria (transformació 

bacteriana), és una de les tecniques més eficients. Per a transformar bacteries 

amb els vectors plasmídics + inserts, tant pel que fa al pCRWM + producte de 

la PCR, com a la subclonació final de la clona de CDw50 obtinguda en el 

crivellament de la genoteca, varem emprar el següent protocol 

d' electroporació: 

Dia 1- Feu creixer una colonia bacteriana (soca d'E. Coli, DH5a) en 5 mi de LB 

(37°C, agitació, tota la nit). 

Día 2- Expandiu el resultat del creixement deis 5ml en 100 mi de LB. Prepareu 

dos flascons a 37°C en agitació, aproximadament unes 3 hores. 

1 - Controleu el creixement fíns arribar a una densitat optica de 0,5-0,7 

(OD600). La concentració és important pel rendiment de la transformació. 

2 - Coloque u les bacteries en aigua + gel durant 10-1 5 min i transferiu­

les a 4 tubs de 50 mi esterils pre-refredats. 

3 - Centrifugueu-Ies 20 min a 2500 rpm en Centrifuga lEC Centra a 

4 - Decanteu el sobrenedant i resuspeneu cada tub amb 0,5 mi d'aigua 
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bidestiHada molt freda (2-4°C). 

5 - Afegiu 50 mI d'aigua molt freda a cada tubo 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 mi de agua + 10% glicerol, reomplint-ho 

després amb 50 mI. Centrifugueu 20 min a 2500 rpm a 2°C. 

7 - Poseu a refredar mentre tant tes cubetes i els tubs eppendorf, i 

prepareu "electroporador. 

8 - Decanteu el sobrenedant ¡ resuspeneu suaument amb vortex. 

9 - Recolliu 200 pi de la suspensió i passeu-Ios a tubs eppendorf 

previament refredats en gel. 

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

11 - Descarteu el sobrenedant {retireu 11 O pI}. Cal que quedi un 

sediment de 90 pI. 

1 2 - Poseu l' apare!! d' efectroporació a 1/8 KV, 25 pF. Poseu el 

controlador de pulsació a 200-400 ohm. 

13 - Afegiu 0,1, 10 i 100 ng de plasmid a transformar en 1 pI en cada 

un deis tubs anteriors (bacteris competents). 

14 - Barregeu donant lIeugers cops. En menys de mig minut transferiu 

la mescla de bacteris/ONA a una cubeta previament refredada, poseu-Ia a la 

camara ¡ doneu el pols erectric. 

1 5 - Cal treme la cubeta de la camara i afegir 1 mI de SOC, rapidament. 

16 - Transferiu-ho a un tub de 2 mi i incubeu les bacteries 

transformades 60 min en rotació lenta a 3¡OC. 

1 8 - Si es valen fer dilucions, cal preparar tubs eppendorf amb 1 mi de 

LB per afer-les (11100, 1/10.000) 
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19 ~ Sembreu les bacteries en plaques de cultiu amb madi selectiu 

segons el vector {Ampicilina). Incubeu a 37°C T/N. 

Una vegada introduit el plasmidi dins la bacteria, s'ha d'obtenir el DNA 

plasmídic per a analitzar si conté ¡'insert t, en cas afirmatiu, caracteritzar-Jo. 

4.1.3.13 Preparació de DNA p.lasmídic. 

Per tal di obtenir DNA ptasmídic per emprar-fo com a sonda o per 

seqüenciar~lo, varem utilitzar el següent protocol basat en la preparació a 

petita escala (minipreparació) de DNA plasmídic procedent dfuna única colonia: 

1 - Creixeu un minicuitiu [4 mI de medi LB suplementat amb ampicilina 

o l' antibiotic corresponent (50 pg/ml)] de cadascuna de les diferents colonies 

a analitzar. 

2 - fncubeu a 37°C durant 12-16 hores amb agitació ( A partir del cultiu 

crescut cal guardar un stock representatiu del cultiu per pOder obtenir més 

piasmidi sempre que es vulgui: En un tub de 2 mi de rosca s'afegeixen: 800pl 

de cuftiu + 200pl de glicerol. Després de barrejar fent vortex, es guarda a 

-20oC. Per recuperar el cultiu, s/inocula un minicultiu amb una nansa o pipeta 

a partir del stock congelat. El stock cal anar-Io renovant periodicament ja que 

les bacteries congelades perden viabifitat). 

3 - Centrifugueu en un tub eppendorf 1,5 mI del cultiu, durant 1 minut 

i 30 segons en microfuga. 

4 - Decanteu el sobrenedant. 

5 - Amb el vortex es desenganxa el precipitat per facilitar la resuspensió 

posterior. 

a - Es resuspen el precipitat amb 0,25 mI de solució A afegint en el 

mateix moment de la utilització 2mg/ml de lisozima {Solució A: 50mM Tris Hel 
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pH 8,0 + 50mM EDTA pH 8,0 + 15% sucrosa).lncubeu-ho 10 minuts a t.a. 

7 - Afegiu-hi 0,25 mi de salució B + 2 Jil de DEPC (25% DEPC en 

etanol absolut) (Solució B: 50mM Tris HCI pH 8,0 + 50mM EDTA pH 8,0 + 

0,1% Tritó-X100). 

8 - Agiteu-ho suaument per inversió i deixeu-ho 20 minuts a 70oC. 

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

9 - Centrifugueu durant 15-20 minuts a 40 C a una microcentrffuga. 

10- Es treu el moc bacteria format amb un escuradents esteril (en 

aquest punt es pot carregar de 5 a 1 O Jil de sobrenedant en un gel d' agarosa 

per determinar si s'ha clonat I'insert). 

11- Afegiu 2 volums d'etanol absolut a t. a. (Si estigués fred, la suerosa 

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 resuspen en 50 Jil de TE pH 7,6 i es deixa 10 

minuts a 65oC, amb 1 Jil de RNAssaA (10 Jig!ml). 

4.1.3.14 Seqüenciació nucleotfdica. 

Un vegada que els plasmids amb els inserts han estat crescuts, és 

possible la determinació de les seqüencies nucleotídiques d'aquests inserts, 

a partir de les seqüencies de les zones adjacents al punt de subclonació del 

vector, que s'empren com a encebadors de seqüenciació dones evidentment 

són conegudes (zones anomenades T3, T7 o SP6). Cal escollir correctament 

els encebadors de seqüenciació que s'utilitzaran segons la zona de ¡'insert que 

98 



Resultats: Capítol I 

es vol seqüenciar. Així mitjam;ant el mato de de dideoxi de Sanger va ser 

possible determinar la seqü?mcia del fragment amplificat i la clona de CDw50 

obtinguda a partir de la llibrería de cDNA. Es va seguir el següent protocol: 

1 - A partir del producte d'una minipreparació plasmídica {2-10 pg de 

DNA}, augmenteu el seu volum fíns a 100 pi amb TE i adicioneu-hi un volum 

de fenol/CI3CH. S'agita amb vortex i es centrifuga 5 minuts. 

2 - Traspasseu la fase superior a un tub nou i afegiu-hi un votum de 

Cl3CH/isoamrtic (24/1). S'agita per vortex i es centrifuga 5 minuts. 

3 - Passeu el sobrenedant a tub nou i precipiteu-Io, afegint-hi: 10 pi 

d'acetat sodic 3M pH 5/2 + 200 pi d'etanol absolut 

4 - Es deixa 30 minuts a -70°C (o más de 2 hores a -20°C) es 

centrifuga 20 minuts a t.a. 

5 - Feu un rentat amb etanol al 70%, extreíent el sobrenedant. Després 

de donar un cop de centrífuga, es treuen les restes de líquid i s'asseca a la 

bomba de buit. 

6 - El precipitat es resuspen en 10 pI d'una sofució formada per NaOH 

O,4M + EDTA 2mM. 

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

centrífuga. 

S - Deixeu-ho 10 minuts a t.a. i precipiteu-ho amb 5pl d'acetat sodic 

1 M. pH 4,5 + 40 pi d'etanol absolut (depositeu les sals en la paret del tub per 

a que l' etanol les arrossegui i així la precipitació del DNA és immediata, evitant 

la possible renaturalització 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%, extrejent el sobrenedant i 

assecant-ho a la bomba de buit. 
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10- Resuspeneu-ha 7 pi de la salució A de seqüencia [1 pi tampó 

d'aneilament {Pharmacia) + 5 pi H20 + 1 pI encebadar]. 

11- Feu un cop de centrífuga, i agiteu~ho amb vortex. Després torneu 

a fer un cap de centrífuga de nou ¡ incubeu 10 minuts a 65°C. 

12- fncubeu-Io seguidament 20 minuts a 37°C. 

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

14- Tot seguit sTafegeixen 3 pI de la salució B de seqüencia [1 pi amb 

1,5 unitats de T7 DNA poHmerasa más tampó de dilució (Pharmacia) + 0,75 

pI H20 + 1 pi barreja de marcatge-dATP (Pharmacia) + 0,25 pi 35S-dATP 

(1000 Cl/mmol. 10 mCí/mIH. 

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

16- Repartiu el volum de cada reacció en 4 tubs (2 t 25 plltub) on 

previament hom ha posat 1,25 pi de ddA, ddT( ddC i ddG respectivament (Es 

pot utilitzar la barreja de dideoxinucleotids corresponent a la Read Short mix 

o a la Read long mix, segons si es vol una lectura curta o Harga de bases). 

17- Feu un cop de centrífuga i ¡ncubeu~ho de 10-15 minuts a 37DC. 

18- Atureu la reacció amb 2,5 pi de solució STOP (Pharmacia). 

19- Escaffeu-ho a 750C durant 3-5 minuts {aquí es pot guardar els tubs 

a -70CC}. 

20- Carregueu les reaccions en un gel en gradient del 6% poUacrilamida-

7/5M urea, que com a mínim s'haura polimeritzat durant 2 h i precorregut de 

15-30 min més a 60 W de potencia. 

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-Io assecar en 

un secador de gel durant 2 hores a 800C i amb buit. 
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23- Autorradiografieu-Io. 

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

Per I'anfdisi de l'exprassió del CDw50, s'hibridaren amb la clona de 

COw50 marcada radioactivament, pel metode de random primíng, varies 

membranes de Nylon amb 10 I1g de RNA per carril extrets de diverses Uníes 

limfoblastoides {extracció segons el metode de Chirgwinl transferidas, a partir 

d'un gel d'electroforesi en agarosa al 1 %, per Northern blotting. 

Per l'analisi genic, s'hibridaren amb la clona de CDw50 marcada 

radioactivamentr pel metode de random priming, varies membranes també de 

Nylon, amb 10 I1g de DNA digerit amb diversos enzims de restricció, 

transferides, a partir d'un gel d'electroforesi en agarosa al 0,8%, per Southern 

blotting. 

Les dues tecniques són de transferencia passiva per capilaritat, ¡ són 

molt similars en la reaUtzació. La única diferencia resideix en el tractamant 

preví 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 que es 

transfereixin. 

A. TRANSFERENCIA PASSIVA. 

En una cubeta es monta un sistema de sandwich que permeti el pas de 

ffquid {20XSSC} en direcció ascendent, arrastrant-hi per caplHaritat (8 dalt es 

situa un absorbent) la mostra des del gel (part inferior) a la membrana de nylon 

(part superior). Es deixa tata la nit transferint-io. 

8. PREHfBRIDACIÓ DE LES MEM8RANES. 

La prehibridació de les membranes de Nylon es realitza introduint els 

filtres dins d'una bossa amb ellfquid de prehibridació (5XSSC + 1 % SOS + 
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1 xDenhart's + 50% Formamida + 100 pg/ml ssDNA} i mantenint-ho a la 

temperatura de 42°C, 2 hores (o tata una nit). 

C. HIBRIDACIÓ DE LES MEMBRANES. 

A la hibridació es buida el ¡¡quid de prehibridació de la bossa i es 

substitueix pellíquid d'hibridació (5XSSC + 1 % SDS + 1 xDenhart's + 50% 

Formamida + 10% Dextra sulfat + 100 Jlg/ml ssDNA). Després s'introdueix 

0,5-1 x1 06 cpm/ml de la sonda marcada desnaturalitzada dins la bossa i es 

deixa de 14 a 48 hores en un bany amb agitació a la temperatura d'hibridació, 

42°C. 

D. RENTATS. 

1 - Elimineu com a residu radioactiu ellíquid d'hibridadó amb la sonda. 

2 - Treieu els filtres de dins la bossa i co¡'¡oqueu-Ios dins d'una cubeta 

amb el líquid de rentat (2XSSC, 0,1 % SDS}. Es fan tres rentats de 10 minuts 

cadascun, amb aquesta solució en un volum de 400 mi a t.a. Es manté en 

agitació. 

3 - Es tornen a rentar els filtres amb la mateixa solució de rentat per 

aquest cop durant 30 min a 55°C. 

4 - Es tornen a rentar els filtres amb la una nova soludó de rentat més 

astringent (O,1 XSSC, 0,1% SDS) durant 30 min més a 55°C. 

5 - 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.- RESUl TATS. 

4.1.4. 1. Analisi de les condicions d' elució i rentat per a la purificació del 

CDw50. 

El marcatge cel'lular de superfície amb 1
125 i metabolic amb S35 , va 

mostrar que els AcMos anti-CDw50, eren capa<;:os de co- immunoprecipitar, 

junt a la molécula de 120-130 kD que corresponia al CDw50 de membrana , 

varies molécules citoplasmiques (que es poden marcar amb S35, pero no amb 

1
125

) (Figura 1). l'estudi de les condicions de rentat i I'elució que permetessin 

la posterior purificació de la molécula del CDw50 per cromatografia d'afinitat, 

definiren una condició de 1 M MgCI2 per al rentat de la columna i de 4 M 

MgCI 2 per a I'elució de la mostra. 

kD 

- 106-

- 80 -

-49.5-

-32.5-

-27.5-

Figura 1. Immunoprecipitacions amb 101-1 D2 de lisats de cél'lules Jurkat marcats amb 1125 

i 535
, respectivament. 
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4.1.4.2. Purificació del CDw50 i microseqüenciació proteica. 

El proces de purificació, escissió especrfica amb CNBr 

microseqüenciació peptídica (resumit a la figura 2) segons el metode detallat 

al material i matodes (4.1.3.6.Purificació i microseqüenciació deis peptids de 

CDw50 produ"lts per escissió especrfica amb CNBr) va permetre l' obtenció de 

Electrotransferencia a 
Nitrocel·lulosa. 

Electrotransferencia a 
PVDF. 

Tinció de Ponceau S Tinci6 amb Negre Amido. 

205-

116-
97-

66-

45-

36-

106-
ao-

49.5-

32.5-
27.5-

19.5-

Escissió amb CNBr. 
Gel del 20% P.A. • 

-66 

-45 
-36 
-29 
-24 
-20 

-14 

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

Figura 2. Procés de purifica ció i escissió amb CNBr del CDw50. 

les següents seqüencies parcials: 

PEPTID 1: A G A T/R V Q V T L D G V P A A A P G Q P A Q L N A T 

PEPTID 2: Q P Q G L G L F V N T S A P R Q L RTF V 

PEPTID 3: N X G D T L T A T A T A T A X A X Q E G A R E I V 

L' analisi per ordinador de les seqüencies per comparació amb una base 

de seqüencies proteiques (Swissprot), va determinar que la maxima homologia 
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per als tres peptids es presentava amb l'ICAM-1 : 

PEPTIO 2: 75% homologia amb zona intermedia del domini 2 i 3 de l'ICAM-1 

PEPTIO 3: 35% d'homologia amb el domini 3 de l'ICAM-1. 

PEPTIO 1: 50% d'homologia amb el domini 3 de l'ICAM-1. 

4.1.4.3. Amplificació del cONA a partir d' oligonucleotids d' elecció 

(guessmers) . 

Seguint les seqüencies obtingudes i obviant les degeneracions del codi 

genetic emprant el codon usage es dissenyaren varis oligonucleotids d' elecci6, 

també anomenats guessmers. Partint d'un cONA de Jurkat, només la PCR 

amb tres d'ells (deis més de 10 oligonucleotids sintetitzats) ens permeteren 

obtenir fragments d'amplificaci6 clars, els anomenats P2 (procedent del peptid 

2), iP1 (procedent del peptid 1, pero dissenyat segons la seqüencia 

complementaria) i iP3 (procedent del peptid 3, pero dissenyat segons la 

seqüencia complementaria). Aixf s'amplificaren dos fragments de cDNA de 

271 bp i de 425 bp, els quals definien les seqüencies de les regions 

nucleotídiques situades entre el peptid 2 i el peptid 3, i entre el peptid 2 i el 

peptid 1, respectivament (Figura 3). 

Figura 3. Amplificació del cONA 

de Jurkat a partir deis guessmers 

indicats de dos fragments del 

cONA de COw50. 
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L'anfdisi de les seqüencies obtingudes eos va permetre assegurar que 

ei peptid 3 es trobava entre els peptids 2 i 31' en consonancia amb Il'astructura 

prevista per I'homologia amb l'ICAM-3 (Figura 4). 

1:0AMl - CTGGAGC'l.'Gl".t'TGAGAACACCTCGGCCCCCTACCAGCTCCAGACO~CAGCGACTCCCCCAC - '119 
llli Hillllll IHII¡ HIJflli 111¡1¡lfilllll 1 lif illll i 

CD50p425~ TTGTGAACACCTCAGCCCCCCGCCAGCTCCGAACCTTTGTCCTGeCCGTGACCCCCCCGC - 64 

ZCAMl ~ AACTTGTCAGCCCCCGGGTCCTAGAGGTGQACACGCAGGGGACCGTGGTCTGTTCCCTGGACGGGCTGTT - 789 
¡ I i I II ! I ¡ 1 ¡ 11 lit I t 1 11 1 I! I I I 1 I II1 11 1I lllllll I 1I 

CD50p42S- GCCTCGTGGCCCCCCGGTTéTtGGAGGTGGAAACGTCGTGG CTGCACCCTAGACGGGCTTTT - 134 

ICAM:l - CCCAGTcreGGAGGCCCA~CACC'l'GGCACTGGGGGACCAGAGGTTGAACCCCACAGTCACC'rATOOC - 859 
11111111111111111111111111 lillfl¡iHIII 1 llit IIIIItil I i ' 

CDsop42S" TCCAGCCTCAGaGGCCCAGGTCTACCTGGCGCTGGGGGACCAGATGCTGAATGéGACAGTCATGAACCAC - 204 

ZCAMl - AACGACTCCTTCTCGGCCAAGGCCTCAGTCAGTGTGACCGCAGAGGACGAGGGCACCCAGCGGCTGACGT - 929 
Jll I t nllll Ili lii ¡ ¡ 11 ! III! 1 1 

CD5Cp425-GGGGACACGC'l'AACGGCCACAGCCACAGC GeGC G ce 1'CG'rCT - 274 

1:CAM1 - G'1'GCAGTAA'rAC'l'GGGGAACCAGAGCCAGGAGACACTGCAGACAQTGACCATC'rACA.Ge'rTTCCGGCGCC - 999 
I ¡ 1 I II I ¡ I I 1III 1 III1 1 I I JII 1111 111 11III I 1 11 

CD50p42S~ GCAACGTGAccéTAGGGGGéGÁGAGACGGQAÓGéCCGGGAGAACTTGACGGTCTTTAGCTTCCTAGGACC - 344 

1:CAMl .. CAACGTGAT'l'CTGACGAAGCCAGAGGTCTCAGAAGGGACCGAOO'l'GACAG'l'GAAGTGTGAGGCCCACCCT -1069 n IlIi U ¡ Ht! i i ¡¡¡ 11 ! 11 11 tH I 
CD5Op42:5- CATTGTGUCCTCAGCGAGCCCACCGCC QGGTCCACA CG TGCATGGCTGGAGCC - 414 

BSXCAM1 - AGAGCCAAGGTGACGC'l'GAA'l'GGGG~CCA -1099 
1 I l' , I 

CDSOp425- C~GGTGCA~~t - 425 

HOHOLOGXA iCAM1 - BANDA 425: 66% (nucleoeids) 
521'5% (a.a.) 

Figura 4. Homologia entre la seQüéncla del fragment de 425 bp i una zona entre els dominis 

2 ¡ 4 d& ¡'tCAM-1. 

4.1.4.4. Clonaci6 del cONA del COw50, mapa de restrlcció i seqül!ncia. 

Utilitzant el fragment de 425 bp com a sonda par al criveUament tituna 

mbreria de cDNA en fag Ágt1 O, $# obtingué una dona de 1 $7 kb amb el següent 

mapa de restricci6: 
-91r~ ~ 4~ .y.y ~.y.y.y '" 4"" ~ 

s* +ó~.~.,," 4>.~ ~,,~., ~~.,.~~(t 4.
tb ~Q ~~ 3" 

HUI .... ' .. ' .. ) .. , ___ ., ____ ,_, .... Ji_iWi'-.;_fl",t-_-_ • .¡I"-=::¡lpól,y.a. 

¿ p~t. :t ? Cn.. ... S O r--1 un 100 pb. 

Figura 5. Esquema del mapa de restriCCID basic del COW50. 
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La seqüenciació de la clona desvela la següent seqüencia nucleotídica: 

wtntl1.. 

~~1~~~~~mmITTIm~~1~1ITmITm~~1IT~n.'ill~1~cm&11 ~GG~G~CCrTC~~ ;¡ 
GAGCCCCAGAACCCTGTGCTCTCTGCTGGAGGGTCCCTGTTTGTGAACTGCGGTACTGATTGTCCCAGCTCT 144 

E P Q N P V L S A G G S L F V N ~ G T D ~ P s S 48 

GAGAAAATCGCCTTGGAGACGTCCCTATCAAAGGAGCTGGTGGCCAGTGGCATGGGCTGGGCAGCCTTCAAT 216 
EKIALETSLSKELVASGMGWAAFti 72 

CTCAGCAACGTGACTGGCAACAGTCGGATCCTCTGCTCAGTGTACTGCAATGGCTCTCAGATAACAGGCTCC 288 
~ N V T G N S R I L .~~~ Y ~ N G S Q I T G S 96 

TCTAACATCACCGTGTACAGGCTCCCGGAGCGTIGTGGAGCTGGCACCCCTGCCTCCTTGGCAGCCGGTGGGC 360 
S N 1 T V Y R L P E R V E L A P L P P W Q P V. G 120 

CAGAACTTCACCCTGCGCTGCCAAGTGGAGGATGGGTCGCCCCGGACCAGCCTCACGGTGGTGCTGCTTCGC 432 
Q N F T L R ~ Q v E D G S P R T S L T V V L L R 144 

TGGGAGGAGGAGCTGAGCCGGCAGCCCGCAGTGGAGGAGCCAGCGGAGGTCACTGCCACTGTGCTGGCCAGC 504 
W E E E L S R Q P A V E E P A E V T A T V L A S 168 

AGAGACGACCACGGAGCCCCTTTCTCATGCCGCACAGAACTGGACATGCAGCCCCAGGGGCTGGGACTGTTC 576 
R D D H GAP F S C R T &LD M Q P Q G L G L F 192 

GTGAACACCTCAGCCCCCCGCCAGCTCC;AACCTTTI~~~C~CGTGACCCCCGCGCGCCTCGTGGCCCCC 648 
V N T S A P R Q L RTF V L P V T ~ P R. L V A P 216 

CGGTTCTTGGAGGTGGAAACGTCGTGGCCGGTGGACTGCACCCTAGACGGGCTTTTTCCAGCCTCAGAGGCC 720 
R F L E V E T S W P V D S;; T. L D . G . L F P A S E A 240 

CAGGTCTACCTGGCGCTGGGGGACCAGATGCTGAATGCGACAGTCATGAACCACGGGGACACGCTAACGGCC 792 
Q V Y L A L G D Q M L N A TV M N H G D T L T A 264 

ACAGCCACAGCCACGGCGCGCGCGGATCAGGAGGGTGCCCGGGAGATCGTCTGCAACGTGACCCTAGGGGGC 864 
T A T A T A R A D Q E G A R~~t V. ~ N V T L G G 288 

GAGAGACGGGAGGCCCGGGAGAACTTGACGGTCTTTAGCTTC¡CTAGGACCCATTGTGAACCTCAGCGAGCCC 936 
E R R E A R E N L T V F S F L G P I V N L S E P 312 

ACCGCCCATGAGGGGTCCACAGTGACCGTGAGTTGCATGGCTGGGGCTCGAGTCCAGGTCACGCTGGACGGA 1008 
T A H E G S T V T V S ~ M A G A R V Q v T L D G 336 

GTTCCGGCCGCGGCCCCGGGGCAGCCAGCTCAACTTCAGCTAAATGCTACCGAGAGTGACGACGGACGCAGC 1080 
V P A A A P G Q P A Q L Q L N A T E S D D G R S 360 

TTCTTCTGCAGTGCCACTCTCGAGGTGGACGGCGAGTTCTTGCACAGGAACAGTATCGTCCAGCTGCGAGTC 1152 
F F ~ S A T L E V D G E F L H R N S I VQ.L R. V 384 

CTGTATGGTCCCAAAATTGACCGAGCCÁCATGCCCCCAGCACTTGAAATGGAAAGATAAAI~~!c!CGTC1124 
L y G P K I D R A T ~ P Q H L K W K D K T R H V 408 

CTGCAGTGCCAAGCCAGGGGCAACCCGTACCCCGAGCTGCGGTGTTTGAAGGAAGGCTCCAGCCGGGAGGTG 1296 
L Q ~ Q A R G N P Y P E L R ~ L K E G S S R E V 432 

CCGGTGGGGATCCCGTTCTTCGTCAACGTAACACATAATGGTACTTATCAGTGCCAAGCGTCCAGCTCACGA 1368 
P V G I P F F V ti v T H N G T Y QC Q A S S S R 456 

~ 
GGCAAATACACCCTGGTCGTGGTGATGGACATTGAGGCTGGGAGCTCCCACI111gT~fCf~Tf!Tf~TqgC~1440 

G K Y T L V V V M DIE A G S S H ::F::::V::::P::::V::::F::::V::::A:: 480 
·Cl'J.'t)~'l'lC 

~~~~IT~1~%1~~IT~~~1~%1~iIT~~~ITL1rr~1~~~1~~IT~~1~ITIA~~G~C~C~A~C1~~~ 
GGCAGTTACCATGTTAGGGAGGAGAGCACCTATCTGCCCCTCACGTCTATGCAGCCGACAGAAGCAATGGGG 1584 

G S y' H V R E E S T Y L P L T S M Q P T E A M G 528 

Gk~GAACCGTCCAGAGCTGAGTGACGCTGGGATCCGGGATCAAAGTTGGCGGGGGCTTGGCTGTGCCCTCAG 1656 
E E P S R A E 535 

ATTCCGCACCAATAAAGCCTTCAAACTCCCT~~~~~~~~~vu~~~~ 1717 

Figura 6. Seqüéncia nucleotídica del CDw50. 
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~ i la resposta immunitaria 

Aquesta seqü€mcia coincidía, amb només 6 nudeotids diferents amb la 

de la molécula d'adhesió ICAM-3, recentment clonada per tres grups 

simulténiament [7, 8, 9]. Aquesta dada havia estat ja confirmada per metodes 

bioquímics ¡ ceHulars en restudi comparatiu deis AcMos anti-ICAM-3 i anti­

CDw50, que constitueíx el capitol H de resultats d r aquesta tesi. Respecte a fa 

seqüencia publicada de l'ICAM~3 només els 6 nucleOtids esmentats eren 

diferents (un d'eUs generava un patró de restricció amb Pstl diferent, al 

perdre's el punt de tam, la qual cosa podia generar 4 diferencies 

aminoacfdiques (2 nucleotids suposaven variacions si/ants). 

la seqüencia nucfeotfdica per sí sofa t desvela que eos trobem davant 

d'una molecula tansmembrana de tipus I (extrem N-terminal extracítoplasmic 

i un únic pas a través de la membrana) amb cinc dominis de la IgSF, i una alta 

homofogia amb !'ICAM-1 (53,6% a niveii de nucieotids, 4514% a niveH d'a.a.). 

l'homologia deis dos dominis més externs amb l/ICAM~2 és menor (30,5% a 

nlveU de nucfeotids¡ 28,8% a niven d' a.a.) que amb l'ICAM-1. L'homoiogia 

entre els dominis es representa a fa figura 7. 

Ig-like domains 

38% 17% 52% 

TM cyt 

ICAM·l (CD54) 
{5IOaa} . 

, 
51% : 31% 20%: 11% 

ICAM-3 (COSO) 

1IlI""I~"- (51Saa) 

• 
1 

ICAM-2 (CDl02) 
(256 aa) 

Figura 7. Homologia entre eis diferents dominis del C050. nCAM~ 1 j l'fCAM-2. 
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La seqüencia deis dominis extracitoplasmics va revelar 13 punts de 

possible N-glicosilació (sub-raiats a la figura 6), que poden explicar l' alt grau 

de glicosilació de la molecula in vivo , i 12 ciste'ines que formant ponts disulfur 

entre elles podien estabilitzar el plegament immunoglobulfnic deis cinc dominis . 

És de destacar la baixa homologia de la zona citoplasmica respecte a les zones 

citoplasmiques de l'ICAM-1 i l'ICAM-2, que com a caracterfstica destacable 

conté cinc serines que poden esdevenir fosforilables (encara que només es va 

detectar, per analisi informatica, un motiu consensus de fosforilació a la 

darrera serina, per a la Case"in-kinasa 11) . 

4 .1.4.5. Analisi genetica per Southern blot i estudi de l'expressi6 del mRNA 

en línies ceHulars per Northern blot del CDw50. 

Els Southerns blots hibridats amb el cONA del CDw50 suggereixen 

I'existencia d'un sol gen, al detectar-se una única banda en les digestions amb 

varies endonucleasses de restricció (Xbal, Hind 111, . .. ). 

La hibridització deis Northerns blots demostren I'existencia d'un 

transcrit de 1,7 kb, amb nivells d'intensitat de senyal que es correlacionen 

amb la intensitat relativa d'expressió en membrana del CDw50 en aquestes 

línies cel·lulars. 

Figura 8. Northern blot de 

Ifnies cel ·lulars. 

1,7 Kb 
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4.1.5.~ OISCUSSIÓ. 

Els resuftats demostren l'éxit de I"estrategia de cfonació del c~ONA, a 

partir de les seqOencies de CDw50 obtingudes per microseqüenciació de 

fragments peptidics sobre PVOF. la caracterització de la motacula permet 

afirmar que ens trobem davant d'una glicoproterna de membrana tipus I 

(extrem N-terminal extracitoplamic i un únic pas a través de la membrana) amb 

cinc domínis pertanyents a la IgSF. Els plegaments immunoglobuUnics deIs 

cinc dominis es poden estabiJitzar merces a les 12 cisternes detectades. L'arta 

homologia amb els membres de la família ICAM de molecules d'adhesió i la 

SElva identitat amb el cONA de l'iCAM-3, clonat gairebé simultaniament per 

altres tres grups [7,8,9], fa que poguem afirmar que ens trobem davant d'una 

molecula d' adhesió amb característiques estructurals molt interessants. Entre 

enes cal destacar el domini citopfasmic (37 a.a.) lIeugerament más narg que 

els d'ICAM-1 (27 a.a.) i ICAM~2 (27 a.a.), i que és la zona menys homologa 

entre €lIs ICAMs. Aixo facilment fa sospitar una distinta funció citoplasmica 

per al CDw50, en la que podrfa jugar un paper important regulador la 

fosforilació per estimulació de la PKC, que ja havia estat descrita previament 

[10]. De fet el CDw50 presenta cinc residus serfnics (deIs quals I'últim 

presenta el domini consensus de fosforilaeió per la CaseYn-kinasa 11), residus 

que no es troben tampoe en eap deis aJtres ICAMs. Amb la identitat descrita 

amb l'ICAM-3, comprovada en el posterior treban deIs resultats {Capitol m, el 

CDw50 esdevé una molecula clau en les interaccions limfocitaries que es 

produeixen en les primeres fases de la resposta immunitaria. La seva interacció 

amb el LFA-1 explica gran part deis processos previament descrits [11, 12] a 

on l'ICAM-1 i l'ICAM-2 no eren suficients per definir €lIs contactes 

vehiculitzats pellFA-1. Aixíl de la conjunció de tates les dades procedents de 
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111CAM·3 i del propi CDw501 s"oore una visió molt más clara ¡ precisa de la 

fundó d'aquesta nova molécula d$adhesi6. 
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Resultats: Capital II 

4.2.- CDw50 IICAM-3: 

DOS NOMS PER A UNA MATEIXA MOlECULA. 

4.2.1.- RESUM. 

ParaHelament als treballs de cfonació del gen del CDw50. i partint de 

I'homologia detectada per a les seqü~ncies peptídiques parcials deis fragments 

generats amb CNBr I respecte a la seqüencia total proteica de l' ICAM-1 , varem 

reaHtzar els trebaUs que SI expossen en aquest capítol de resultats. l'homologia 

amb l'ICAM-1 ens va fer pensar en la possibilitat que el CDw50 tingués alguna 

relacló amb la molecula ICAM-3, lIavors acabada de descriure a niveU d'un 

Anticós Monocfonal (AcMo o mAb). Per la qual cosa iniciarem efs treballs 

coHaboratius de comparació funcional entre els AcMos que definien una i altra 

molecular ¡que tot seguit es presenten. 

L'antigen de diferenciaci6 CDw50 és una mol~cula ampliament 

expressada en les c~Hules hematopoietiques, pero no en altres tipus ceHulars. 

Experiments previs van demostrar que els AcMos anti-CDw50 eren capa<;os 

d'inhibir el cultiu mixt limfocitari (MLC). Per campendre millar la funció del 

CD50, varem purificar-lo per tal d' obtenir una seqüencia peptídica parcial. 

Com ja hem dit, la malecula d'adhesió interceHular OCAM)-3, havia estat 

descrita com el tercer lligand del LFA-1. Després es va obtenir també la 

definició estructural de l'ICAM-3 a través de la clonació del seu cDNA. Aquest 
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trebal! constitueix un estudi comparatiu entre ets AcMos que definíen una i 

altra molécula. Així, es va realitzar mitjan9ant: 

a} la comparaci6 de la distribuci6 de reactivitats ceHulars deis anti­

COw50 ¡ els anti~ICAM-3 per citometria de flux. 

b) el bloqueig de reactivitat entre uns i altres AcMos que permeten 

definir la reactivitat epitopica. 

e) les immunoprecipitacions seqüencials que exclouen fa precipita ció 

proteica si els AcMos reconeixen la mateixa molécula. 

d) el reconeixement pefs AcMos de la molécula ICAM-3 expressada en 

fa membrana de céHules L transfectades amb el cDNA de !'!CAM-3. 

e) l' estudi funcional de la capacitat bloquejant deis diferents AcMos 

respecte a céHules L transfectades amb el cONA d'fCAM-3 i LFA-1 purificat 

i enganxat a placa. 

f) comparaci6 entre la seqüéncia peptídica del COw50 obtinguda per 

microseqüenciaci6 i la seqüencia proteica deduida a partir del cONA. 

Amb tots aquests estudis es va poder demostrar que ,'ICAM-3 i el 

COw50 s6n la mateixa glicoproteIna, una molécula de superfície de 1 20 kO 

de pes molecular amb, presumiblement, un paper molt important en la 

resposta immunitaria. 
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4.2.2.* ARTIClE. 

¡SOS M. Juan, R. Vilclla, 1. Mila el al. Eur, J. ¡mmullo!. 1993, ;?J: 1508-1512 

Manel Juan"', 
Hamon Vilella .... 
Jordi MUa", 

CDw50 and ICAM~3: Two nanteS for the same 
molecule* 

Jordi Yagüc"', 
Agusti Miralles .... 
Kerrj' S. CampbellO, 
R. Joachim FriedrichO• 
.John CambierO, 
.Jordi Vives", 
Antonin R. Dc Fougerolles- llnd 
Timotby A. Springer-

Seryei d'lmmunologia .... Hospital 
Clínic, Barcelona, Division of Basic 
ScicncesO, Department 01' 
Pcdiatrics, National .Jewish Center 
for Immunology and Respiratory 
Medicine, Denver and Committee 
on lmmunology-, Department 01' 
Pathology, Harvard Medical School 
and Center Cor Blood Research, 
Boston 

CDw50 diffcrentiation antigen is a molecule broadly expressed cm hematopoetic 
cells but not on other cells. Previous experiments showed that CDw50 
monoclonal antibodies (mAb) inhibited primary mixed Iymphocyte culture 
(MLC). To understand the function of CDwSO hetter, we purificd il lllld obtaincd 
peptide sequence. Al the same time" interceIlular adhesioll molecule (ICAM)-3, 
¡he thírd ligand of lymphocyte function-associated molecule 1, was descrined by 
mAb and subsc{lUcnt cDNA doning. Immunochemical, fUHelion"l. ,md protcin 
sequencing studies snow that ICAM-3 and CDwSO are the same glycoprotein. a 
120-kDa surface molecule with presumably an important role in tbe immune 
responses. 

1 lntroduction 

CDw50 \Vas one of the 23 new clusters of differentiation 
(CD 1 assigncd during the Fourth International Workshop 
on Human Leukocyte Differentiation Antigens [1]. CDw50 
was ,'riginally dcfined by two mAb, 101-1D2 aod 14()..11. 
hOlh produced and characterized in one of OUT laboratories. 
The ahility of Ihe CDw50 mAb lo inhibit allorecognition [2] 
ldemífies CDw50 as a relevant molecule involved in 
Icuk,'cyte interactions. 

Al lhe same time. lhe study of the Iymphocyte function­
associated moleculc 1 (LFA-l), an integrin that mediales a 
wide range of leukocyte interactions with other ceHs in 
¡mmune and inflammatory responses, led lO the discovery 
of Í1s lígands. interceIlular aahesion molecule {ICAM)·l, ·2 
and --' 13-ñl. Anti-ICAM-3 mAh have been raised f61, and 
recen!!y lhe molcculc has been c!OIlCÚ 17-91. ICI\M':~ was 
founJ 10 be a member of the immunoglobulin (lg)·like 
~upcrgene family, containing five Ig-like domains that are 
high!: homologous to those found in ICAM·l aná lCAM-2. 
The pattern of reactivity of the CDwSO and ICAM-3 mAb 
sccmed to be strikingly similar with a few djfferences. Soth 
studies (2, 5J ¡ndicated that CDw50 aná lCAM-3 may be 
restricted to hematopoetic ce lis and that both molecules 
hm'c a similar molecular mass (Mr) of approximately 
12()-130 kDa. 

llS33j 

" Tht, "orf.; W<lS suPPOrt.:u by "Fondo tic Investigaciones Sanita· 
ria, de la Scgurklatl Social" gran! 91/0166. 

C .. rre,.¡x,nd~ncc: Mane! Juan. SCfvci .nmmunologi<l. Ho~p¡ta¡ 
Oink. E·fi¡){lJ6 B¡¡rcclona. Spain 

Kc}' "(lros: CDwSO I ICAM·31 LFA·! 

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

2 Materials and methods 

2.1 Monoclonal antibodies 

The following murine mAb to human antigens \Vere used: 
CSR-IC311 (anti-lCAM-3, fgOI) [6], CBR-IC312 (anti­
ICAM-3. IgG2a) f9j. lOl·ID2 ('l!l!i-CDw50. 19O1) f21. 
I<lO-ll (anli-CDw50. Ig(i2h) 121. 15:!-:!DII (a!lti-CDw~:;n, 
¡gOl), Crisol (anti-CDS, ¡g02a) [lOJ ano 134·2C2 (lgM, 
CD26) [11}, W6/32 (anti·HLA·A, S, C, Ig02a) [12], TSl/22 
(anti-CDIla, IgO 1) ll3], NSl and nonbinding control mAb 
X63 (IgGl}. 

2.2 ImmullOtluoreseence assay (IF) 

PSMC and cell lines (101'/0.1 mI) were washed with IF 
buffer (PBS containing 0.02 mM NaN3 and 1% SSA) and 
incubated with mAb al saturating concentration for 30 mio 
al 4 "c, washed twice wirh IF buffer, and then incubated 
with FITC-conjugated goat anti-mouse 19 (Sigma, 
S1. Louis, MO) for 30 min at 4 oc. Cells were analyzed on a 
FACStar.plus (Secton Dickinson, Mountain View, CA). In 
the cross·blocking experiment with CDwSO and lCAM-3 
mAb, PHA-stimulated PBMC were first incubated with 
saturating conccntrations oI cach antibody, washed twicc 
with IF buffer, ¡¡nd thcn stained witÍl fluorcscein-conju­
gated CDw5ü mAb. The Cris-l (a CD5 mAh) amI NSl 
ascites wereutilized as controls. The positive cell percen~ 

ml~·,:,",s(JNJ/0707·15()1\$1O.(J()+ .25/0 117 © VCH Vcrlagsgcscllschaft mhH. 0-6940 Wcinhcim. 19l)J 



CD50 i la resposta immunitJria 

[ Uf. J. Imll 1l""'1. 1<)9.\ . .73: l:,llR- 15 12 

tages we re l's ta blished by ma rke r positioning so tha t 
nega ti ve co nt ro l gives less tha n 2% positive cells. Immu­
no tluo resce ncc FC M of L ce ll transfect a nts was performed 
o n a n E PI CS V an alyzer (Coulter Oiagnostics, Hialeah , 
FL) as p re vi o usly desc ribed [51 . 

2.3 Immunoprecipitation analysis 

For radiola be ling with 12' 1. PBMC were surface labeled 
with 1151 using Iodogen (Pierce, Rockford . IL) [141. After 
la be ling . 2. 5 x 101 cells were Iysed in I mi Iysis buffer 
(10 mM Tris-HCI pH 8 .0. 150 mM NaCl , I mM EOTA. 
I mM EGTA . 1% NP40. I mM NaF. 3 mM NaN" I mM 
he nzitmidine HC!. 10 mM iodoacetate. I mM PMSF, 
:;0 ~lg/ml egg white trypsin inhibitor, I Ilg/ml chymostatin , 
I pg/mll e upe ptin a nd I Ilg/ml pepstatin) for 45 min on ice. 
:-\ucle i inso luhle de bris were removed by centrifugation at 
l ·tOnO x g fo r 10 min and Iysates precieared with normal 
r;tbh it se rul11 . plus a n unrelated mAb and protein A ­
Seph;trose ( Pharmac ia) . AII preciearing reagents were 
prc,,·;tshed in Iy, is huffer. 1 mmunoprecipita tion was per­
flll' l11 cd " 'ith t he indicat ed mAh (Fig . 1) for I h at 4 oC and 
illl lllunc cO lllpl exes fixed on rabbit anti-mouse immunoglo­
bulins (Oake). Oenma rk) pre-coupled to protein A-Sepha­
rose . washed fi ve times with washing buffer (50 mM Tris­
HC!. 150 m\t ',' aCI. 5 mM EOTA, pH 8.0,0.05% NP40and 
0 .05% SOS) and eluted with 2 x SOS sample buffer and 
th e n a na lyzed on 8% polyacrylamide slab gels [15] . For 
seque nti a l illlmunoprecipitation studies !25I-labeled PBMC 
Iysates were precieared six times with one of either 
10 1-102. CBR-IC3/1. CBR-IC3n or 134-2C2 mAb and 

2 3 4 
kD 

20 0 -

116 -

9 7 -

6 6 -

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

Fi.~ /I /,(' J. Se'1uential immunopreeipitation analysis. Lysates from 
':' I·laockd PB~1C were precleared six times with one of cither 
1(11-102 (anti·COw50), CBR-IC3/1 (anti-ICAM-3) , CBR-IC312 
(a n1i -ICA f',[ -.; , or 134-2C2 (anti-C026) mAb. and immunopreci­
ri L' lCU \\'ilh <'J ch of lhe olher three rcmaining mAb. Lanes 1-4: 
immunoprccir ilales with 134-2C2. 101-102. CBR-IC3/1 and CBR­
[ C.;/~ mAb. respeetivcly. Lanes 5-7: immunoprecipitates with 
It ll ·102 m .-\ r. after preclcaring with 13-1-2C2. CBR-[C3/1 or 
CBR-[C3/2 mAb . rcspectively. Lanes 8-10: immunopreeipirates 
\1 Jih CBR· IC.' 1 mAb after preclearing \Vith 13-1-2C2. 101·102 Of 

CB R· IC3/2 111 .-\b . respectively. Lanes 11 - 13 : il11l11ulloprceipitates 
\1 ilh CBR -[C.' .~ mAb after preclearing \Vith 134-2C2. 101 -102 or 
CBR-IC~II n, .. \ b. respeetively. Lanes 14-16: immunoprceipitates 
IlJlh 13-l-2C: mAb aher preclcaring with 101-[02. CBR-[C3/1 or 
CBR-IC3/1 111 .-\b. respeetivcly. AII immunoprecipitates \Vere ,lIla­
h'zed bl' 10",. SOS-PAGE and subjeetcd 10 alltoradiography. 
M"kcular m ol"~ of standards are shown betwcen lanes 4 and 5. 

COw50 o]' I CA M -~ l'iO'! 

immunoprecipit a ted with each of the other tllree remaining 
mAb. The immune complexes were fixed on rabbit anti­
mouse immunoglobulins (Oako) pre-coupled to protein 
A-Se pllarose . washed . eluted witll SOS sample buffer and 
ana lyzed on 10% polyacrylamide gels , as mentiollcd above . 
SOS-PAGE molecular weight standards (Bio-Rad , Rich­
mond , CA) we re used. Gels were stained witll Coomasie 
blue, dried and exposed 10 Kodak X-Omal AR films wilh 
Oupont intensifying screens at - 80 oc. 

2.4 L ceH stable transfectants 

ICAM-3 + L cell stahle transfectants were generated as 
described [16. 17 J. Briefly, murine L cells were transfecled 
by ealcium phospllate with ICAM-3 cONA in Ap'M9 [91 
(pCDIC-3; 8 Ilg) and pneo plasmid containing the G418 
selection marker (100 ng). Transfectants were selected and 
maintained in a selection media that consists of 10% 
FBSIDMEM containing 40() ~lg/ml G418 (Geneticin, Gibco 
Labora tories , Grand Isla nd , NY). Unlransfecled L cells 
are ma intained in OMEM without G418. L cells were 
de tached with lO mM EOTA /HBSS. washed three limes in 
10% FBS/OMEM , and thenused for eithe r now cytom e tric 
analysis or binding to LFA-I-coated pla tes. 

2.5 Adhesion assay 

Adherence 01' L cell transfectants lo purified LFA-j 
absorbed onto 96-well polystyrene microtiter plate was as 
previously described [5 , 17]. Briefly, fluoresceinated L cells 
were resuspended in PBS, 2 mM tv:gCI2, 5% FBS (assay 
media) at a concentration of 10(' cells/ml. Cells were 
prelreated with 20 Ilg/ml of purificd mAb for 30 min at 
room temperature , and 5 x 1(J4 ce!ls were transferred to 
each wel!. Some wells were pretreated for 30 min at room 
tempera tu re with 20 ¡..tg/ml of purified TS1I22 (anti-LFA-la 
mAb). Cells were allowed to settle and adhere to the 
solid-phase LFA-I for 1 h at 37 oc. 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 plales using a 
Pandcx Iluorescence concentration analyzer (IDEXX 
Corp., Westbrook, ME). The number of LFA-I si tes/micro­
titer well was determined using saturating amounts of 
125I-labeled TSlI22 mAb r 18]. Assuming monovalent bind­
ing of the mAb [181 , the density was 700 siles/l1m2 

2.6 Peptide sequence of CDw50 

COw50 protein purification was ba',ed on a method pre­
viously described with some modilications [19] . Briefly, 
COw50 was affinity purified from 8 )< 109 PBMC Iysed witll 
80 mi of 0 .5% NP40 Iysis buffer (Wilh protease inhibitors) 
on a 101-102 mAb-coupled immunllaffinity column. The 
eolumn was washed with 150 mi of Iysis buffer and 15 mi of 
l M MgCl 1. C Ow50 protein \Vas selecl ive ly elut ed \Vith 4 M 
MgCl2· After concentration (Centricon 30, Amicon . Bey­
erly, MA) th e sample was suhmitted to SOS-PAGE on <In 
8% -gel , uncler reducing conditions , and se mi-dry electro­
blotted (4 mA /cm ' ) with tricine lransfcr buffer (31) mM 
tricine , 48 mM Tris-base . 1.3 mM SOS and 2()')í, methanol) 
to nitrocellulose , the band \Vas visualized by Ponceau S, and 
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cullilut. The eXCÍselll nitnllcellullllse membrane was 
""~",o",,n "'r¡¡¡mide in hmnic aci@. After 

2~% 
iln0 as a!¡¡@ve (<11 

ditlu@ri;¡le The PVDF membrane 
hhm. a¡@systems. PlIIfster City. was staine<ll 
with hlack aad pep!ide bands were cut out al1@ 
microsee¡uenced directly frlllm PVItP 011 an Afllplied aí0-
syslems 47t1A 

3 ftesults ami fiiscussion 

CDw50 ;md ICAM-3 mAb sl1ewe<1Í similar reactivíties 911 al! 
celi línes testee;{ (Ta\!lle a0tl1 m.lecules are leukl1>cyte 
rcstrictcd in ¡heír ami are 0n nenlym· 

cell lines K5()2 anl1i HeLa. differences 
this c@llabil!>ratíve ana!ysis aníll Jilrevi0us data !!If 

I.:ach group were t~bservel1i: the HPa·ALL T cell line ami 
the ~ cen hnes Ji)aUlií. Raji. ami Nalm·' were 1'0sitive 
CTiahlc J). These liIíffercnccs can be accellnled ~y variatili)!1S 
in lhese cclllines, 

¡!lIbe ('Ji) Gllíeie Clfthe r .. ollrth lntermlt¡~nal ~n 
Human Lcukocyte lllifferenlia!i'¡¡ll 
describe€! as a heterodimer 01' kJi)¡¡ which 
potentia!ly phesphati<!l)'¡il1~sÍ!\I)1 (I"¡Hinke~ ¡2tl. As 
ICAM-3 is a single-chain m\l)iecule t~f Mf 124011 and is nlllt 
Pllinkel!i. jI was mlt immelllíately rec<!.Ignizetl ht lile i€llentical 
10 CDw50. Immlltl\illprecipi¡ates IlIf ICAM .. 3 and C.w5. 
were carrielli Clut and revealed a IiIf Mr 124. 

l. lanes 2-4). ímmllnlllprecipitatillln were 

Taole 1. O~mflafi$l!In ~~f CI!)w5i and lCAM .. 3 cell distri¡'u¡l"n 

Celltype Percent 
111·1112 141-11 

Tcell lilles 
CEM +++ +++ +++ +++ 
M@LT-4 +++ +++ +++ +++ 
JURKAT +++ ++ ++ +++ 
HSil2 +++ +++ +++ +++ 
HPIII .. ALL ++ ++ ++ ++ 
El celllines 
Iil)AU51 +++ +++ +++ +++ 
RAlI + + + + 
l:tPMI4226 +++ +++ +++ +++ 
NALM-6 + ++ + + 
KM3 + + + + 
RAMeS + + + + 
N01l lylt1pholct celllines 
HL .. ~ ++ ++ ++ ++ 
U .. 1,I37 i el , ti 
K·562 t i 1 é 
HELA 1 t t t 

,ti M",mÍ"'ranc ¡ndirccl inm1tlllnf!uon.:s .. 
cen,',' FCM 
(CIJIlt .. !C3/1 and ++ = > <)0%, 
.+- + ~ 5()....<)()%. + ~~ 21')-50%. = < 20";(,. Fi1lsitive cel! pe!'. 

were cs!alrllishc<ll @y hisli1l¡¡ram $\I@slracriu!1 <1lfl a 
(likcNm !lliickinsnn). 

",,,,·ta,"mt'tl! t~ l:Ietermine whelher IhemAlllioientifiel.!l ¡he 
1). Tw~ ICAM .. 3 mAl¡¡ anlli 

ene CJi)wSO mAb 11ul 1 centre! 
134·2(2) were mAIII, 

HH-ID2. was al:lle I@ clllmlí'lelely Jilreclear-all Ihe ICAM .. 3 
anlilen 1, ¡anes 9am:1 12) anlíl .lIlth anti .. ICAM·3mAb 
were 1111 Free/ea!' al! ¡he CDwSO antigen (Fi,. 1, lanes ~ 
and 7). We clllncludel:l tha! ant¡ .. Cltw5~ ané anti .. ICAM-3 
mAh lhe same melecule. 

I 
studíes were lhen with CII)w51 

an~ ICAM·3 mAb t<1l metermine similar epiteJiles on ¡he 
molecule were reclII¡nizel:l (Table 2). PHA .. stimu!atelli 
paMC were incultateti with an lInlabeled !¡¡locking antibo .. 
dy, h~!!owelíl by ¡¡ fluoresceinate« test llntiNdy 2nd ímmll" 
nlllflulllrescence FCM. In aH cases, stainin¡ llIy rhe flu(\'Ires-
ceinatefiil mAIlI was inhibítelli after with the 
same untlu<1lresceinated mAl¡¡. The @f¡heCIR-IC3/2 
mAl¡¡ 1111 diminish IIIf lhe tlmllresceinateé 111-1.2 
mAl¡¡ shlllws that ¡hese tw~ mAhs rec~lgn¡ze similar epit0pes 
en the same melecule. The recllI¡nízed by mAb 
14 .. 1 L 152 .. 2~! L amil seem !~, be tiiffercnt. 

TI, lIIem011strate further tha! CJi)w51il am:! ICAM-3 are ¡he 
same mllllecule, immumr¡flullIrescence FCM was .... "·h"·""'€! 
IlIn meuse L cells stallly transfected wlth the 
(Fig. 2). 'fhe ICAM-3+ Lcellsreactetl specifically with l$€Ith 
anli-ICAM .. 3 (O¡R-!C3/1) and anti-CJi)w51 (lll-n)Z) 
mAlI>. The transfectant alse reacted witlJ five IlItlJer anti­
ICAM-3 mAb, inc!uding CaR .. IC3/Z, as weil aS with Ihe 
C.IIw50 mAl¡}, 141-11 and 152·2511 no! shewn). Tlle 
ICAM-3+ L cells were then tested t0 
LFA-l anlil hn lhe ability {!If anti-ICAM-3 
mAhs te inhilllit ¡his aflihesillln (Fig. L cell transfeetants 
eXf.lressing ICAM-3Il€lund efficiently t0 purified LFA-l ~n 
",lastie, wllíle untransfected L celis beund plIIllIrly, sh0wing 
equivalen! ilindínl t\l\ substrates lIlearing LFA-l and aSA 
(Pi,. 3). IIIfICAM-3+ L ceUs te LFA-l wasblecke\íi 
by LFA-l an¡¡! l¡¡¡ anti-ICAM .. 3 ami 
anti .. C5w51 mAÍ:ls (Pig. agreemellt with lhe 
tha! CIR .. IC3/2 and 101-152 mAb recognizc ¡he same 
epit~pe, meth m~leculc are inefficient at inhílilitin: interac­
ti~n t~ LFA·1. The ~!her CJi)w5e mAlumi CaR·IC31l each 
partíally I¡¡lock adhcsion \0 LFA-I. This demo!1síratcs tha! 

L 

L ICAM-3 
CELLS 

FlueRESCENCE INTENSITY 
2:. lCAM-3 clil)NA transfectallts are rec(!lgnizeEil 

and ¡¡nti .. ICAM·3 mAIiI. L cell, 
lCAM .. 3 c!lliNA m unll"Hl1sfected L cclls 
amoullts (!If c(!l111r~1 mAh x 63 (Ihin !ine) 01' mAIiI WH 
(anli .. C!lliw5íl) or ¡nAb CB~ .. IC3!1 (anti·ICAM·J) fol!üwcd @v 
FITC-anti-nUluse l¡;, Cells wcrc suliljcclcd 1111 immul1(1¡fluorcscctit 
FCM. 
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CD50 i la resposta immunitaria 

Eur.1. Imlllunol. 1<)<)3.23: 150R-1512 COw50 or ICAM-3 1511 

Table 2. Cross-compctition of COw50 and ICAM-3 mAba) 

'Second 
incubation 

First incubation (ascites fluid or purifiedrnAb) 

Crisol 101-102 140-11 '152-2011 CBR-IC3/1 CBR-IC312 NS1 

CrisOl 
101-102 
152-2011 

30 
99 
99 

92 
20 
99 

90 
99 
99 

90 
99 
50 

90 
99 
99 

92 
10 
99 

a) PHA-stimulated PBMC were firsl 
92 incubated with saturating concentra-
99 tions of cach anlihody and lhe second 
99 incubation pcrformed with affinity-
; purified f1uorescein-conjugated mAh. 

Cris·1 (a C05 mAh) and NSI mAb-containing nscitcs fluid were utilized as controls. The positive cell percentages were established by 
markcr positioning so that ncgative background gives less than 2% positivc cells on a FACStar-plus (Becton Oickinson). 

mAb pretreatment 

• NomAb 

E!l CBR·lC3Il 

L·Ie.HI.3 f;;¡ CBR·lC312 

rn 101·1D1 

O 1~0-1l 

~ 152·2011 

O TS1I2! .. 
L U 

O Control ¡:'lo LFA-l) 

, < 

, , , 
,} "0 40 60 80 lOO 

Transfectants Bound (%) 

Figure 3. Adhesion of ICAM-3 transfected cells to purified LFA-l. 
I\!urine L-cells either stablv transfected with ICAM-3 cONA or 
untransfected \Verc allowed to bind to LFA-l-coated rnicrotiter 
wclls for 60 min at 37 oC and washed four times by aspiration 
through a 25-gaugc'needlc followed by two aspirations through a 
~3-gauge needle. Control wells lacked LFA-l. Cells were pre­
treated with saturating concentrations of one of the following 
mAb: W6I32 (anti·HLA. A. B. C). CBR-IC3/l (anti-ICAM-3), 
CBR·IC3/2 (3nti-ICAM-;\). 101·102 (anlí-CDw50), 140-11 (anti­
CDw50),Of l52-201! (anti-CDw50). Alternatively, the absorbed 
purified LE:"·l was pretrcated with mAbTSl122 (anti-LFA-Ia). 
One of four rcprcscntativc cxperiments is shown and errors bars 
indicate ()n~ ,;tandard dcviation. 

CDw50 mAb recogníze the expressed ICAM-3 cDNA and 
are capable of inhibiting LFA-l:ICAM-3 interactions. 

Lastly. comparison between the deduced arnino acid 
sequence Jerived from the ICAM-3 cDNA and the 
sequence c'¡ three peptides obtained through microse­
quencing of purified CDw50 reveal them to be identieal 
(Fig.4). 

:CA..'I.-l 1167-1H) M o P Q G L e L F v N T S A P R. Q L RTF V 

c:_so (PEPT::! 2) 051' Q e t (ji L , v X T S A P R Q L R T r v 

::.>.."(-3- (239 ... Z-H f M N H e o T L T A T A T A T A R A D Q t: G A R E: 1 V 

::: .. 50 {PtpT!~I ':) N X G o T L T A 1. A T A T A JI. A X O E G A R E 1 V 

::.iI"."I.-J {30S-3'::~ M A G A R v Q v T L D G V P A A A po G Q P A Q L Q L N A T 

::.,:;¡ (i'EPT::!: : ) A C A T V Q v T L o e v P " A A P G Q P A Q L Q L N A T 

• 
F,o:w'(''¡, I<i~ntity bctwccn deduced ICAM-3 protein scquence 
ír,,,n Ihe cO~A and CDw50 partial pcptidc scquence. Numbering 
<'í ICAM-3 ~:llino acid positions are from de Fougerolles et al. [9J. 
.:""ignmcllt ni X in lhe CDw50 peptidc sequence represen! 
Ihl¡l-idcntiii.':-lc signal in Ihe scquencc analysis. 
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4 COllcluding remarks 

Immunoehemical, funetional, and protein sequencing stu­
dies confirm that rCAM-3 and CDw50 are indeed the same 
rnoleeule. An important role for ICAM-3 in the initiation oí' 
immune responses is implied by the finding that adhesion of 
resting T Iyrnphocytes to purified LFA-l oecurs primarily 
via ICAM-3, combined with the faet that rCAM-3 is much 
better expressed than other LFA-l ligands on resting 
monoeytes and Iymphocytes (6). In support of this hypo­
thesis is the finding that anti-CDw50 mAb are eapable of 
partially inhibiting primary allogeneic responses (2). Also 
of interest is the finding that upon stimulation with PMA or 
a physiologie stimuli, such as T cell receptor cross-Iinking, 
CDw50 becomes rapidly and transiently phosphorylated on 
serine residues (21). The functional significance of this 
phosphorylation is unknown, but interestingly, although aH 
ICAM are very homologous to each other in their extra­
cellular dornains, their cytoplasmic dornains are poorly 
eonserved. Indeed, neither mouse nor human ICAM-l or-2 
contain any serine residues in their cytoplasmic region, 
whereas human rCAM-3 contains five such residues. By 
gaining information about ICAM-3 and CDw50, a c1earer 
picture should emerge of the role of ICAM-3 in ímmune 
responses. 

W" tha/lk J. Freed (Natiol1a{ Jewixh C('/llel; O"/lv('r. CO) [or pePlide 
sequl'I1cing [mm PVD¡: 

Receivcd Fchruary 4. 1'1'13: in rcviscd fmm M;¡rch 2:>. ¡<¡<¡J. 
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Resul tat:fi!,:. Capitol III 

4 .. 3 .. - PAPER OEl CDSO 

EN lES FUNCIONS ADHESIVES CEL-LULARS: 

LA SENYALITZACJÓ A TRAVÉS DEL CDSO nCAM-3) 

ESTIMULA LA UN 10 DElS llMFOCITS T 

A LES CEL-lULES ENDOTEUAlS 

DE VENA UMBILICAL HUMANA I 

A lES PROTEiNES DE LA MATRIU EXTRACEl-LULAR 

VIA UN INCREMENT DE LA FUNCIÓINTEGRINA /l1 I P2~ 

4.3.1.· RESUM. 

Un cap identificat el C050 fa partir del V Internat/anal Warkshop an 

Human l.eukocyte Differentiation Antigens, al navembre de 1993. aquest és 

el flom aoeptat pei grup de diferencia ció 50} com la moleoufa d~adhesió ICAM-

3, eos plantejarem estudiar el paper d'aquesta molecula d'adhesió en diferents 

funcions adhesives ceHtdars: l'interacció Umfocit-ceHula endoteUaJ1 la unió 

deis limfoclts a la Matriu ExtraceHular (M.E.) i el model d'interaccions 

interlimfocitaries que és l' agregació homotípica.. Com a model de ceHufa 

endotelial hem utiUtzat tes CeHules Endotelials de Vena Umbilical Humana 

(HUVECs). 

La regufació de t1adhesió deis limfocits T a les ceHutes presentadores 

dtantigen, a les ceHules endotenals ¡ a les prote*ines que configuren la M.E,,, 

és un proces crucial en I'activació d'aquests timfoeits i lIur migra ció als lIoes 

de lesió tisular. En aquest estudi, demostrem que els tres anticossos 

monocio~als (AcMos o mAb) que reconeixen tres diferents epftops de la 
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moleeula CD50 OCAM-3,# són eapac;os d'augmentar I'adhesió deis limfoeits 

T a HUVECs estimulad es amb Factor de Neerosi Tumoral a {TNF-a} i a diverses 

proteYnes de la M.E. Aquest fenomen es veu mitjant;::at per un augment de 

,r avidesa de les integrines Pl i P2" Aquesta afirrnació es basa en els següents 

fets: 

a) L' adhesió deIs limfocits T a les HUVECs indu't'da per l' estimulació del 

COSO és abrogada pel bloqueig simultanir amb AcMos, de f'adhesi6 

mitjant;::ada per les integrines P1 i P21 peró només parcialment inhibida davant 

del bloqueig individual de quafsevol de les dues vies. 

b) Els AcMos anti-CDSO augmenten tes adhesions, vehiculitzades per 

les integrines P,t deIs limfocits T a la M.E. i a peptids sintetics derivats de la 

fibronectina (seqüeneies de les zones d'unió). 

e) Els AcMos anti-CDSO augmenten l' adhesi6 deIs lirnfóeits T a ceHules 

COS-7 (línia fibrobh)stica de primat) transfectades amb ICAM-1 • 

d} Els AcMos anti-CD50 augmenten I'agregació homotípica deis 

limfocits T. 

e) L'estirnulaci6 deIs fimfócits T no modifica els patrons d'expressió de 

les integrines P, i P2, en nurs membranas ceHulars. 

Aquasts rasultats suggereixan qua la molecula C050 OCAM-3} 

possiblement juga un papel central en la iniciaci6 de la cascada de processos 

adhesius que pot resultar crucial per l' activació immunitaria i per al 

desenvolupament de les lesions inflamatories. 
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4.3.2.- ARTICLE. 
Eur. J. Immunol. 1994. 24: 1377-1382 CDSO (lCAM-3) increases lymphocyte integrin functjon 1377 

Maria C. Cid-, 
Jordi Esparza-, 
Manel Juan, 
Agusfl Miralles, 
Jaume Ordi+, 
Ramón Vilella, 

Signaling through CDSO (ICAM-3) stimulates 

Alvaro Urbano-Márquez-, 
Antoni Gaya, 

T Iymphocyte binding to human umbilical vein 
endothelial cells and extracellular matríx proteins 
via an ¡ncrease in (31 and 112 integrin function* 

Jordi Vives and 
Jordi Yagüe 

Departments oC Immunology, 
Internal Medicine-, and 
palhology+ Hospital Chnic i 
Provincial, Barcelona 

Regulaled adhesion of T Iymphoeytrs to antigen-presenting cells. endothelial 
eells and extraeellular matrix proteins is crucial in T Iymphocyte activation and 
migration to Ihe sites of injury. In this study, we show thai three monodonal 
antibodies (mAb) recognizing different epitopes on lhe C050 (ICAM-3) 
molecule inerease T Iymphocyte adhesion to tumor necrosis factor (TNF)­
stimulated human umbilical vein endothelial cells and extracellular matrix 
proteins. These phenomena are mediated by an increase in ~1 and p2 integrin 
avidity since (a) C050-induced adhesion to endothelial ceIls was abrogated by 
simultaneous blocking of pl- and p2-mediated adhesion pathways but not by 
interfering with either one individually, (b) CD50 mAb inereased lB integrin­
mediated adhesion to extracellular matrix proteins and to fibroneetin-derived 
synthetie peptides, (e) CD50 mAb enhaneed T Iymphoeyte binding to ICAM-l 
transfeetants, and (d) CD50 mAb did not modify surfaee expression patterns of 
fH or p2 integrins on T lymphoeytes. Our data suggest tha! eonstitutively 
expressed CD50 (ICAM-3) can play a pivotal role in initiating a cascade of 
adhesion events which may be crucial in immune aetivation 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, 
Iymphocyte traffic between Iymphoid organs and the 
bloodstream and Iymphocyte migration to sites of injury 
(reviewed in [1-3]). Among the eomplex array of adhesion 
reeeptors on the lymphocyte surface, Iymphoeyte integrins 
play a major role in mediating both eell-cell and cell­
extraceIlular matrix interactions [3-5]. 

Integrin-mediated adhesion between Iymphocytes and oth­
er cell types inelude interactions between members of the 
132 integrin family such as LFA-I and integrins of the 131 
family sueh as VLA-4 and their counter-receptors on 
adjoining eells, intercellular adhcsion molcculcs (ICAM), 
and yaseular eell adhesion molecule 1 (VCAM-l), respec­
tively [2. 3J. Lymphocyte interactions with extracellular 
matrix proteins, sueh as fibronectin, laminin and collagens, 
oecur mainly through 131 integrins. the VLA family of 
extracellular matrix receptors [3-5]. 

[1 12816J 
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AbbC-C"iations: lCAM: Intercellular adhesion mole­
cute VCAM-1: Vascular cell adnesion molecule 1 HUVEC: 
Hum:m umbilical vcin cndothclial cclls ECM: Extraccllular 
matrix 

Key \\ords: CDSO (ICAM-3) / lntegrins I Endothelíal ccll 

Beside mediating adhesion, most ofthese interactions have 
been demonstrated to be co-stimulatory and to have a 
major role in amplifying Iymphocyte activation triggered by 
stimuli mimieking specific antigen recognition [6-10]. On 
the other hand. biological activity of Iymphocyte integrins 
is mainly functionally regulated. Affinity of integrins for 
their ligands is relatively low on resting lymphocytes. 
However, mAb cross-linking of the CD3rrCR complex as 
well as of several accessory molecules on Iymphoeyte 
surface results in stimulation of integrin funetíon 
[S. 11-13J. A dramatic increase in integrin affinity also 
results from Iymphocyte treatment with either phorbol 
esters [3,11] or calcium ionophores [14]. 

LFA-l-mediated adhesion and eo-stimulatory functions 
occur through inleractio!1s with lince eOllnll'r-receptors: 
ICAM-l, ICAM-2, and lhe rceclllly c!oncú lCAM-3 
[3, 15-19]. Among them, ICAM-3 has sorne 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 restíng 
lymphocytes [16-19J. Furthermore, in vi/ro, restíng Iym­
phocytes preferentially use ICAM-3 to bind purifíed LFA-l 
[16]. Based on these observations. a pivotal role for 
rCAM-3 in the initial interaetions of immune recognition 
and Iymphocyte activation has been postulated [17, 18]. 

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

We now demonstrate that sígnaling triggered by several 
C050 mAb stimulates 111 and (:)2 integrin function on 
T Iymphocytes. This observation supporls lhe importance 
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oC constitutively expressed COSO (ICAM·3) in potentiating 
a caseade of adhesive events esscntial for Iymphocyte 
llctivation and tissue infiltration. 

2 Materials 3nd methods 

2.1 Antibodies and other reagents 

mAb RM3.AS (CDS4, ICAM·l, IgOl), 101·102 (CDSO, 
ICAM-3. IgGl). 140-11 (CDSO, ICAM-3, IgG2b), 152-
2D11 (CDSO. lCAM-3. IgOl). and 68-SA5 (CDi8. LFA-t 
1~2 chain) were produeed and cnaracterized in our labora­
tory {20-23j. Leu 16 (C020, IgGl) and Leu 4 (CD¡) were 
purchased from Becton Dickinson, Mountain View, CA, 
HP 2/1 (CD49d. a-chalo of VLA-4 integrin), K20 (CD29, 
VLA integrin ~l chaln, IgG2a), and SAMl (CD4ge, aS 
chaln of VLA-5 integrin) were purchased from Immuno­
tech (M~rseille, Franee). 

Mouse laminín \Vas kindly provlded by Dr. H. K. Kleinman 
(National Institute of Dental Research, Bethesda MD). 
Human fibronectin purified from human plasma was 
purchased fmm Sigma Chemical Company (St Louis, MO). 
Colla gen 1 and collagen IV were obtained from Collabora­
tive Research (Bedford, MA). f'ibronectin-derived syn­
thetic peptides EILDVPST and GRGDSPC were pur­
chased from Península Lahoratories (Belmont, CA). 

2.2 Cell culture 

HUVEC were obtained from freshly delivered umbilical 
cords as previously descdbed {24]. Cells \Vere grown at 37 oC 
in an humidifiea S % COl atmosphere in medium Ml99 
(Gibco Laboratories, Grand lsland, NY) with 20 % ¡ron­
supplemented calf semm (Hyclone Laboratoríes, Logan 
UT), ~OO lAg/mI endothelial cell growth supplement 
(ECGS) (Collaborative Researeh), 100 Ulml penicillin­
streptomycin, 50 lAg/mi gentamycin, 2 mM glutamine, 
:U ¡¡lml amphotericin B (Gibco Lahoratories), and 
50 U/mI sodium heparin (Fisher Scientific, Fair Lawn, 
NJ). 

Pcriphcral hlnod monol1uclcarccHs (PBMC) were oh!:lined 
by Ficoll·Pielograf gradient centrifugation. and enriched 
T eell populations were prepared by nylon wool adherence. 
An additionaI 30-min incubation on 150 X 25 mm tissue 
culture dishes at 37"C was performed in arder 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 
MOLT4 and CEM T·derived celllines were maintained in 
RPMl16-1O (Gibco) supplemented with 10% fetal calf 
serum (FCS) and antibiotics as aboye. 

2.3 Attaeltment assays 

HUVEC (passage 4-7) were plated on gelatin-coated 
96-well plates and grown for 48 h until contluence, Prior to 
attachrr.~nt aSS3\'S, HUVEC were stimulated with 
200 U/rr.! TNF-u ¡ Genzyme, Boston, MA) ror 6 h. T Iym­
phocyte;. or T Iymphoblastoid cell Unes \Vere incubated 
with mAb for 30 min at 4 oc. Hybridoma supematants were 
usea al al: 2 dilurion ano commerciaI affinity-purified mAb 
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were used at 10 lAg/mI. CelIs were washed in RPMI 1640 
medium with S % fetal calf serum and resuspended al 
1 x 106 cells/ml. 

Lymphocytes (2 X lOSlwell) were incubated with HBVEC 
monolayers for 30 min at 37"C Nonadherent cells \Vere 
removed by aspiration and the wells were washed onee with 
warm medium with 5 % fetal calf serum. The adherent cells 
were fixed and stained with Diff-Quik (Baxter Healthcare 
Corporation, M¡::Gaw Park, IL). The area occupied by 
adherent eells was measured using a computerized digital 
analyzer (Microm Image Processing IMCO, Kontron Ele;::­
tronik, Munich, Germany) and expressed as percentage of 
the area covered by the input cells. The experiments were 
done in triplicate wells and four to sixrepresentative fietds 
for eaeh condition were measured. 

Extracellular matrix (ECM) protein:; were diluted in PBS 
and 96-well plates were coated with laminin, fibronectin, 
collagen 1 01' coUagen IV at 10 ¡.tgfwelL In other experi­
ments, weUs were coated with fibronectin·derived synthetic 
peptides at various concentrations (10-40 ng/well). After 
an overnight incubation at 4 oC, the remaining fluid was 
aspirated. Lymphocytes, prepared as aboye, were aIlowed 
to settle down on ECM proteins for 30 min at 4 oC and 
incuoated at 37°C fOí 10 min. Washingf staíning and 
measuring were performed as described above. Al! exper­
iments were done at least three times a.no oue representa­
tive experiment i5 shown. 

2.4 Flow eytometry analysis oC cell surface receptors 

Adherent eeIls were released with Versene (Gloco). Cells 
wece suspended in \Vasll buffer (2 % FeS, 0.1 % NaN3 in 
PES) and 100 ¡.ti of a 106 cellslml suspension was incubated 
for 30 min at 4 oC with al: 2 dHutlon of mAb-containing 
hybridoma supetnatants or al: 100 dilution of affinity· 
purified mAb. After two washes, cells were incubatcd wlth 
FITC-conjugated goal anti-mouse Ig (Sigma) al 1 :50 
dilutíon for 30 min al 4 oc, rinsed twice, and subjected to 
flo\V cytometry (FACStar píus, Becton Dickinson lmmuno~ 
cytochemistry systems, San Jose, CA). Simultaneous 
dctcc¡jol1 ()f CD I R ¡¡ud CD2!) ¡mI ig~'ns HI1 Iymplmeylt's aftl'!' 

stimulation w¡th CD50 mAl¡ was done in a single slep usiflg 
FITC·eonjugated anti-CD18 (68.5A5) and phycoerythrin. 
conjugated anti·CD29 (4B4-RDI) (Coulter Immunology, 
Hialeah, FL). 

2.5 CD54 (ICAM·l) transient transfection oí COSo, 
cells 

COS-7 cells (American Type Culture Collection, Rockville, 
MD) were transiently transfected with the expression 
vector pCDM8 containíng the CD54 (ICAM-l) ruU-length 
cONA (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 ce lis were trypsinized and plated on gelatin-coated 
96-well plates and grown for 24 h until eonl1ucnce. Lym­
phocyte adhesion assays lo CD54 (ICAM-l) transfcctans 
\Vere performed as described for HUVEC. Prior to 
attachment assay, transfection efficiency was evaluated by 
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flow cytometry using the CD54 (ICAM-1) mAb 
RM3.AS. 

2.6 Homotypic aggregation 

PBMC orTiymphoeytes wereplaced in flar-hottoro 9&.weU 
plates al 2 x 105 eells/weli and incubated al 37"C up tú 
7 days with eitber plaín mcdium, C03 mAb al 10 ¡tgtmt, 
PMA (Sigma) at 10 ng/ml ol' CDSO mAb (1: 2 hybridoma 
fluid dilution). CDSO mAb were tested alone or with the 
simultaneous presem:e of blocking CD18, CDS4, CD29 01' 
CD49d mAb. Tlle effect of CDSQ mAb was also evaluated in 
the prescnce oí suboptimal PMA concentraríons (1 ng/rol), 
Aggregation was estimated visuaUy with an inverted 
mícroscope witll phase contras! optics (Olympus, OM 
system CK2) and semi-quantitatively expressed using a 
previously defined scoring system ral1ging from O to 5 + 
(15). 

60 

T Lymphocyte Adhl¡l$lon to TNf-Stimutaled HUVEC (%) 

Anü-C029-Phyeoerythrin 

Figure 1. (A) CDSO (152-2D11) mAl> im:rellses T!ymphocyte 
adhesion :o TNF·stlmulated HUVEC. T Iymphocyles wefe ¡ncu­
bateo wi¡~ \'arious mAl:> and allowed 10 lIdñere to TNF-stimulated 
HUVEC CD3 mAb and PMA (10 ng/ml) were used as positive 
and CO:::- IDAb as negative controls. Bars represent mean ± SE. 
(B}ldent::aipauemsofC018amiCD2gexpre$síononTlympho. 
cytes are ;'ound helOr!! (uppel' gmph) ltrlO after {lowCi' graph) 
exposure:.:> CD50(152·ZDll)mAbfor30 mínllt 4°C followed bya 
lO·min in~ Jbat ion at 37 oC. Resting orCDSO·bOlind T Iymphocytell 
WCfC inc'.;='Jted with ti FITC-conjugated CD18 and a phyc(lcry' 
thdn-con- .lgated CD29mAh. Simultaneou$ detectíonofCD18 lmd 
CD29 sú~;ce expression was assessed by !low cytQme!ry as 
describe>! :;¡ ¡he Sect. 2.4. Afler a 30·min íncuhation al ;>7°C. l! 
~im¡¡ar CD:-jígura¡iQll \Vas ohtained (data 1l0t shown). 

Resultats: Capital III 

CDSO {iCAM-3) increases IJ'mpl1ocyte ill!egnll fUllctíün B79 

3 Results snd discussion 

3.1 COSO mAb ¡ncrease T IYlIlllhocytc adhcsion to 
TNF-stinudated HUVEC 

Resting T lymphocytes adhered poody to TNF-stlmulated 
HUVEC. CDSO mAb treatmetít of T iymphocytes induced 
a twofold inct'ease in adhesion toTNF-stimulated HUVEC. 
The increment in binding prometed by CDSO mAb was 
similar lO that induced by C03 mAb and lesser than that 
induced by PMA (Fig. lA), Among Ihe CDSO mAb tested, 
152-2Dll was Ihe most active in this system. T-derived ceH 
lines MOLT4 and CEM exprcssing high !cve!s of COSO 
(JCAM-3) {21, 22) exhibíted a much higher leve! ofbaseJine 
adhesion ~han rcsting T iymphokytes but that Was also 
increased 1.5-2·fold by CDSO mAb (data 1101 showo). 

Although CDSO (ICAM-3) can be expressed on sorne 
endothelium {12}, it was no! expressed on HUVEC uoder 
the stimulatory cooditions of OUT experiments (TNFu for 
6 h) asassessed by fiowcylometry (data notshown) aoá in 
agreement with previousíy published data fió, 19j. No 
known liganó for COSO (ICAM-3) exists on HUVEC and 
no counter-receptor other tlmn leukocyte integrin LFA-l 
has beeo idel1tified so far, Therefore, it seems unlikely that 
increased adhesion results from a direct effect oí CD50 
mAb 00 the CD50 (ICAM~3) molecule by modulating its 
affinity. 

CD50 (ICAM.3)-induced adllcsion persisteú whcn LFA­
l/ICAM-l and VLA-4fVCAM·l adhesion pathways were 
separately inhibited by the presence of bloeking CD18 or 
CD49d mAb, respectively (Fig. lA). CDSO (ICAM-3)­
stimulated adhesion was no looger apparent when both 
adbesio!) pathways weresimultaneously blocked (Fig. lA). 
Basea on these observations, the ll'ypothesis that COSO 
{ICAM-3)·induced adhesion could be indirectJy meáiated 
by an ¡nerease in integrin expression andlor functlon was 
raised. As shown in Fig. lB, exposure to CDSO mAb under 
the same conditions establishcd for the adhesioo assays to 
HUVEC and ECM proteins or peptides, díd not modify 
surface expre~"ioo of total Iymphocytc fU or ¡ote­
grins. 

3.2 CDSO mAb ¡ncrease T Iympho<lyte adhesionto 
fibronectin and functionally active 
fibronectln-derived synthedc peptides 

We uext evaluated (JI integrin itmction by testmg the effect 
oi COSO mAb on T iymphocyte hinding to extraceUular 
matrix proteins. CD50 mAb stimulated adhesioll to fibro­
nectín aproximately two-fold (Fig. 2). Binding to lan1inin, 
colla gen IV, al1d colla gen 1 was also increased by CDSO 
(rCAM-3) mAb but to a lesser e.xtent (data not showo). The 
C050 (ICAM-3)-stimulated increase in adhesion \Vas 
always iess intense timn that promoted by PMA (Fig. 2). 
UnHke adhesion induced through otile. immunoglobuHn­
like surface molecuies such as CD31 [251, CD50 (rCAM-
3)-induced binding was not tf;;1l1sient und persisted UP!O 30, 
60, 120 min ¡¡nd 24 h (data no! shown). CDSO (reAM-
3)-induced adhesion was m¡¡inly VLA-4 aud VLA-S 
mediated sluce COSO mAh wefe unable to revcrse simul­
[aneGUS b!ocking oC thesc integrins (Fig. 2). COSO (ICAM-
3) was aisQ unab!e to induce adhesion whcn integrlns Qf the 
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ResUng 
PillA 
C050 

C049d 

C049d'C050 ==;;--__ 

CO.9d.C04S<o 
C049d.C04_C050 

C029 
C029.C050 

C018 

T Lymphocy1e Adhesion 10 Rbn:mectln (%) 

Fi¡;urd. CD.:'O (I52·2DII) mAb enhances T Iymphocyte adhe~ 
sioo 10 fíbroncctin. T Iymphocytes \Vere ineubated with the indio 
cated mAb una adhesioll lO fibronectin was $ubsequently tested. 
Yalues are mc:ms ± SE. 

h' • (lRGOSPC 
fl!!$llng, O EILOVPST 

COSO (101·'02) : ¡.-. 
coso (140-11) , ~' ¡-. 

COSO (jS2.~On) , h\ 
152.2011 • CP49d , ~ 
152·2011 • <;0490 : }--4 

PMA ~ , , 
o 10 29 30 40 so ro 

T lymphocyle Adhesíon (%) 

Figuri! 4. Coml'3rative cffee! ofCD50mAb 101·1D2, 140.11, and 
152·:D I1 on T lympoocyte binding lo fibronectin·derived synthet· 
ie peptides EILDVPSTand GRGDSPC at30 ng/well. Specificilyof 
binding is 500\\'n by inhibition wi!h bloeking CD49d and CD4ge 
mAh. respeelh'cly. 

fH family werc interfered with a CD29 antibody blocking 
Ihe common 131 chain (Fig.2). However, CD50 mAb 
partiaIly re\'crsed the inhibition achieved by either anti-a4 
or ami-a5 scparately. As expected, CD50-induced adhe­
sion tú fibronectin WaS not reduced by blocking 132 integrins 
with a CDlS antibody (Hg. 2). 

The effect of CD50 (ICAM-3) on VLA4 and VLA~5 
integrín function waS inclividually studied by testing adhe­
sion tú fibroncctin-derived synthetic peptides. EILDVPST 
peptide from ¡he CS·] region of the alternatively spliced 
connecting segment oi fibronectin and containing Ihe 
mínimum LDV {Leu-Asp-Val) sequence required for cell 
adhe$lon {5. 26. 27J, waS used to test VLA-4 function. 
GRGDSPC ~cptide with Ihe RGD (Arg~Gly-Asp) ceU­
bindíng sequ;":1ce p, 5, 27] was employed 10 3n31yze VLA­
S a,:tivity. CDSO (ICAM-3) induced adhesion to both 
pep(iJ~s (Fig, 3). The specificity of binding was confirmed 
by inhibiting :::dhesíon with anti-a4 and anti-có blocking 
amib,1dies. re;:.pectively. Among lhe three CDSO mAb 
tesleJ. 152-:D 1i exhibited tlle highest stimulatory activíty 
(fig. +). 
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Figure 3. T lymphoeyte adhesioll to fíbronectln-derived s)'nthetic 
peptides GRGDSPC (squares) and ElLDVPST (cirdes) in the 
prcsenee (fiHed symbols) or in ¡he absence (apen symbals) ()f CD50 
(l52-2Dll) mAb. Al! points represent mean ± SE. 

NoI Trnnsfected 

nomA!> 101.102. 
14().11 

152.2011 

152-2011+ C054 

PMA 

fnerease In l' Lymphoeyte Adhesion 
lo CD54 (ICAM·1) Transfectanls (%1 

S\Xl' 

Figure 5. CD50(lOt·lD2, 140-11 and 152-2011) mAb-stimulatcd 
b¡nding of T Iymphocytcs 10 CD54-!CAM·¡ transfcctanlS. Atlfle­
sion of res¡ing and CD50.slimulated lymphoeytes lo no! tfans­
feetcd ce!!, was simihlf. Bars represen! means nf dupricalC 
wel!s. 

3.3 CDSO (ICAM-3) ¡ncreases T Iympbocyte adbesion to 
ICAM-l+ CO$.7 transient transfectants 

Since OUí adhesion experiments te HUVEC suggested that 
CD50 mAb inerease 132 integrin funetlan on resting T Iym­
phocytes, we tested lhe ability of CD50 mAb to induce 
adhesion ofT Iymphoeytes 10 ICAM-1. As shówn in Fig, 5, 
CDSO mAb stimulated adhesion of T Iympllocytes to 
COSo? cells transiently transfected with CD54 (ICAM-l) 
cDNA. The specificity of {his interaction was confirmed by 
the lew leve! of baseline adhesion of restíng or CDSO­
stimulated Iymphocytes 10 non-transfected COS-7 and by 
blockíng adhesíon to transfected cells with a CDS4 (ICAM-
1) mAb. Recently, other investigators have shown that 
another CDSO mAb (HP2/19) is able lo induce T Iympho­
blast adhesíon lO immunoaffinity purified lCAM-l 1281. 
Our results support that íi2 integrin function is also 
stimulateu by CDSO mAb in resting T Iymphocytes. 
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Figure 6. Homotypic aggregation induced by C050 mAb. PBMC 
were incuhated in flat·bo!tom 96-well platel', in lhe absence orin the 
prescnce "f mAh as descríbed in lbe Sect. 2.6. Pictures were taken 
at ~ da~~. (A) Resting PBMC, (B) aggregation obtained with 
152-201, mAb. (C) dusleríng induced by 140-11 mAb, (O) 
aggrega;¡,1n achieved by 101-102 mAb, (E) inhibition oC 152· 
2Dll-in':uccd aggregation by C018 and (F) C054 mAb. Absence 
oí inhibi:ion of lS2-2011-induced cIustering by C029 (O) or 
CD49d , H) mAb. 

3.~ CD::O mAb promote Iympbocyte bomotypic 
aggregation 

\Ve oex! tested the integrio-stimulatory effect of COSO 
mAb on homotypíc adhesíon. another model oí cell-cell 

Table 1. PBMC homotypic aggregatíon triggered by COSO mAl> 

Exp. no. Z 3 

:\0 Ah O + O 
101-102 ++ +++ () 

HO·l1 ++ +++ O 
lS1<tDl : +++ ++++ {} 

interaction. Incuh,lIio!l oí FilMC or enriched T ccll popu­
lalioos with CDSO rcsul!ed in homotypic aggregation 
(Fig. 6B-D). Clusteriog began to be slightly apparent 
within hours, was fully developed 3-4 days (ntel' and 
persisted for up lO 7 days. 1hble 1 shows the intensity in 
aggregation achieved by various antibodtes in dinerent 
experiments evaluated on day 4. Variabílit)' in response to 
CDSO mAb among different donors was observed through­
out this study and ¡his fac! was particular!)' evideot in the 
homotypic adhesion studies. COSO (ICAM-3) alone was 
able to induce aggrcgation in t\Vo out of tluee experiments 
performed with resting T Iymphocytes and in three out of 
seven done with PBMC, al! from differcnt donors. Howev­
er, CDSO (ICAM-3) invaríably promoted a substantiaI 
increase in the low-Icve! aggregation obtained with subop­
timal concentl'ations of PMA (1 ng/ml). Other investiga­
tors have recently shown that otller CDSO mAb (HP2/19 
and CBR-IC31l) rapidly induce T Iymphoblast hornotypic 
aggregation. Thken together. these data suggest that CD50 
(ICAM-3) probably requires some degree of baseline 
activation to be functionally operative. Tite transmembrane 
and intracytoplasmicdomain of CD50 (lCAM-3) is (he least 
conserved regían when compared to its homologues ICAM-
1 and ICAM-2 [17-191. It has several serine residues, and 
we have previously shown that COSO undergoes phospho­
rylation upon activatíon with phorbol esters [22,29}. 
Although this point deserves further investigation, the 
consistent ability of CD50 to increase the slight aggregation 
induced by suboptimal concentrations oí PMA suggests 
that CDSO requires phosphorylation to be fUl1ctionaUy 
active in homotypíc aggregation. 

As expected, CDSO (ICAM.3)-induced homotypic adhe­
sion was inhibited by blocking LFA-l, its koown ligand 
(Fig.6E). Substantial inhibition was also achieved with a 
blocking CD54 (ICAM-l) mAb (Fig. 6F). These results 
suggest that COSO (TCAM-3) induces aggregation by 
activatíng LFA-l function and, therefore, by stimulating its 
bíndíng to CD50 (ICAM-3) itself 00 the apposing cell and to 
other counter-receptors such as rCAM-1 or ICAM-2 
(Fig.6). The observation that CD50 mAb 140-11 also 
induces homotypic c!ustering further supports this concept 
since it has heen shown to inhibit bínding of rCAM-3 
tmnsfcctants tu puríficd LFA-I [2Q. In contmst, CD50 
(ICAM-3)·induced aggregaiion was not inhibited by block­
ing CD29 and CD49d mAb, suggesting that COSO (ICAM-
3)-induced c1usteriog is independent of the ~l integrin­
induced homotypic aggregation pathway whích operates 
through 3till incompletely defined interactions PO}. 

4 5 6 7 

O O O O 
O O O O 
O {l O O 
(1 +++ {} O 

CD; +++ ++++ +++ +++ +++ ++ NO 
P~!Nj +++ ++++ +++ +++ +++++ +++ ++++ 
P~IAl'j o¡+ ++ + ++ + + ++ 
P~IA~I - . ") 1)_ ++++ +++++ 1'+ +++ ++++ ++ ++ 

al 1'1\1.-\ 10 ng/ml. 
bi 1'1\1.-\ 1 nglrnl. 
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4 COllcludlllg remarks 

In summary. oU!' data demoftstrnle tltat CDSO mAb are able 
tu sttmulate ~ 1 aOO f;2 integrin fuoction on T Iymphocytes. 
Tbis merease in l.'1tegrin l1'lldh:y did not t\eS\llt from an 
inerease in surface expresslon sioce Haw eytometry pro­
vided identical pauerns oí eD 18 and CD29 expression after 
incubalion with CDSO mAb al !he times tested in Ildltesion 
studies. Our findings support ¡he idea ¡hat CDSO (lCAM-3) 
ael:;, nOI (mly as a counter-fl:~ceptor for LFA-l but it is ¡¡selí 
a func¡looaUr relevan; sign;¡¡Ung mole1::ule {liJ. Our exper­
imerns [321 indicate that se,veral CD50mAb induce tymsine 
pbosphor}'!atioo .. 00 increase cytosofic 0.2+ eoncentnltkm 
in CD5Q.expresslng ceH ¡¡n~s, PhosphorylatiQo evenls sud 
¡nerease ín intracellular Ca~+ leve!s have previously been 
demons!rate to activate Iymphocyte integrln function 
15. 14,331. 

A number of T lympOOcyt~surface molecules llave been 
snown to €ncrease either fU Or 112inregrin .activity 01" OOth. 
Tbese ¡neiude CD3·TCR f31, CD31 {2'i], and a variet}' uf 
cú·stimulatory molecules such as CD2 fU}. CD28, and 
CD7 f14J. CD50 (ICAM·3) is unique in tha! it stimulates 
adhesion phenomena in which it is itself inv(,)!ved as a 
counter-receptor for LFA·l in the adjoining cel!. Assumíng 
lhat CDSO mAb mimic triggeting of signal tr,ansduction 
tlm:mgh CDSO (ICAM-3) by its Ugand, biclirectional LFA­
l-lCAM--3 imeractioos \JO adherent ceBs may fead ta 
positive feedback, progresslvely reinforcing tile $trength of 
adhes!"n and stimulating a cascade of adhesion events. 
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4.4.-

Resultats: Capitol IV 

PAPER DEL C050 COM A MOLECULA 

TRANSDUCTORA DE SENYALS: 

LA ESTIMUlACIÓ A TRAVÉS DEL CD50 (lCAM-3) 

INDUEIX EN LA LíNIA JURKAT LlMFOBLASTOIDE T 

LA MOBILlTZACIÓ DE CAlel 

I LA FOSFORILACIÓ A TRAVÉS DE 

LES PROTEIN-TIROSIN-KINASES 

p59fyn I p56/Ck • 

4.4.1.- RESUM. 

L'augment de I'afinitat de les integrines limfocitaries P1 i P2 com a 

conseqüencia de l' estimulació del CD50, ens va assenyalar que aquesta 

molecula d' adhesió tenia també una capacitat estimuladora ens els Iimfocits 

T. A partir d'aquesta idea, ens varem proposar estudiar les vies de transducció 

de senyals que emprava el CD50, el tercer lIigand del LFA-1, per assolir 

I'estimulació ceHular, especiaIment en els limfocits T, donat que com a ICAM-

3, hom havia suggerit que podia vehicu'litzar les primeres fases de la res posta 

immunitaria. 

Varem escoUir per a fer-ho el model de ceHula T que constitueix la línía 

limfoblastoide Jurkat, i varem analitzar els processos bioquímics que 

acompanyaven I'estimulació d'aquestes cel'lules amb els diferents AcMos anti­

CD50 que disposem. Així, després d'incubar les ceHules amb l'anti-CD50, i 

entrecreuar-Io amb serum policlonal de cabra contra immunoglobulines de 

ratolí (GAM), varem detectar un increment en la concentració de calci 
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CD50 i la resposta immunit~ria 

intraceHular ([Ca2+J¡). Aquest increment és sostingut í es deu fonamentalment 

a ¡'entrada de Ca2 + del medi extraceHular. A més a més, la coestimulació amb 

C03 incrementa el senyal, i a la vegada, es pot dir que hi intervenen certes 
-

vies de fosforilació en tirosines. Aquestes dades junt a les obtingudes 

mitjan9ant la immunoprecipitació, després de I'estimulació del COSO, de 

proteYnes amb fosfotirosines, i les proves d'activitat kinasa in vitro, suggerien 

que les Protein-Tirosin-Kinases (PTKs) podíen estar implicades en fes víes de 

transducció de senyals que vehiculen I'estimulació a través del COSO. Oe fet, 

I'estudi de j'activitat kinasa in vitro mostrava que existeix una activitat 

fosforilant en tirosines de manera associada, pero no intrfnseca, al COSO. Per 

últim, mitjant;ant I'ús d'antiserums específics anti-fyn i anti-Ick, varem 

demostrar de manera clara que ambdues PTKs, p561ck i pS9fyo
, eren co-

immunoprecipitades amb la molecula COSO. 

A I'anex, es detallen altres experiments, fets en paral'lel amb als estudis 

de ¡/artie/e, que demostren que I'estimu!ació de les ceHules Jurkat a través del 

COSO és capa9 d'induir I'aparició de la cadena a del receptor de la IL-2, i, en 

presencia de PMA, produir fa síntesi de la IL-2 propiament dita. Així la inducci6 

d'aquests dos ben coneguts marcadors d"activació, ens permeten afirmar que 

és possible produir un cert grau d' activació ceHular a través de l' estimulaci6 

del COSO. 

Totes aquestes troballes suggereixen que la interacció del COSO amb 

el seu IIigand natural (LFA-1), condiciona un conjunt de processos 

estimuladors importants per a la ceHula T f que indueixen a pensar que el 

C050 juga un paper clarament actiu en el processos d'activació que 

acompanyen al reconeixement antigenic. 
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4.4.2.-

Resultats: Capitol IV 

ARTIClE. 

CD50 (InterceIlular Adhesion Molecule 3) Stimulation 
Induces Calcium Mobilization and Tyrosine 
Phosphorylation through p59fyn and p561dt in Jurkat T 
Cell Line 
By ManeI Juan. Odette Viñas, M. Rosa Pino-Otín, Lourdes Places. 
Eva Martínez-Cáceres, Juan J. Barceló, Agustí Miralles, 
Ramon Vilella, Miguel A. de la Fuente, Jordi Vives. Jordi Yagüe, 
and Antoni Gaya 

Prom ¡he Servd á'lmmunotogia. Hospital Clínic, 080J6 Barcelona, Spajn 

Summnry 
The leukocyte aifferentÍlltion antigen, CD50, has been recently identified as the intercellular aabesion 
molecule 3 (ICAM-3), tbe third counter-receptor oHeukocyte funcnon-associated antigen 1 (LPA-l). 
This molecule seems to be specially ¡nvolvea in tbe aahesion events of tbe initial phases of the 
immune response. To characterize the role of CDSO in leukocyte interactions, the difterent molecular 
events ¡naucea after cros$·linking of CD50 on T cell-aeriveaJurkat cellline have been analyzea. 
When cells were incubated with ann-CDSO mAbs and cross-linked with polyclona! goat anti-mouse 
immunoglobulins, a ríse in intracellular calcium concentration ([Ca2+]¡) was observed. This 
increase in {Ca2+)¡ was mainly due to the uptake of e.xtraceUular Ca2+. This Ca2+ flux involved 
tyrosine phosphorylations ano 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 CDSO transduction pathways. 
By using speci6c antisera, the presence of p56kk and pS9fyn protein tyrosine kinases (PTK) was 
dearly demonstrated in the CDSO immunoprecipitates. These fmdings suggest that the interaction 
of CDSO with its naturalligand (LFA-1) may result in T Iymphocyte activation events, in which 
CDSO could playa very active role after antigen tríggering. 

T he ¡mmune system, composed of recirculating cells. uses 
a dynamic and comp!ex group of membrane molecules 

¡nvolved in cell-cel! interaction mecharusms that are related 
at aifterent aegrees to antigen-dependent proliferation (1). 
These íntercellular interactions are aIso especiaUy relevant in 
severa! steps oE inHammatory and imrnune responses. Among 
these steps. functions such as lymphocyte traffic between Iym­
phoid organs and the bloodstream, lymphocyte migratíon 
to si tes of injury, and antigen recognition are to be induded 
(2). Intercellular adhesíon is mediated by many difterent mol­
ecules, CDSO being a molecule that plays a prominent role 
in cell adhesiveness. This molecule has recently becn 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 functiofl-associated antigen 

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

CDSO (ICAM-3) was described as a 120-kD. highly ex­
pressed. and hematopoietically restricted leukocyte surface an­
tigen during the IV Internationa! Workshop on Human Leu­
kocyte Difterentiation Antigens (7). beíng originaUy defined 
by two mAbs (101-1D2 and 140-11) that were produced and 
characterized in our laboratory. The mitia! aescription of CD50 
mAbs inhibiting allorecognition (6) suggested that CDSO 
couId be a relevant molecule involved in leukocyte interac­
tions. The finding that CDSO hecame rapidly and transiently 
phosphorylated on serine residues (8) upon stimulation eí­
ther by PMA or T cell receptor cross-linking suggested a 
biochemical regulation of its function. The analysis oC CD50 
cDNA clones (9-11) showed the highest homology with 
ICAM-l and ICAM-2. espedally in their extraceUular do­
mains. However, comparison of the intracelluIar regions 
showed a low sirnilarity. suggesting a ditfcrent function far 
the intracytoplasmic dornain of each dilferent ICAM mole­
cule (9. 11). Indeed, five serine residues in CD50 cytoplasmic 
regio n are, probably, the resiaues that become phosphorylated 

I Abbnviark"fS litcá itr tltis paptr: (Cal< Ji, iñtracellular cataum concentra­
tion; GAM. goat anti-mouse immunoglobulíns; ICAM, intercellular 
adhesion molecule; IP). o-myo-inositol l,4.5.-trispbosphate; LFA-l, 
leukocyte--mociated antigen 1; PKC. protein kinase C; PrK. protein 
tyrosine kiru.s<:. 
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in CDSO mCllccu!c after protcln k ¡llase C (PRC) stimulatkm 
inclueccl by PMA or cm (8). This phosphorylation eould 
be a way oí controlling a possíble CDSO function, sucll as 
the LE"·l phosphorylation in response ta phorbol ester (12). 
UnHke its homoiogous lCAM·l and ICAM-2, this !le\\' 

memÍJer oí tbe !g gene superfam¡ly is highiy expressed on 
resting lymphocytes. Thís faet strongiy suggested that CD50 
is preferentially used by lympbocytes in the LFA -l-mecliated 
binding during the lnítíal interactlons of immune recogni~ 
tion and Iymphocyte activation (5, 9). Furthermare. lu lack 
of expressíon in endothelial cdls (9, 10) leads us to assume 
that its possible role in the leuli:ocyte-endotbelial cell is indlrect. 

It has been repeatedly described that, in me ICAM·l/LFA-l 
lnternction, the LHA-l plays themost important: role in signal 
transduction (13-17). This signlll¡ng pathway through LFA-l 
ínvolves cakium mobilization. phosphoinositide hydrolysis, 
ampliEcation oC CD3-dependent IL·2 production, llnd prolif~ 
ation and enh:mdng antigen presentation in B ceUs. Whereas 
direct intraceHular signaHng pathways through LFA·l nave 
been extensivety described, tuere Me few data abont mns~ 
ducingeffects tnrough ICAM·l (lB. 19) md rCAM·2 (20), 
AU these data $uggested tnat tbe main functional ro!e·ofboth 
ICAM·ll1nd ICAM·2 was their blnding with LFA·l which 
triggered soma transduction signals that alfectoo directly other 
stimulatory surface proteins, enhandng cen activation. lE one 
considetS the high homology oC CDSO witb lGAM-! and 
ICAM,2, ana the fact that Uule is known about the funC'" 
tional involvement cf CDSº in ceU activatÍon it couid easiIy 
be assumoo Ülat CDSO, like lCAM·1 ¡¡nd ICAM-2,. would 
play on1y a sll'Condary role in signal transduction. However, 
since its Erst description (3), tue important dilferen<;es, de* 
scribed 3hove (cen distribution and cell induction. inttacyto~ 
plasmic oomain, phospnoryIation by PKC stimulation). sug­
gested that CDSO couId play a more active role in signa! 
transduction tnan lCAM-l or ICAM·2. 

To analvze tne tole of CDSO in immune internctions, tbe 
ability of~nt¡·CDSO mAbs to transduce signals into Jurkat 
cells, a T·de~h·~ cellline, was studied. In this study. dired 
biocnemical ¡¡nd cellular evidences are described showing that 
CD50 (lCAM-,) is a molecule capable oí trmsducing signals 
across rile plasma membrane of !bese censo More precisely. 
our results show a direct re!ationship between two protein 
tyrosine kin¡¡$cs (PTKs). pS6kl; and p59fyn {two Ilonreceptor 
PTRs of ¡he sn: (amily). and CDSO molecule, suggesting their 
involvement in the CDSO signaling patbway. These data con~ 
tribute ro a Pe.tter underst~nding oÍ CDSQ (lCAM-3) activa-­
tion pathw~ :ma presen! CDSO as .. new costimulato1J mQ¡" 
ecule witn a probable enhancing tole in ímmune response. 

Materials and Methods 

Amib..-J¡i!$ alld Ce11 Line. The following murine mAb to human 
antigem were t)d at the indicated concentratlons: 101-1D2 (anti­
COSO, ¡gGl) {6l: 14iHl (anti-CDSOt IgGZb) (6); 152-2D11 {ant¡" 
COSO. igGl} (3): 143-14 (COl? IgG2a) (21); RM3A5 (anti-CD54, 
19G2a) (22); n·m3 {anti-CD45. IgGIl (23); Crisol (:uní-COl. 
IgGl) (23): 124-1D1 (anti·CD7, IgOl) (24); 133-tG6 (fgM) (25); 
and nonbínding: ~Sl ascites as a control (tgGl). AlI antibodies were 

pllríñed by protetn A ¡¡!!init)' chromat{)gr"l'ny. Second step poly­
clonal goal anti-mousc 115 (GAM) (affinity purifica) was pllrchased 
from Tago. [ne, (l3urlingame, CA). P:ryr (Ab-l). al1ti-phospho' 
tyrosine (p:ryr) mAb was obtained from Oncogene Sdence, Inc. 
(Manhmet. NY). Rabbit po!yc!onal antiserum to p56k' (26) and 
p59!YO (21) were kindly providea by Dr. R. M. -Pedmutter 
(Unlversity of Washingtt)n, Seattle, WA). Tbe Jutbt T-derived 
lymphobustold ceH !lne \'laS obtained from tÍlc Europe;111 CaUee­
tion of Cultured Cell Lines (Sallsbury, UK) and was maintained 
in culture in RPMl 1640 m,,'XIium supplemented with 10% FCS. 

[CaHJ Measurements. INDO l-AM cell IabeHng was per· 
formed 3c<:ording to a standard protocol (28). Briel1y, Juent cells 
were washed twice in INDO 1 buffer A (HESS medium witb 10 
mM Hepes,. pH 7.0), munted, and resuspended at S x 1(l& 
cdlslml. The l.luore;cent Caz+ indieator iNDO l-AM (Molecular 
Probes, ¡ne., Eugeni!, OR} \'laS added to ce!! Unes to 12.5 ¡¡M. 
Mter a 30-min ¡ncubadon at 37"C. the same volume of INDO 
1 buffer B (HBSS wilh 10 mM Hepes and 5"/0 FeS. pU 7.4) was 
added and reincubated fOl 30 mil) at 37"C. Then, cells wete \'lashed 
twice wiih INDO 1 buffer e (HESS with 10 mM Uepes, 10 ¡¡M 
DNAase, aOO 5% FCS, pH ? .2). ceunted, and resuspended at 5 x 
lO' ceUslmi at room tempenture. Several minuteS bcfoce tlle nim~ 
uIation. cells were muspended at :; x lOS ceUs/ml in INDO 1 
buffer Cana maimained al 37"G. Cells were incuhated with the 
differellt mAb for 15 min, and then w3shed twice. Cross~Iinking 
stimulation of mAbs was made with a second step polyclonal GAM. 
dunng the analysis. In ~om~ <:xperlments CaC\a was omitted from 
the INDO 1 buffer C mediuro. lod EGTA 100 p.M ¡¡<lded instead. 
Arter the complete response withollt e.xtraceUulat eaz" 1Q pM 
CaCit \'laS added te tbe medium. Both~Gen¡stein:a~ Hemimycin 
A (both froro Calbiochem, !.:lJolla. CA) were used as PrK inhíbi­
ton. fu the experiments where Genistein \'laS used, Ihls ¡nhiblto! 
was added 30 min befare the analysis at 150. 75. 25. and 7.5 p.M. 
In the experiments where H<trbimycinA was med, cells were prein~ 
cubated with this PTK inhibitor 16 h befQre the assay. Both inhibí­
tors were maintained througnout the asS3j'. Fluores.;:ent measu,C'" 
mcurso were c:arried out 011 a FACStar-p1usll!> (Becton Dickiuso.ll & 
Cn., Mountain View. CA), usi.ng an argQn ion ¡¡¡ser, fucused in 
the UV (351-363 om). INDO 1·AM emiss¡ons we(1! detected at 
405/22 ~nd 485/22 nm and analyzed by Chronys software (Becton 
Dickinsoll & Co.) a software package that allows ¡he evaluation 
of tbe mean INDO l·AM violet/blue Huores¡:eoetl ratio vs. time. 

D-J!lyo-illllsitai 1,4.5 TiiSphcsphatt{lPJ) DetermiMt$OII. jurkat cells 
on HBSS medium (BSS + 50 mM Hepes + 5% FeS} werc trcated 
with 50 ¡.¡g/ml oí ¡¡UÚ-COSO (152-2Dll}, 1 ng/ml oí anti-CD3 
{positive control}. or GAM alone (negatlve control), for 20 min 
at 4<>C. ElIl:es$ antibodies were .removect by centrifugadon aná pellets 
were suspended in 1 mI of HBSS mooium with or without 20l'g/ml 
of GAM. lncubation was earried out for the indicated time and 
stepped by addition cf 200 jLl ice-eold petchloric acid 20"10. After 
a 2(}min incubation on ice, samples were centrlfuged (2,000 g) 
¡¡nd supernatants were tltrated to pH 7.5 w¡th 1.5 M KOH md 
6G mM Hepes buffer. 11'J ievels were measured v.'Ítn rps eH] amy 
system (.Amersham international. Little Chalfoft, UK) by the com­
petidon between tested unbbeled IP) and a fixed quantity oE 
fHIIP, for a bovine adrenal binoing protein with a limited number 
of bindillg si tes. 

JlP-Ortlu,lp}¡p;pbate Radi(,l14kJing ¡¡nJ P:ryr lmmllllopredpitdtictt 
Analysis. Mrer wasning twke in phosphate-free medium (20 mM 
Hepes,lO mM dextrose. 1 mM CaGl:. 5 mM RCt, 150 mM 
NaCI. 1 mM MgCl¡. 1 mM MgSO •• and 20 mM NaHCO;, pH 
7.2), 2 x 106 cells/ml were suspended in this phosphate.free 
medlum supplemented with 10% dialyzed FGS containing 500 

1748 S¡gl!~l Transduetion thmugh CDSO {lCAM-3) 
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¡.tCi/ml of [llPlorthophosphate (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 50/0 CO, 
according to a standard protocol (29). Once labeled, cells were in­
cubated for 30 min with each mAb. Excess antibodies wero! removed 
by centrifugation and pellets were resuspended in 1 mi of medium 
with 25 ¡.tg/ml of GAM. Incubation was carried out for 5 min 
and then, cells were disrupted at 4°C for 30 min in a Iysis buffer 
containing protease and phosphatase inhibitors (30). After four 
clearing cycles with an unrelated mAb plus protein A-Sepharose, 
supematants were adjusted to contain identical acid-insoluble ra­
dioactivity and incubated for 1-2 h with 10 ¡.tI ofP-Tyr (Ab-l) anti­
P-Tyr mAb. Then, Iysates were incubated for 1-2 h with 50 ¡.tI pro­
tein A-Sepharose packed beads adsorbed with a rabbit anti-mouse 
Ig serum (Dako, Glostrup, Denmark). The resulting immune com­
plexes were washed, e1uted, 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 film s with intensifying screens 
at - SO°C. For assessing molecular mas ses, a standard I4C-Iabeled 
protein mixture (Amersham Intemational) was included in the gels. 

In Vi/ro Kinase Assay. Solubilization and kinase reactions were 
performed as previously described (32), with some modifications. 
BrieHy, cells were harvested and solubilízed at 2 x 101 cells/ml 
in either 1% Triton X-lIJO Iysis buffer (1% Triton X-lOO/ISO mM 
NaCl with 1 mM sodium orthovanadate + 1 mM EDTA + leu­
peptin [10 mg/mIJ + aprotinin (10 mg/ml] + 25 mM p-nitro­
phenyl-p-guanidinobenzoate) or in 1% digitonin Iysis buffer (1% 
digitonin/150 mM NaCI/50 mM Hepes. pH 7.5. with the aboye 
¡nhibilors; digitonin was prepared as described by Oettgen et al. 
[33]). Soluble Iysates from 107 cells were incubated at 4°C for 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 Iysis 
buffer with appropriate detergent butwithout EDTA. In sorne cases, 
1 M MgCb lysis buffer was used for washing out associated mol­
ecules (3). Immunocomplex kinase assays were performed by incu­
batíon at 4°C for 15 min in 50 ¡.tI kinase buffer (150 mM NaCI 
+ 20 mM Hepes, pH 7.5. + 5 mM MnCb + 5 mM MgCh + 
1 mM ATP + 10 mCi of -y-(32P]ATP). The reaetion was stopped 
with Iysis buffer containing the appropriate detergent and 20 mM 
EDTA. Immunocomplexes were washed twiee in Iysis buffer, eluted 
in SDS sample buffer and analyzed by SDS-PAGE 8% (30). 

Phosphoamino Acid Analysis. 3'P-Iabeled proteins were electro­
eluted from excised bands of polyacrylamide gels, precipitated with 
cold acetone/NH3 (5.3:0.3) and hydrolyzed in 0_2 mI 6 M HCI 
at 110°C for 2 h. Acid-hydrolyzed samples were dried, resuspended 
in 0.2 mI H¡O, and dried again. The residue was then resuspended 
in 10 ¡.tI in eleclrophoresis buffer (pyridine/acetic aeíd/water, 
5:50:945), pH 3.5. Samples of 2-10 p.1 were spotted on cellulose­
coated platel (E. Merck, Darmstadt, Germany), next to 1 ¡.tI of 
a phosphoamino 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 ethanoI and radiolabelled phosphorylated ami no acids 
by autoradiography. 

CDSO lmmunoprecipitation and PTK (Westem) B/ot Analysis. To 
control the efficiency of immunoprecipitation, we previousIy la­
beled ceHs with !2SI. For this radiolabeling, Jurkat cells were 
surface-Iabeled with 1251 using lodogen (Pierce Chemical Co., 
Rockford, IL) (34). After labeling, 2 x 1Q1 Jurkat cells were Iysed 
in 1 mllYlis buffer (10 mM Tris-HCI. pH S.O, 150 mM NaCI, 
1 mM EDTA. 1 mM EGTA, 0.5% NP-40, 1 mM NaF, 1 mM PMSF, 
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20 ¡.tI/mI egg white trypsifl inhíbitor, 1 ¡.tg/ml leupeptin, and 1 
p.g/ml pepstatin) for 30 min on ice. Nuc\ei and insoluble debris 
were removed by centrifugation at 14,000 g for 10 min and Iysates 
precleared with protein A-Sepharose (Pharmacia LKB, Uppsala, 
Sweden). prewashed in lysis buffer. Immunoprecipitation was per­
forroed with the indicated mAb, coupled 10 CNBr-activated 
Sepharose C[,4B (Pharmacia LKB) for 1 h at 4°C, washed six times 
with washing buffer (SO mM Tris-HCl. 150 mM NaCI, 5 mM 
EDTA. pH 8.0, 0.05% NP-40, 0.05"10 SDS, and with the aboye 
inhibitors) and eluted with 2 x 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"10 SDS­
PAGE (31), and transferred by electroblotting (4 mA/cmZ) with 
glycine transfer buffer (39 mM glycine, 48 mM Tris-base, 1.3 mM 
SDS, and 20"10 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., SI. Louis, MO] and 3"10 nonfat milk protein 
in PBS) overnight at 4°C, blots were incubated with anti-pS6k~ 
and anti-p591Yn diluted to 1:1,000 in blocking solution for 1 h at 
20°C. After washing with 0.25"10 gelatin in PBS, filten 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"10 
gelatin in PBS, and the Western blots were developed using Amer­
sham's enhanced chemiluminescence (ECL) reagent (Amersham In­
ternational). 

Results 

CD50 (ICAM-3) Cross-/inking Induces a Transient Increase 
in Intracellular Calcium Levels of Jurkai Ce1ls. The ability of 
three different anti-CDSO mAbs (101-102, 152-2Dll, and 
140-11) to induce a Ca2 ' mobilization aeross the membrane 
of Jurk.at ceUs was analyzed. lt has been previously shown 
that these three mAbs recognize different epitopes of the CDSO 
(rCAM-3) (3). The results in Fig. 1 show dearly that two 
of them, namely 101-1D2 and 152-2D11, are able to induce 
a transient increase in [Ca2 'J¡ by their binding and cross­
linking to Jurk.at ceIls. whereas 140-11 does not induce any 
change. The Ca2 ' mobilization obtained with the 101-1D2 
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Figure t. CaZ' mobilization .fter CDSO cross-Iinking. Effect of anti­
CD3: Cris 7, 1 ng/ml (O-O); and three anti-CDSOs, 50 ¡.tg/ml: 152-
2Dll (t.-t.); 101-102 (.-.); 140-11 (A-A); cross-Iinked.t so s with 
10 ¡.¡g/ml of GAM. 
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mAh has always been identical ()r lower th:m the one oh­
servcd with Ihe 152-2011 mAb. The lack oE re$ponse oh­
taincd with the 140-11 mAb, even at the highc5t dose tested 
(100 Jtg/ml). confirms that this mAb and 152-2011 and 101-
m2 mAbs recognize dífferent funetional epitopes of coso 
molecule. As negative controls fo1' ca!cium mohilízation, severa! 
mAbs (RM3A5, 124-101, and 133-1G6) of different sub­
types (IgG2a, IgGl. and IgM, respective!y) recognizing 
differen! Jurkat membrane antigens have beco used. Whereas 
the binding and cross-linking of these mAb did not induce 
any detectable [CaZ- Ji iocrease, the cross-linking of CD3 has 
been used as positive c<lotrol for Ca2+ mobilization in a11 
the tested situations (data not sh<lwn). The transient increase 
in [Ca2+1í obtaíned by CD50 eross-linking is similar to tue 
effeet Qbserved by eross-linking very lew doses of á1ul-CD3 
mAb {1 ng/ml} (Fig. 1) (ar a higher dose [~10 ng/mI}, anti· 
CD3 mAb is able to induce an ¡ncrease io {CaH]i without 
cross-linking by GAM). A singular eharaeteristic of the effect 
obtained wíth the CD50 mAb was the fact tbat .although 
the maximum effect of CDSO cross-linking took longer to 
be reached than the oue obtainea by CD3 mAb. the ¡ncrease 
ofíCa1+1¡ óbserved using CDSO mAbs reached a higher amI 
more sustained platean than the plateau obtained with CD3 
mAb: CDSO effect reaehed ¡es maximum leve! at 100-120 s 
after stimuLaion (70-100 s with CD3), but it was maíntained 
at a high plateau (higher tban CD3 stimulatiól1) foe longer 
than 500 s. 

Dose-response experiments were performed using clífferent 
eoncentrations of anti-CD50 mAb (Fig. 2 A) ana cross·linking 
antibody (Hg. 2 B). The tflll1sient increase [Cal,"); was 
shown to be proportional to the amount of anti·CD50 mAb. 
A minimum effect was observed with a dose as low as 2 p.g/ml 
and the ma.ximum leve! was reaehed with ovcrsaturating 
amounts of mAbs (100 pg/ml) (Fig. 2 A). Regarclíng the 
eross-linking antiserum. the re1ative increase in fCa2+J¡ was 
proportional to rhe eoncentration used, reaching its highest 
leve! with ove:rsaturating (50 pog/ml) amounts of GAM (Fig. 
2 B). Taking all these data lnto aecount, the doses of 50 pg/ml 
of 152·2D11 and 10 pg/ml oí GAM, which were shown to 
be deady stimulating. were chosen as standard dases for all 
subsequent assays. 

Simu1tcme,ms CDl ami CDJO (ICAM-3) Cf()$s.linkJng; In. 
volt-emenl cj DíJferent Ca2+ SOIures. When Jurkat cells were 
treated simulraoeously with stirnulating coneentrations ofboth 
CD3 aud C050 mAb. plus GAM, a high increase in [Ca2+ Ji 
was observed (Fig. 3 A). The increase in [Ca2+J¡ was suarper 
than the one observed when CD3 or CD50 mAbs were used 
alone, whereas the peak of {Ca2 .. Ji reached under these con~ 
ditiom was similar te the additien of the effects of anti-G050 
and anti·C03 used separately. Moreever, the increase in 
[Ca: -Ji using both mAbs simultaneously was prolooged on 
a leve! higher than the one obtained usiog CD3 or CD50 
mAb alone. Therefore, the response to both mAh seems to 
be ¡he addition of each separated response. resulting in a global 
im;:rovement of the {Ca2"]; signaling. 

To better characterize the mechanisms responsíble for the 
effcct oC anti·CD50 mAb, Ca<+ mobilization inJurkat cells 
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Figure 2. Dose-response anal)':\is on Caz, mQb¡¡¡~1tion .(ter COSO 
~ross-linking. (A) Calcium i!1creases al dilferent concentrations oC 152-
2011: 100 (O-O). 50 (A-A), 10 (O-O). 2nd 2 (.-.) JLg/ml, eross­
linked al 50 s with 10 JLg/ml of GAM. {S, INDO l-AM levels .fter nimu­
lation witn 50 ¡<g/m! of 152-2011 with different doses oC GAM, at O s 
(.-.) 2nd 120 s (.-.) a(ter <:ron-llnking. 

Wl\S analyzed in Ca2+ -free, EGTA-containing médium before 
and after the CaCh addition (Hg. :; B). Under CaZ + -free 
conditions, a rapia increase couid be observed as a result of 
Cal + redistrihution from intraceUular stores; however, this 
effect was shorter ana smaUer than the increase observed in 
medium with Ca2+ • "file characteristic sustained plateau that 
is observed stimuJating with CDSO mAb and which is higher 
than the leve! obtained upon CD3 stimulation, disappeared 
using CaZ+ -free conclítions. Subsequent addition {Fíg. :; B, 
afTow) of CaZ" to the medium (10 pM CaClz) induced a fur­
ther lCa2+J¡ increase, as a result of the uptake of extraed· 
lujar Ca2+ _ This increase achieved a plateau as high as the 
one obtained using the medium with CaN. Al! these data 
suggest that the increase in Ca2+ obtailled by anti-CD50 
stimulation is mainly due to the uptake of extracellular 
Caz + • This extracellular Ca2 + would be responsible for tbe 
characteristic prolongation of the ¡ncrease.. whe:reby the 
Ca2+ from the internal stores wouid be responsible only lO! 
the initial ¡nerease, and even in this ease in a minor way. 

To analyze the role of inositoJ phospholipid hydrolysis in 
CDSO Ca2• mobiliz3tion. the IP3 1eve!s en stimulatedJurkat 
cells were evaluated. After C050 stimutation \Yith 152-2Dll 
aoss-linking, a slight but dear increase of IP, at 15 s (Tabte 
1) was detected; IP3 increase índuced by CDSO mAb was 
lower than the increase induced by CD3 mAb used as posi­
tive control. No IPl illcrease was observed by using GAM 
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Figure 3. Ca2+ mobilization after C03 and COSO oo-cross-linking, 
and after CD50 and CD3 individual cross-línking, in absenee of extraeei­
lular Ca2 +. (Al Additiana! effect of the costimllIation with anti-C03 
(Cris-7) and ami-COSO onJurkat een lineo Cris-7 (0-0),1 ng/m!; 152-
2011 (6.-6.). SO ¡tg/ml; and 152-2Dll + Cris-7 (.-.). 50 Ilg/ml + 
1 ng/ml; eross-linked al 50 s with 10 ,ug/ml of GAM. (B) Jllrkat cells 
were ¡timulated by eross-!inking C03 ana COSO al 50 s in ln INOO-t 
buffer C with 100 mM EGTA and witholll CaCh and Of with 10 ¡tM 
CaCl¡ was added at 300 s (atTow). Stimlllations in presence of extraeel­
luIar Ca2 + are also presenled. Ctis-7, 1 ng/m!, with (O-O) ana withouI 
(e-e) extraeeHular Ca2 + , and 152-2011, 50 ¡tg/ml, with (LI.-6.) and 
without (A-A) extracellular Cal<, eross-linked at SO s with 10 ¡tg/ml 
ofGAM. 

alone (negative control). Thus, the effect of CD50 stimula­
don on IP3 levels correlated perfectly with the initial induc­
tion of Ca2 + mobilization. This correlation could probably 
explain the intraceUular component of Ca2+ increase. 

Ca2+ Mobilization InJuced by CD50 (lCAM-3) Cross-linking 
Is Mediated by Tyrcsine Phosphcrylation. To further analyze 
the signal transduction pathway responsible for the effect of 
CDSO mAb, the role of tyrosine phosphorylation on the in­
crease in [Ca2 -J¡ (Fig. 4) was studied. Pretreatment ofJurkat 

Resultats: Capítol IV 

cells for 30 min and throughout the assay with 7.5. 25, 75, 
and 150 ttM of Genistein showed an inhibitory effect on 
Ca2 + mobilization. This inhibition was partí al at 7.5, 2S, 
and 75 JlM and almost total at 1S0 JlM (Fig. 4 A). Instead, 
the stimulatory effect of CD3 was only partially inhibited 
by Genistein (data not shown). blunting the Ca2+ increase, 
as previously described (35). Furthermore, pretreatment of 
Jurkat ceIls for 16 h with Herbimycin A at lttM also com­
pletely prevented the increase in [Ca2+]¡ induced by CD50 
mAbs (Fig. 4 B). As previously described (36), Herbimycin 
A also totally inhibited CD3 Ca2+ mobilization, although 
an ¡ncrease in [Caz+!¡ induced by A23187 ionophore was 
completely resistant to both Genistein and Herbimycin A (data 
not shown). 

Por a better understanding of the role of PTK in Ca2'" 

mobilization induced by CD50 mAb, the effect of CD45 on 
this effect was analyzed. A mAb against CD45, which is a 
molecule with phosphatase activity (37), was incubated simul­
taneously with CD50 mAb. A total inhibition on the CD50 
Caz+ increase was observed with the co-cross-linking of 
CD50 and CD4S mAb (Eg. 4 C). These data are in agree­
ment with similar observations where phosphatase activity 
of CD45 was shown to inhibit analogous Ca2+ mobiliza­
tions dependent on kinase activity (38, 39). 

CD50 (lCAM-3) Cross-linking Induces Tyrosine-Phosphorylation 
tif 33- and 40-kD-speciJic Substrates. The effects ofboth. PfI{ 

inhibitors and CD45 on CD50 induced Ca2+ mobilization 
made us analyze the pattem of tyrosiñe phosphorylation after 
CDSO cross-linking. p32.1abeled Jurkat ceHs (Fig. 5) were 
treated with CDSO mAb (152-2011) and cross-linked with 
GAM for 5 mino After immunoprecipitation with an anti-P­
Tyr mAb of the lysates, a remarkable increase in the tyrosine 
phosphorylation pattem 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. a significant increase in the phos­
phorylation of a 40-kD protein after CD50 cross-linking was 
also detected. 

CD50 (ICAM-3) mAb Coímmunoprecipitates an Associated 
Tyrosine Kinase Activity; both p56H and p59fT" PfK Are De­
tecled in Association with CD50. The immunoprecipitate oh­
tained with the three CDSO mAb were tested in an in vitro 
kinase assay. Fig. 6 A shows the pattem of phosphoryIation 

Table 1. IPJ Mobilization afier Cross-/inking of CDSO Stimulation (pmots/1tJ6 Celts) 

O s 15 s 30 s 1 min 2 min 5 mio 10 min 15 min 

GAM 0.39 0.23 0.42 0.22 0.20 0.45 0.42 0.19 

CDSO 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 

Jurht cells were incubated on HBSS medíum witn 50 Ilg/m1 of anti-CD50 (152-2011). 1 ngtml of :mü.cD3 (positive control). and GAi-A. alone 
(negative control), fOf 20 min 2t 4"C. Bxcess antibodies were removed and cells were C!oss-linked in 1 mi oE HBSS medium with 25 "g/mI of 
GAM. Incubation was carned out for the indicated times and stopped by addition of 200 ¡tI ice-cold perchlarie ¡cid 20%. Samples were tentrifuged 
and IP3 levels of the supernatants were measured with 1P3 3H may system (Amersham International). 
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Pigure. . Ca'· mobili .. tion induce<! after COSO ,timulation is in­
hibited by Genistein and Herbirnycin A tmtrnent and after co-cro,s-linking 
of COSO .nd C04S. (A) Inhibition effect of Geni,tein at O (.-.). 7.5 
(e- e). 25 (O-O). 75 (O-O). and 150 (l>-l» ¡LM in COSO ,timula­
tion . (B) Inhibition effect of Herbimycin A at O (e-e) and 1 (O-O) 
¡LM. (C) Inhibition effect of co-cross-Iinldng with anti-C04S (72-503) 
. nd anti-COSO (152-2011). 152-2011 (.- .). so ¡Lg/ml; 72-503 (O-O). 
50 ¡Lg/ml ; 152-2011 + 72-503 (A- A) . 50 ¡Lg/ml + 50 ¡Lg/ml; eross­
linked at 50 s with 10 ¡Lg/ ml of GAM and (O-O) only GAM. 

obtained when 1 % Triton X-lOO was used as detergent. A 
speci6c phosphorylation of a 31-kD molecule was observed, 
con6rming the presence of a kinase activity associated with 
the CD50 molecule, contrasting with the lack of phosphory­
lation aner immunoprecipitating with a negative control mAb 
(anti-CD27) . In addition, we had previously shown that 
washing in 1 M MgCh is able to eliminate al1 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 MgCb 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 Jurbt celIs Iy .. tes ,timu­
lated by COSO. with anti-P:¡yr. 
Jurbt colls were incubated with 
["P)orthophosphate for 3 h and 
stimulated by 152-2011. COSO 
Qane 1). Cris-7. C03 Qane 2) and 
PMA Qane J). Lane 4 shows basal 
phosphorylation without stimu-
lation. COSO eross-linking in­
duces tyrosine-pho'phorylation of 
33- and <IO-kD-speci6c substntes 
(a=) . 

subjected to phosphoamino acid analysis which showed a phos­
phorylation on tyrosine residues (Fig. 6 B). To further con6rm 
these results, an in vitro kinase assay with 1"10 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 MgCb solution (F!g. 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, p561ck , and p59fyn. 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-lck and anti-fyn rabbit antisera. 
Fig. 7 shows that CD50 mAb coimmunoprecipitated both 
a 56-kD lck protein and a 59-kD fyn PTK. 

Discussion 

Identi6ed as ICAM-3, an adhesion molecule involved in 
the initiation of immune responses, the role of CDSO seems 
restricted to being a new counter-receptor ofLFA-l, a main 
molecule in leukocyte interactions (1, 2). In spite of the resem­
blanees to the other ICAMs, important CDSO 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, CDSO (ICAM-3), is able to transduce signals in 
a T cellline. One of the most outstanding characteristics of 
this signal transduction is the Ca2 • mobilization. Assays 
using CDSO and CD3 mAb cross-linking (Fig. 1) allowed 
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Figure 7. Westem blot anal}'1is of COSO immunoprccipita~ with rabbit 
polydona! antiserum to p59fyu (A) and p56kk (B) . Totall}'1ate ofJurht 
Oane 1); irnmunoprecipitates of 101-102 (COSO.lane 2).152-2011 (COSO. 
laneJ), 140-11 (COSO,land). and 143-14 (C027,lane5, negativecontrol). 
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Figure 6. Kinase activity moci­
ated with irnrnunoprecipitates of 
COSO. (A) In vitro kinase assay of 
irnrnunoprecipítates from Triton 
X-lOO l}'1ates: 143-14 (C027; nega­
tive control, lane 1); 101-102 
(COSO, lane 2); 152-2011 (COSO, 
lane 4); and 140-11 (COSO,lane 6) . 
COSO immunoprccipita~ weTe also 
analyzed after wasbing out with 1 
M MgCh: 101-102 (Iane J); 152-
2011 Oane 5); and 140-11 (lane 7) . 
A",,", shows a 31-kD phospbory­
lated molecule. (B) Phosphoamino­
acid anal}'1is of a 31-kD molecule 
(P31). (C) In vitro kinase assay of 
COSO immunoprecipitates from 
digitonin Iysates: 124-101 and 143-
14 (C07 and C027 respectively; 
negative control •• lanes 1 and 2); 
101-102 (COSO.laneJ); 152-2011 
(COSO.lane 5); and 140-11 (COSO, 
lane 7) . COSO immunoprecipitates 
were also analyzed after wasbing out 
with 1 M MgCh: 101-102 (Iane 
4); 152-2011 (Iane 6); and 140-11 
(lane 8). A""",s show two phos­
phorylated rnolecules, prohably cor­
respondíng to autophosphorylation 
of Ick and fyn PTK. 

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

Regarding the factors that regulate Cal + mobilization, 
from the results presented in this paper, it appears that both 
IP3 metabolism and phosphorylation are playing a role. 
Taking into consideration both, the IP3 increase and the 
CaZ + mobilization from the internal stores, it appears that 
the low participation of the intracellular stores could be as­
sociated with the low levels of IP3 observed after CDSO 
cross-linking. Furthermore, the complete blockade of Ca2+ 
uptake in the presence of PTK inhibitors (Herbimycin A and 
Genistein), suggests that a PTK activity could be associated 
with CDSO. In addition, in vitro kinase assays of CDSO im­
munoprecipitates showed the presence of a kinase activity as­
sociated with CDSO rather than inherent in the CDSO mole­
culeo Moreover, a PfK stimulation was also responsible for 
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a very important increase of toe tyrosine phosphorylation (lf 
severai substrates induding a 33- aná a 4Q-kD proteios. 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 specillc antisera against two well· 
characterized PIKs. p56kk, and pS9fyn, suggest that both ki­
nases could be involved in CDSO signaling processes. This 
double aS$ociation could explain two phosphorylated bands 
present in the pnosphorylation pattero of in vitro kinase assays 
developed in digitonin detergent conditions. As was previ­
ously described, fyn and Ick PTKs generally become au" 
tophosphorylated upon activation (32, 40). Thu$, their pres­
ence, on an immunoprecipitation, is detected as phosphorylated 
molecules when a in vitro kinase assay is performed (Pig. 4 
C. arrows). Although a delined membrane molecule has usu· 
ally beeo associated exdusively with one of the two PTKs, 
the simultaneous association of both kinases has also been 
described with TCR-CD3 (42), CDSS, a phosphatidylino­
sitollinked membrane protein (43), and also recently with 
CD2 (44). These data raise the question about the different 
roles played by p56kk and p59fro. However, taking into ae­
count the differential expression of these PIKs on the hema· 
topoietic cens, a different PTK assodation of CD50 on the 
different hematopoietic lineages could easily be assumed. In 
this context, ehe broad distribution of CDSO molecule could 
imply a different functional role of CDSO in each kind of cell. 

How CDSO interacts with both PTKs is one of ehe most 
interesting aspects ta be analyzed. In the absence of ex-­
perimental data, we could assume that the intracytoplasmic 
domain is responsible for CD50 bindiug with both PTKs. 
The intera\;tion between CDSO and the different PTKs could 
be regulated through CD50 serine phosphorylations, in a 
similar way as the one that has been described for CD4 mol­
ecule. CD4, like CD50, presents tbree phosphorylated serioe 
residues when T cells are activated by antigen or phorboi 
esters (45). These serine$ are placed next to the pS6H rec­
ognition sice in the CD4 molecule (46). However, the char· 
acteristic cysteine motif (46) oflck-CD4/CD8 interaction is 
not present in CDSO. Likewise, an indirect association oE CD50 
with a multimolecular complex formed by the an~igen re­
ceptor, CD4 oc CD8, HLA. CD2, and CD5 (47) couId not 
be ruied out. Moreover, we have observed that when CDSO 

mAb are Co-ctoss-linked with CD45 mAb, the functional 
effects of CDSO are abrogated (Hg. 4 C). That means mat 
the fuoctioo of the CD50-associated PTKs seems to be regu­
lated by CD4S phosphatase. 

It is important to poine out that the CDSO signal trans­
duction capacity, desctibed in this paper (Caz. mobilization 
or PTK activity induction), is cleady observed by using botn 
101·1D2 and 152-2D11 mAbs. Tnese two mAos recognize 
two different CDSO epitopes not related to LFA-l bindíog 
(3). In contrast, the mAl.; 140-11, which recognizes an epi­
tope critical for LFA-l binding (3), has been shown to be 
unable to transduce signals in the assays used io this smdy. 
In any case, all three CDSO mAbs used were able eo coim­
munoprecipitate PTK activity as well as p56kk aná p59frn. 
Taking into accoune that certain differences in the affinities 
of the mAb have been observed (lS2-2Dll>lOHD2>140-
11) Uuan, M., unpubliShed observation), mese diffetences 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 
101-102 and 152-2Dll mAos on CD50 molecule are neces­
sary to induce intraceUular signaling. A similar situation has 
been previously described with other differentiation antigens 
such as CD2 (48) and CD45 (49), where, depending on the 
epitope recognized, a different functional effect was observed. 

It should aIso be noted that che transduction of signals 
could be a bidirectiona! proces!, where the binding of CDSO 
to its counter-receptor, LFA-1, would trigget ooth molecules 
to send ¡ntracellular signals that would help in the ceU aro­
vation process. It has aIso been observed that CDSO cross­
linking induced CD25 expression and IL-2 production after 
PMA stimulation Uuan, M., M. R. Pino-Otín, and E. 
Martínez-Cáceres, unpublished data}. Furthermore, experi" 
ments carrled out recently in our laboratory, concerning the 
role of CDSO in lymphocyte-endothelium adhesion and homo­
typic aggregation (50) showed that CDSO stimulation ís able 
to enhance (j1 and (j2 integrin function in T lymphocytes. 
These data, together with ehe data described in this paper, 
strongly suggest that CDSO (ICAM-3) is not only a counter­
receptor for LFA-l, but it is also by itself a functional1y rele­
vant signaling molecule. 
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4.4.3.- . ANEX: RELACIÓ DE L'ESTIMUlACIÓ CEl·lULAR DEL CD50 AMB 

LA INDUCCIÓ D#EFECTES CEL'LUlARS QUE EVIDENCIi'N 

ACTIVACIÓ. 

4.4.3.1.- fNTRODUCCIÓ: 

En paraHel a les dades presentades en aquest article, varem ana1itzar 

I'efecte que I'estimulació amb C050 produ'ia a nivel! de certs marcadors 

ceHulars d'activació. Aixf, emprant la mateixa línia ceHularT (Jurkat), varem 

mesurar l' efecte activador de l' entrecreuament del C050 emprant dos ben 

documentats marcadors d'activació cel'lularT, la producció d'll-2 i la inducció 

de la cadena a del receptor de la IL-2, també anomenada C025. 

4.4.3.2.- MATERIAL I METODES: 

4.4.3.2.1 Immunofluorescencia (lF). 1 milió de ceHules Jurkat varen ésser 

incubades durant 20 min a 4° C amb 50 pg/ml deis diversos AcMos antí-C050 

(15 2-2D11, 101-1 D2 i 140-11 L 100 ng/ml d'anti-C03 (Cris-7) [231, o sense 

cap AcMo. L'exces d'anticós va ser rentat per centrifugació i els peffets 

ceHulars van ser resuspesos amb 1 mI de medi de cultiu amb 10% FeS amb 

o sense 10 pg/ml de GAM. Es varen incubar les cel'lules així tractades durant 

72 h. L'expressió en superfície del CD25 s'analitza per IF directa: després d'un 

rentat amb tampó d'IF (PSS+2% FCS+O,1 % NaN2), les ceHules varen ser 

tractades primer amb concentracions saturants de serum de ratolí (per a 

bloquejar les interaccions amb els lIocs d' unió romanents del GAM unit) durant 

15 min a 4°C, re-incubades per 30 min més amb anti-C025PE
, rentades dos 

cops más, amb tampó d'IF i analitzades amb el citofluorímetre FACStar-plus 

{Secton Dickinson, Mountain View, CA}. 

4.4.3.2.1 Producció d'IL~2. 1 milió de ceHules Jurkat varen ésser incubades 

amb 50 pg/ml deis diversos AcMos anti-C050 (152-2D11, 101-1 D2 i 140-11) 

o 100 ng/mi d'anti-C03 {Cris-7}, durant 20 min a 4°C. L'excés d'anticós va 
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ser rentat per centrifugació i €lis pellets ceHulars van ser rasuspasos amb 1 mi 

da madi de cuitiu amb 10% FeS amb o sensa 10 pg/ml de GAM, i en absencia 

o presencia de 10 ng/ml de PMA (Sigma Chemical Ca, St. Louis, MO). Es 

varan incubar les ceHuies aixi tractades durant 24 h i es va mesurar la 

producció d'fL-2 utUitzant un kit d'enzim-immunoassaig (lmmunotech. 

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

SI expressen amb pg/mt 

4.4,3.3.- RESUl TATS: 

Ventrecreuament deis anti-CD50 8mb GAM sobre ceHules Jurkat va 

demostrar, després de 72 h d'incubació¡ que l'estimulaci6 amb COSO és capaq 

dtinduir l'expressió en membrana de la cadena a del receptor de la IL-2, el 

CD25 (Figura 1). Per aitre banda I'anansi de la se creció d;IL-2 produi'da per 

GAM C03+GAM 

B 

140-11+GAM 
ti la {Cl)~l 

i 

Figura 1 , Inducció de t'expressi6 de CD25 per l'estimulació de 11entrecreuament m de: (A) 

GAM, lB} Cris-7 (C03). (C) 101-102 (C050), (O) 152·2D11 (C050) and (E) 140~11 (COSO) 

respecte a la fluorescencia basal de ceNutes no-estimuiadesill• 
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l'entrecreuament del CD50, va demostra la capacitat d'aquesta molécula per 

induir la producció d'll-2 (Figura 2). Així l' estimula ció amb qualsevol deis dos 

anti-C050 (10 pg/ml) estimuladors, 101-1 D2 i 152-2011, especialment en 

preséncia de PMA, indueix una clara producció de la citocina IL-2. Per contra, 

l' AcMo 140-11 s'ha mostrat sempre incapa<; d'induir cap efecte activador, en 

consonancia amb la incapacitat d'aquest AcMo per a induir la mobilització de 

pg/ml 

500 

400 

100 

T 
..rJ.. -

1 2 3 4 

T 

123 4 AcM os 

+ + + + PMA 

Figura 2. Inducció de la producció d'IL-2, per "estimulaci6 amb anti-C050 {140-11 (1), 152-

2011 (2),101-102 (3)] i anti-C03 (Cris-7 (4)] en presencia (+) o absencia H de PMA. La 

producció d'IL-2 va ser mesurada mitjan9ant un assaig enzimatic comercial (lmmunotech). Les 

dades s' expressen en pg/ml. 
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4.4.3.3.- DISCUSSIÓ; 

En aquest anex demostrem que l' estimulació a través del CD50 és 

capae d'induir /'expressió de CD25 en membrana i la producció d'IL~2t dos ben 

coneguts marcadors d' activa ció deIs limfocits T. Aquestes dades, en -plena 

consonancia amb les de I1 article de l' estudi bioqufmic de tes víes de 

transducció de senyals, junt als resultats de I'article previ sobre la capacitat 

inductora de la funció integrina (Capítol HI). recolzen la hipotesi que dibuixa el 

CD50, no només com el tercer contra-receptor del LFA~ 1, sinó també com una 

molscula transductora de senyals per sí mateixa. Aixf a través del CD50, la 

ceHufa podra rebre un senyal que coHabori en l' activació necessaria per a 

assolir j' activació efectiva de les csHules T. 
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4.5.- ANAuSI DEL GEN DEL CD50 HUMA 

POLlMORFISMES GENOMICS DEL C050 (RFLP). 

4.5.1.- RESUM. 

Per tal de poder fer una primera determinació del mapa genMic del 

CD50, optarem per analitzar-ho mitjanc;ant I'estudi del Polimorfisme en la 

Longitud deis Fragments de Restricció (RFLP). D' aquesta manera, detectarem 

I'existencia de dos bial-lelismes en les digestions enzimatiques amb les 

endonucleasses de restricció Pstl i BamHI. 

Aquestes dades obren una metodologia de facil acces per a detectar en 

els individus heterozigots (més d'un 50% deis casos si es tenen en compte els 

dos polimorfismes) els dos aHels. Així no només seria possible detectar 

deleccions d'aquest gen (processos tumorals, immunodeficiencies, ... ), sinó 

també estudiar si existeix alguna relació amb certes patologies. 

4.5.2.- INTRODUCCIÓ. 

La mutació puntual nucleotídica dóna lIoc a I'existencia de 

polimorfismes genetics poblacionals, de vegades detectables per I'aparició de 

Polimorfismes en la Longitud deis Fragments de Restricció (RFLPs), patrons 

electroforetics deis fragments de DNA productes de la digestió selectiva amb 

endonucleasses de restricció. La descripció de polimorfismes genetics, en 

alguns casos, ha demostrat ésser de gran valor en el diagnostic i pronostic de 

determinades patologies, o al contrari en la resistencia a certes malalties [1,2]. 

Així, les mutacions puntuals en el gen que codifica per al lIigand del CD40 

(CD40L) s'han demostrat responsables de I'aparició de la immunodeficiencia 

primaria amb hiper-lgM [3,4]. 
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Seguint les pases d'altres polimorfismes descrits en el nostre laboratori, 

al respecte d' altres molecules de membrana limfocitaria, com el polimorfisme 

per a Rsal del gen del C027 [5], varem analitzar els patrons de restricció 

genomics del gen del C050. Els resultats presentats demostren la presencia 

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

4.5.3.- MATERIAL I METODES. 

4.5.3.3. Purificació de DNA eucariotic. 

Es varen utilitzar ONAs purificats per extracció fenolica, a partir de la 

lisi cel'lular i extracció del DNA [solució d'extracció de DNA: 0,1 M EDTA, 1 

% de Sarcosil sodic + 200 Jlg/ml de Proteinasa K (Boehringer Manhein) afegit 

en frese] de PBLs procedents de 100 individus sanso 

4.5.3.2. Digestió deis DNA amb endonucleases de restricció. 

Cada enzim de restricció té la seva temperatura (i de vegades altres 

condicions especials) ¡unes condicions de salinitat i pH, pero per als casos 

deis enzims que ens ocupen, Pstl i BamHI, les digestions es varen fer afegint­

hi 40 U d' enzim per als 12 /1g de ONA que digerírem (quatre vegades més que 

el que defineix 1 U d'enzim), i incubant-ho a 3JDC durant 2 h, el doble del 

temps necessario O'aquesta manera s'assegura la digestió total de la mostra. 

Després comprovarem la qualitat de les digestions corrent en un gel d' agarosa 

2 Jlg del DNA digerit. També es teren digestions amb EcoRI, Hindlll, Rsal, 

BstXI, BgIII, Sal! 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 /1g de ONA 
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digerit, varem procedir a la transferencia passiva per capil'laritat (Southern 

blotting), a una membrana de nylon (Hybond-N, Amersham). Per aixo 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 transfereixin. 

Després es bloqueja el pH acid amb rentats amb solució basica (0,5 M NaOH, 

1,5 M NaCl, pH 11,5) i neutralitzant (1 ,5M NaCI, 1 M Tris-base, pH 8). 

A. TRANSFERENCIA PASSIVA. 

En una cubeta es monta un sistema de sandwich que permeti el pas de 

líquid (20XSSC) en direcció ascendent, arrastrant-hi per capiHaritat (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. PREHIBRIDACIÓ DE LES MEMBRANES. 

La prehibridació de les membranes de Nylon es realitza introduint els 

filtres dins d'una bossa amb ellíquid de prehibridació (5XSSC + 1 % SDS + 

1 xDenhart's + 50% Formamida + 100 pg/ml ssDNA) i mantenint-ho a la 

temperatura de 42oC, 2 hores (o tota una nit). 

C. HIBRIDACIÓ DE LES MEMBRANES. 

A la hibridaci6 es bu ida el líquid de prehibridaci6 de la bossa i es 

substitueix pellíquid d'hibridació (5XSSC + 1 % SDS + 1 xDenhart's + 50% 

Formamida + 10% Dextra sulfat + 100 pg/ml ssDNA). Després s'introdueix 

en el líquid d'hibridació 0,5-1 x1 06 cpm/ml de la sonda desnaturalitzada i 

marcada pel metode de random priming dins la bossa i es deixa de 14 a 48 

hores en un bany amb agitació a la temperatura d'hibridaci6, 42oC. 

D. RENTATS. 

S'elimina com a residu radioactiu ellíquid d'hibridació amb la sonda. Es 

treuen els filtres de dins la bossa i es coHoquen dins d'una cubeta amb el 
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líquid de rentat (2XSSC, 0,1% SOS). Es fan tres rentats de 1 ° min cadascun, 

amb aquesta solució en un volum de 400 mI a temperatura ambient. Es manté 

en agitació. Es tornen a rentar els filtres amb la mateixa solució de rentat per 

aquest cop durant 30 min a 55°C. De nou, es tornen a rentar els filtres amb 

una nova solució de rentat més astringent (0,1 XSSC, 0,1% SOS) durant 30 

. min més a 55°C. Per últim, s' extenen els filtres de nylon sobre un suport i es 

posen a exposar amb films d'autoradiografia (films Kodak X-Dmat AR) i amb 

pantalla intensificadora. 

4.5.4. - RESUl TATS . 

Es detectaren dos polimorfismes bial'lelics amb els enzims BamHI i Pstl , 

que es va demostrar que presentaven una segregació familiar mendeliana. 

També es van fer digestions amb EcoRI, Hindlll, Rsal, BstXI, BglIl, Sall i Xhol 

que no resultaren polimorfiques. 

El polimorfisme de BamHI es detecta en dos fragments de 4 ,9 (AI·lel A) 

i 4,5 (AI'lel B) kb (Figura 1): 

BamHI 

A 
B 
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El polimorfisme de Pstl es detecta en dos fragments de 4,4 (AI'lel A) i 

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

de 2 kb: 

PstI 

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

A 
B 

Mentre que la freqüéncia al'lélica del polimorfisme per a Pstl és del 19% 

per a l'al'lel A (4,4 kb) i 81 % per a I'al·lel B (4,2 kb), la freqüéncia al'lélica 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). Aixf, el nivell d'heterozigosia és del 30,7% per al 

polimorfisme de Pstl i del 34% per al polimorfisme de BamHI. La manca de 

relació entre un i altre polimorfisme fa que la informació de I'heterogozitat en 

el gen del CD50 superi el 50%. 
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4.5.5.· DlSCUSSIÓ. 

L' estudi del polimorfisme genetic pot esdevir una e"ina important en el 

seguiment deis gens. És clara la implicaci6 d'alguns d'ells en determinades 

. patologies [1-4]. L'estudi del genoma del COSO es presentava interessant un 

cop definida la importancia d' aquesta molecula de superfície com a molecula 

d'adhesi6 costimuladora. Així a I'igual com passa amb la deficiencia de les P2 

integrines, que produeix la síndrome LAO-1 [6], és interessant estudiar 

geneticament el COSO, per si es pot arribar a correlacionar en cap 

immunodeficiencia (fet no conegut fins al moment). Per altra banda, no cal 

descartar un paper del C050, o de la seva delecció genetica, en processos 

tumorals, a on la perdua de l' adhesi6 constitueix un fenomen molt important 

que es correlaciona amb la malignitzaci6. 

La determinaci6 deis polimorfismes descrits, per a Pstl i BamH1, pot 

esdevenir en un futur una eina molt útil per a posteriors estudis que intentin 

implicar aquesta molecula en cap patologia. Queda, pero, per demostrar si els 

polimorfismesgenetics descrits es correlacionen en polimorfismes proteics, i 

no s6n només variacions introniques. L'utilitzaci6 de PCR inversa per analitzar 

el mRNA, és la tecnica d' elecci6 per a ter-ho. Fins al moment, només podem 

dir que el polimorfisme genetic de Pstl, no es correspon amb un possible 

polimorfisme a nivel! del punt de tall descrit per al cONA, en la base 271 de 

la seqüencia de l'ICAM-3 [9-11 J, i que el nostre cONA del C050 no presenta. 

Queden per analitzar encara la relaci6 amb un altre punt de tall per a Pstl idos 

per a BamHI descrits en la seqüencia del cONA del C050. De totes maneres, 

el que· no s:arribi a demostrar que els polimortismes descrits tenen repercusi6 

proteica no treu validesa a aquesta analisi que permet el seguiment deIs dos 

aHels del C050, davant de, per exemple, deleccions genomiques. 
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5.- DISCUSSIÓ GENERAL 

Tots el resultats presentats fins al moment permeten definir un paper 

clau del CD50 en la resposta immunitaria. Per un costat, mitjanc;:ant la seva 

seqüencia, I'hem definit com una molécula de la superfamília de les 

immunoglab':.llines (lgSF), que formaria part, per la seva alta homologia 

estructural, de la família deis ICAMs, un grup de molécules d'adhesió. Aquesta 

molecula de membrana de tipus I es presenta amb un alt nivel! de glicosilació 

(tretze punts de possible N-glicosilació són els responsables de gairebé el 50% 

del pes molecular), cinc dominis immunoglobulínics, una regió transmembrana 

de 25 a.a. hidrofobics i una zona citoplasmica de 37 a.a. farc;:a diferent a les 

deis altres ICAMs. Mitjanc;:ant estudis bioquímics, funcionals i de comparació 

de seqüéncies proteiques, el CD50 va ser identificat amb el tercer lligand de 

la {J2 integrina LFA-1, ja anomenat ICAM-3. Aquests estudis van ésser fets en 

paral'lel als treballs de clonació que confirmaren aquesta identitat (Figura 1). 

ICAM-3 

• N -Glicosilacions 

Figura 1 Estructura en cinc dominis de la IgSF predita a partir de la seqüencia del CD50. 

163 



CD50 i la resposta immunitaria 

La determinació d'aquesta identitat del CD50 i l'ICAM-3 va permetre 

una major definició funcional de les dues molecules, per simple sumació de les 

dades que aleshores es teníen vía una i altra nomenclatura. D' aquesta manera 

es perfilava l'ICAM-3 com el principallligand del LFA-1 en les primeres fases 

del reconeixement antigenic [Vilella et al, 1990: de Fougerolles et al, 1991, 

de Fougerolles & Springer, 1992]. Els treballs de clonació 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'utilitzar els 

cDNAs clonats com a sondes per a detectar nivells d' expressió de mRNA, o 

rea!itzar construccions moleculars per a analitzar diferents aspectes de la 

funció del CD50 (síntesi de forma soluble, transfeccions en cel'lules CD50 

negatives, ... ). Dades més recents sobre certs aspectes de la distribució 

ceHular, emprant tecniques histologiques, [Acevedo et al, 1993; Doussis­

Anagnostopoulou et al, 1993; Cordel! et al, 1994] confirmen també els 

treballs previs sobre l' expressió leucocitaria gairebé exclusiva, assenyalant 

pero nous aspectes interessants. Així en un d' ells [Acevedo et al, 1993], es 

ressalta la manca d' expressió trobada a nivel! de les ceHules B 

centrefol'liculars, destacant-hi la troballa de I'expressió en cel-lules de 

Langerhans a nivel! epidermic, un tipus de ceHula presentadora d' antigen que 

no expressa en canvi ni ICAM-1 ni ICAM-2. Aquest aspecte és especialment 

interessant, doncs suggereix la participació exclusiva del CD50 en els 

mecanismes de presentació antigenica a nivell epidermic, en els quals les 

ceHules de Langerhans juguen un paper fonamental com a APCs. En I'altre 

trebal! [Doussis-Anagnostopoulou et al, 1993] es fa un estudi de l' expressió 

del CD50 en diversos limfomes, pero la seva dada més destacable és la 

descripció per primera vegada de l' expressió extraleucocitaria de CD50, 
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concretament en les céHules endotelials microvasculars de certs limfomes. 

Aquesta inducció del C050 en endoteli microvascular en zones 

paralimfomatoses, descrita també per altres autors [Oommann e.t al, 1994 

(Abst.); M.J. Terol & E. Campol comunicació persona!], suggereix que de 

manera anafoga a ,'ICAM-1 i l'ICAM-2, el C050 es pot induir en les cel'lules 

endotelials, probablement per un mecanisme, depenent de citocines 

associades als processos tumorals, encara no identificat. 

Aquest panorama de dades perfila al C050 com a una molecula clau en 

les primeres fases de la resposta immunitaria. L'analisi de la participació del 

C050 en les interaccions interlimfocitaries de I'agregació homotípica i en 

I'adhesió 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 capítol 111 d'aquesta tesi, presenten al C050 com una 

molecula que a més a més de presentar funcions adhesives és capa<; 

d'estimular les Pl i P2 integrines, activant la seva funció adherent. O'aquesta 

manera el C050 potencia la capacitat adhesiva d'altres molécules. Aquesta 

estimulació per part del C050, es va analitzar també a nivel! bioquímic (capitol 

IV de resultats), demostrant que I'activació del C050 indueix una entrada de 

calci a nivel! intraceHular, en un mecanísme dependent de tirasin-kinases 

(PTKs). Així dones, el C050 que es traba associat a dues PTKs, la p561ck i la 

p59fyn
, d'alguna manera les activaría, i a través d'elles desencadenaría un 

cadena de fosforilacions en tirosines que portarien d' una manera más o menys 

directa a la mobilització de Ca2 + a nivel! intraceHular. Les dades suggereixen 

que, si bé la vía de transducció de senyals del C050 podria ser paraHela a la 

que empra el complex TcR/CD3, presenta components ben diferenciables. 

Tots aquests processos estaríen en la base deis mecanismes d'activació 
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ceHulars descrits, induint-se a més a més Vexpressió del C025 ¡'a producció 

de l'IL-2 (en preséncia concomitant de PMA}, tal com demostren els resultats 

de " annex del capítol IV. Aquests resultats van ser obtinguts amb fa Ifnia 

ceHuiar Jurkat, pero sembla que també actuen de manera similar en els 

limfocits drculants. Així, junt a la inducció de la fundó integrina que es va 

realitzar en limfocits de donants sans, el nostre grup ha demostrat darrerament 

la capacitat de mobilitzar Ca2 + en limfocits T de sang periférica [Pino-Otín et 

al, envíat a publicar]. Existeixen també dades d'altres grups que confirmen 

aquesta capacitat transductora demostrant els seus efectes en limfócits 

circulants [Campanero et al, 1993; Hernández-Caselles et al, 1993J. En 

aquests treballs el C050 funciona com a molécula co-estimuladora t 

incrementant I'adhesió homotípica de limfocits vía LFA-1 [Campanero et al, 

19931, o induint-hi un augment en la proliferació produ'ida per anti-CD3 i 

I'expressió de C069, junt a la de CD25 [Hernández-Caselles et al, 19931. 

Tates aquestes dad es, demostren clarament que el C050 es una molécula 

estimuladora deis limfocits T. Queda per demostrar el paper co-estimulador 

que pugui ten ir el C050 en altres céHules que com els timfocits B, els 

monocits ¡e/s neutrófils presenten una molt alta expressió d' aquest antigen 

[Shaw, 1993; Pino-Otín et al, enviat a publicar]. 

A un altre niveU, els resuitats sobre els pofimorfismes genétics del C050 

poden esdevenir una eína molt útil si es descriuen alteracions di aquesta 

molécula a nive" genético Per un costat es poden fer servir directament, si 

d' alguna manera algun deis aHels definits en aquests polimorfismes genetics 

arriba a correlacionar-se amb polimorfismes proteínics que presentin algun 

tipus de repercussió sobre la resposta immunitaria. Per altra banda, la fundó 

del CD50 com a molécula amb ciares caracterfstiques adhesives, a través d'un 
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rnecanisme d' absencia-presencia, podria trobar aplicabilitat clínica si es 

demostrés la participació del CD50 en certs mecanismes turnorals (per 

exemple en la diseminació tumoral) o en relació amb determinades 

immunodeficiencies. Així seria possible detectar deleccions deis gens tant en 

processos tumorals, a on la perdua de l' adhesió pot esdevenir un mecanisme 

patogenetic en relació amb la malignitat del tumor, o en una possible 

immunodeficiencia relacionada amb la perdua de tot o part del gen. L'elevada 

heterozigositat obtenible a través de I'utilització deis dos polimorfismes ens 

permet detectar els dos aHels en més d'un 50% deis casos. La resta de casos 

no-informatius per la seva homozigositat necessitaría d'aproxímacions més 

quantitatives per determinar les deleccions. Sigui com sigui, pero, la definició 

d'aquest polimorfisme, malgrat ser la primera aproximació de la que tenim 

notícia per a acostar-nos a I'estructura genomica del CD50, queda a I'espera 

de més resultats que I'omplin de contingut i aplicació. 

Totes aquestes dades donen lIoc al que podría considerar-se un 

esquema general (més enlla de consideracions específiques de cada grup de 

resultats que ja s'han fet en les discussions pertinents de cada capítol) que 

ens aproxima a la funció adhesiva i co-estimuladora del CD50 leucocitari. 

Centrant-nos en el paper del CD50 en les interaccions Iimfocít-cel'lula 

presentadora d' antigen (APC) podríem postular que la unió del CD50 ¡del 

LFA-' té una doble funcionalitat. Per un costat, contribuiria a estabilitzar el 

reconeixement específic del TcR, que per sí sol presenta poca afinitat 

intrínseca pel seu lligand, el complex antigen-MHC, necessitant per a ser 

efectiu de les interaccions en paral-Iel de les molecules d'adhesió. Per una altra 

banda, actuaria col-Iaborant en la co-estimulació cel-Iular, reforc;ant el senyal 

transmes pel TcR que per sí sol no és suficíent per assolir una activa ció 
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eficient del limfocit T. Aquest concepte co-estimulador no és nou amb les 

molE~cules d'adhesió, dones s/ha descrit en altres casos, com el mateix LFA-1 

[Walcholtz et al, 1989; van Seventer et al, 19891, pero és una capacitat 

absolutament novedosa pel que fa als altres dos membres de la família ¡CAM. 

Aquesta capacitat transductora de senyafs del CD50! no seria intrínseca a la 

molecula, com en la majoria de les prote"ines de membrana, sinó que es deuda 

al' activitat d' altres molecutes dtophlsmiques associades. Aquestes molecules 

transductores associades, en el cas del CD50, serien, al menys, les PTKs 

p56lck i p59fvn • Definir com es transmet el reconeixement del CD50 j el LFA-1 

des deis dos dominis més externs (!Ioc de la unió) de la zonaextraceHular tíns 

a la cua citoplasmica és encara un problema pendent de resoluci6, com passa 

en la majoria de glicoprote"ines de superfície ceHular. Sigui com sigui, a través 

d' algun tipus de canvi en la seva associació a les PTKs, el CD50 co-estimularía 

directament la ceHula, pero alhora també augmentaria la fundó integrina P2.1 

comportant un augment en la capacitat adhesiva di ambdues ceHules. 

D' aquesta manera es reforc;a la interacció global entre I 'A PC i el Iimfocit T, 

produint-se un efecte d'amplificaci6 sobre la capacitat adhesiva ceHular, que, 

com ja hem dit, resulta necessaria per estabilitzar el reconeixement antigenic 

de manera que resulti eficac;. Així, mitjam;ant ¡'efecte estimulant del CD50 

s'incrementaría la fundó integrina P2 determinant· d'aquesta manera un 

augment de tes seves interaccions amb el COSO de l' altra ceHula (Figura 2). 

S' establiria, aixf un cicle de co-estimulació i augment de t' adhesió que cal 

regular di alguna manera. És possible que aquesta regulació vingui pel fre que 

el TcR/C03 produiria mitjanc;ant la fosforilació en serines del COSO [Lozano et 

al., 1992a], que potser reguli aquesta funció estimulant. Podem hipotetitzar 

que la fosforilació en serines del C050 condiciona la perdua de la capacitat 
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estimulant de la molecula, a través del desacoblament de les PTKs associades, 

peró també és possible la situació oposada, en el que la fosforilació induiria 

I'engalzament de les PTKs a la zona citoplasmica del CD50. La primera 

hipótesi sembla més coherent donat que el que és més freqüent és que la 

funció de les molecules de membrana disminueixi qua n es fosforilen en serines 

o treonines [Alberola-IIa & Lozano, 1991]. És ciar peró 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 molecules 

d'adhesió interaccionen primerament determinant de manera inicial el 

reconeixement posterior del TcR, o sí bé al contrari, és el TcR el que en una 

primera etapa reconeix I'antigen activant les molecules d'adhesió que 

estabilitzen i fan definitivament eficient el reconeixement. Les nostres dades 

permeten les dues interpretacions [Vives, 1994], si bé la primera hipótesi 

s' ajustaria millor a una activitat desacopladora de les fosforilacions seríriiques 

a través de I'estimulació del TcR. 

Pel que fa al paper del CD50 en les interaccions leucócit-endoteli i 

leucócit-matriu extracel'lular, la manca d'expressió endotelial del seu lIigand, 

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 participaría en aquests contactes. Els nostres 

resultats, peró, indiquen el contrari suggerint un esquema de funcionament en 

el que el CD50 intervindria refor<;ant I'adhesió limfocitaria a I'endoteli i a la 

matriu extraceHular (Figura 3). D'aquesta manera, podríem dir que el CD50 

actuaria sobre la fase de refon;ament (tethering) incrementant la funció 

integrina Pl i P2' central en aquesta fase, en les que les interaccions VLA-

4/VCAM-1 i LFA-1/ICAM-1, -2 són definitives per aturar el rodolament, 
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•• •• .. 
•• .. .. •• .. 

¡;;=~LIA-l 

:: LFA-I (ICAM-3)\\ .. """-- ~ .. 
.. ~, .. 
•• •• •• •• .. .. •• •• .. .. 

Figura 2. Model de funció del CD50 en una interacció entre limfócit Ti céHula presentadora 

d'antigen (APC), a on s'estableix un cicle d'amplificació de I'adhesió i co-estimulació cel·lular. 

anti-CD50 

Figura 3. Esquema de I'efecte de I'estimulació del CD50 en I'adhesió limfocit~ria a les céHules 

endotelials (E.C.) i a la matriu extracel'lular (Extracellu/ar Matrix). 
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detenint la circulació. Oesprés a través d' aquesta mateixa vía d' activació, 

especialment per I'efecte sobre fes integrines p, que vehiculen gran part de les 

interaccions deis limfocits amb la matriu extracel'lular, el C050 afavoriria 

també la migració transendotelial. En aquest mecanisme de transmigració 

limfocitaria, la sfntesi i secreció d'enzims destructors de la xarxa de la M.E. 

(coHagenases) [Werb et al, 1991], és un mecanisme també important. Estudis 

recents en el nostre laboratori [Esparza & Cid, comunicació personan, 

confirmen que I/estimulació a través d' AcMos anti-C050 és capac; d'induir en 

ceHules Jurkat la secreció d'aquests enzims, la qual cosa suposa una 

implica ció superior del C050 en els mecanismes de migració limfocitaria que 

acompanyen la inflamació. Malgrat aquest esquema forc;a ciar i suggerent, el 

C050 ni s'expressa normalment en !'endoteli (amb I'excepció esmentada deis 

endotetis paralimfomatosos), ni I'endoteli presenta el seu contra-receptor, el 

LFA-1. Així que només caben dos possibilitats per a que s'activi el Co50: o 

existe ix un segon receptor (aquest amb expressió endotelial), o s'activa 

merces al LFA-1 d'altres leucocits. De fet, durant la inflamació es produeix un 

fenomen d'arribada massiva de leucocits i no seria estrany que durant aquest 

reclutament els limfocits contactessin entre eUs estimulant-se el C050 i amb 

ell reforc;ant-se I'adhesió endotelial. A favor d'aquesta possibilitat existeixen 

dades de microscopia confocal [Sánchez-Madrid, comunicació personal], que 

demostren la localització del C050, durant I'adhesió a endoteli, polaritzat en 

prolongacions anomenades uropods de manera oposada allloc de contacte del 

limfocit amb I'endoteli. Aixf, el C050 es situaría en la Hum del vas afavorint 

el reclutament deis leucocits a la zona inflamada i a través d'aquest 

reconeixement es reforc;aria la funció integrina. Un cop en la zona inflamada, 
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el contacte amb altres leucocits (neutrofils o monocitsL que sí presenten LFA-

1, incrementaria encara más si cal l'estimulaci6 de la funci6 integrina, 

principalmentP11 que refor9aria I'adhesió a la matriu extracel·fular, induint una 

localitzaci6 eficient del limfocit en aquel! entoro tisular inflamat. 

És assumible que aquest model d'activació de la capacitat adhesiva vía 

el CD50 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-Otín et al, enviat a publicar, 19941, encara que 

resta també pendent de la seva comprovació experimental. 

En resum, podem dir que els treballs presentats en aquesta tesi 

formen un cos de resultats que permeten construir un model de la funció del 

CD50. Aquest moder funcional explica en gran part el funcionament d'aquesta 

molécula, pero alhora obre també nombrosos interrogants que només trobaran 

resposta en posteriors estudis experimentals. El que sí podem dir hores d'ara, 

és que el CD50 s'ha constitui"t en una molécula d'adhesió que per la seva 

bifuncionalitat co-estimuladora ¡adhesiva, intervé de manera decisiva en molts 

aspectes de la resposta immunitaria. 
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Con el usions 

5.- CONClUSIONS. 

1.- El CD50 és una moleeula de membrana formada per un cos proteie de 

tipus I amb eine dominis extraeitoplasmics de la superfamília de les 

immunoglobulines (lgSF), sobre el qual s'afegeix una molt important 

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

2.- El CD50 és identic a una moleeula d'adhesió de la famíJia deis ICAMs, 

I'anomenat ICAM-3. Així dones, ambdós termes es poden utilitzar 

índistíntament per tal de referir-nos a aquesta glicoprote'ina. 

3.- El CD50 intervé en les interaeeions deIs limfóeits T a I'endoteli i a 

diverses prote"ines de la matriu extraceHular, cooperant en el 

reforc;ament de I'adhesió, a través de I'activaeió de la funció de les 

integrines /31 i /32 , Aquesta activació de \' adhesió es fa evident també 

per I'indueció de l' agregació homotípica mitjanc;ant els antieossos 

monoelonals anti-ICAM-3. 

4.- Els mecanismes bioqufmics implicats en la senyalització intraceHular del 

CD50, en les ceHules de la línia T limfoblastoide Jurkat, impliquen la 

fosforilació en tirosines de varies prote"ines intraeeHulars i l' augment en 

els nivells intraeel'lulars de calci. 
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5.- L' associació del C050 amb les Protein-tirosin-kinases (PTKs) p561ck i 

p59fvn
, assenyalen aquestes PTKs com les més probables candidates a 

iniciar la vía de transducció de senyals quan s' activa el C050. 

6.- Els mecanismes estimuladors del C050 són capa90s d'assolir l'activaci6 

ceHular mesurada per la inducció de l' expressi6 de C025 i la producci6 

d'IL-2 al ca-estimular les ceHules amb C050 i PMA. 

7.- Existeix un doble potimorfisme biaHelic, per a les endonucleases de 

restricci6 Pstl i BamHI, en el gen del C050 huma. 
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