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1 INTRODUCCION

1.1 EL COMPONENTE CELULAR DE LA INMUNIDAD

1.1.1 Bases histéricas:

La especificidad de la respuesta constituye el elemento mAs caracteristico
del sistema inmunolégico. Durante més de un siglo la tecnologia disponible
ha permitido el estudio de esta especificidad principalmente en su
componente humoral.

Técnicas tales como el test de consumo de complemento, la aglutinacién, el
radioinmunoensayo, el enzimoinmunoensayo en fase solida (ELISA), la
inmunoprecipitacién en gel, y la inmunofluorescencia por citar solo algunas,
han permitido estudiar las caracteristicas de la respuesta inmunolégica en
lo que supone de produccién de anticuerpos.

Estas técnicas orientadas al estudio del producto final, los anticuerpos,
han permitido realizar un andlisis detallado de la especificidad de la
respuesta humoral tanto en su vertiente de defensa frente a agentes
externos como en sus aspectos de autoreactividad.

El estudio de la infraestructura celular necesaria para la produccién
finamente autorregulgda de los anticuerpos ha mostrado ser algo mas
compleja que el estudio de estos. Mas dificil adn, ha sido abordar el

estudio de aquellos fenémenos que no eran explicables por la presencia de
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anticuerpos y que se atribuian 2 una, en principio misteriosa, "inmunidad
celular”.

Karl Landsteiner y Merrill Chase eﬁ 1942 mostraron por vez primera, la
posibilidad de transferir el fenémeno de la hipersensibilidad retardada,
frente a antigenos de la tuberculosis, de un cobaya inmune a otro no inmune,
mediante la transfusion de linfocitos (Landsteiner 1942). Establecian asi
los primeros pasos de lo que, mas tarde, se conoceria como "inmunidad
celular". Dos afios mas tarde Peter Medawar (Medawar 1944) implicaba a la
respuesta celular en el rechazo de tejidos alogénicos, abriendo uno de los
campos mas fascinantes de la inmunologia, el de la respuesta alogénica.

En 1961 Jacques Miller asocid los fendmenos, que hasta entonces se habian
atribuido a2 la inmunidad celular, con una subpoblacién de linfocitos cuyo
proceso de maduracién se desarrollaba en el timo y a los que con el tiempo
hemos venido en denominar linfocitos T (Miller 1961). Fueron necesarios
cuatro afios mas para que Henry Claman deécribiera la importancia de la
coaperacién de los linfocitos T en la produccion de anticuerpos por parte
de los liﬁfccitos B (Claman 1965). Este hallazgo conferia a los linfocitos T
un papel mucho més importante del que hasta entonces se les habia
atribuido, y condujo a que algunos investigadores postularan la existencia
de un receptor antigeno especifico para las células T (Mitchinson 1971),
La identificaoién de este receptor ha constituido uno de los problémas mas
dificilés de la inmunologia moderna. Solo a principios de los afios 80 ha
sido posible identificarlo, y afrontar el estudioc de su estructura y
funcionamiento (Yagiie 1985).

Los trabajos descritos anteriormente, llevafon a la concluéién de que
existia una poblacién linfocitaria que maduraba en el timo. La cual

participaba activamente en el rechazo de tejidos alogénicos y en el
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fenémeno de la hipersensibilidad retardada. Se determiné ademas que esta
poblacién era incapaz de producir anticuerpos por si misma pero participaba
activamente en la produccién de anticuerpos por los linfocitos B. Esta
poblacién linfocitaria podia ser identificada gracias a su capacidad de
unirse a los hematies de carnero (SRBC) (Bentwitch 1973) (Greaves 1973).

El estudio funcional “"in vitro" de los linfocitos T, tradicionalmente se
habia realizado determinado la capacidad de estos linfocitos de proliferar
como respuesta a la estimulacién por lectinas tales como la PHA (Nowell
1960> y la ConA. También se ha utilizado la capacidad de respuesta frente a
la activaciéon por aloantigenos (Oppenhein 1980). La activacién realizada por
las lectinas es hasta cierto punto inespecifica y aun hoy no se conaocen con
detalle sus mecanismos.

La descripcion del complejo formado por el receptor antigeno especifico y
las moléculas T3 (T3-Ti) ha abierto nuevas perspectivas en este campo, ya
que permite activar a los linfocitos T a través de mecanismos, en principio,
mucho més parecidos a los fisiplégicos que los que se utilizaban hasta
ahora.

Hoy se conoce la secuencia de bases que codifican a las cadenas del
receptor antigeno especifico de las células T, sin embargo se desconocen
todavia aspectos esenciales del funcionamiento de estas células, de como se
desarrola él proceso de activacion de los linfocitos T y, muy especialmente,

de como es regulada esta activacién.
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1.1.2 La activacién y su regulacién upn problema centiral en la lucha
contra lo extrafio:

El control de la divisién celular es uno de los fenomenos més importantes
en el desarrollo del individuo, tanto en su fase embrionaria para hacer
frente a su propia construccién, como en su fase adulta para afrontar las
continuas perdidas celulares.

En el sistema inmunolégico el control de la duplicacién celular tiene ademas
otro significado. Cada c¢élula del sistema inmunolégico es especifica para la
defensa frente a un determinado antigeno. La batalla entre unas pocas
células especificas para hacer frente a una agresion exterior y esta misma
agresién, estaria perdida sin la capacidad de las células del sistema
inmuﬁclégico de proliferar, multiplicando la dotacién celular de las clonas
especificas para el antigeno contra el que hay que defenderse, y solo de
estas.. A

La capaci@ad de respuesta especifica del sistema inmunologico, reside en su
capacidad de mantener un "nimero adecuado" de celulas, de aquellas clonas
especificas para los antigenos por los que es agredido en un momento
concreto, la clave de la produccién de este "nimero adecuado" reside en la
habilidad de las células para proliferar.

El sistema inmunolégico es pues un sistema, en que la puesta en
funcionamiento de los mecanismos de duplicacién celular y la autorregulacién
posterior de esta proliferacion, constituye uno de los elementos basicos de
su funcionamiento. |

Existen numerosas evidencias de que la’ activacién de los linfocitos T no
depende, exclusivamente de la sefial proporcionada a traves del complejo

T3-Ti, siné que son necesarias otras sefiales que determinan o condicionan
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el inicio de la respuesta o regulan su desarrollo (Meuer 1986) (Palacios
1982) (Clark 1986) (Isakov 1986),

Las sefiales necesarias para iniciar la activacién en las células, que ya han
recibido su primera sefial a traves del receptor antigeno especifico, reciben
el nombre de “segundas sefiales". Tanto los mecanismos receptores
involucrados en estas “segundas sefiales" como el significado biolégico de
la mismas es aun desconocido. Es evidente que el conocimiento de las
sefiales capaces de determinar la respuesta, o de modularla positiva o
negativamente, son de vital importancia para conocer el imbrincado
mecanismo de interacciones celulares que determina la respuesta

inmunolégica.

1.1.3 El enigma de la resiricciéon alogénica:

Los linfopitos T dependen, para su activacién, de la seflal proporcionada a
través de su receptor antigeno especifica, pero solo reconocen los antigenos
que le son presentados por células que posean unos antigenos de
histocompatibilidad de clase II idénticos a los suyos propios, este fendmeno
conocido con el nombre de "restriccién alogénica" fue ya descrito por
Doherty y Zinkernagel en 1975 (Doherty 1975). La sefial a través del
receptor antigeno especifico tiene que ser recibida en el contexto de
antigenos de histocompatibilidad propios, y por tanto solo puede recibirse
cuandd es "presentada" por otras células. Las llamadas células presentadoras
de antigeno (APC de "Antigen Presenting Cells"). Por otra parte las células
T citotéxicas reconocen a sus antigenos diana, solo en el contexto de los

antigenos de histocompatibilidad de clase I propios (Nabhollz 1983)
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(Lanzavecchia 1986) (Lainer 1986), a excepcién de la respuesta alogénica que
parece tener unas caracteristicas especiales.

No se conoce con exactitud como el receptor para el antigeno,de las células
colaboradoras, reconoce a los antigenos de histocompatibilidad clase II, y
comp este reconocimiento se realiza en el contexto de los antigenos HLA de
clase I para los linfocitos citotéxicos. No entraremos en profundidad en
este problema ya que se escapa a los objetivos de esta tesis, pero lo hemos
planteado por que soporta una de las hipétesis planteadas: La posibilidad
de que las sefiales necesarias para la activacién en los linfocitos que
reconocen al antigeno en el contexto de Clase II (linfocitos CD4+) sean
distintas de las requeridas por aquellos que lo reconocen en el contexto de

Clase I (linfocitos CD8+).
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1.2 LOS NUEVOS INSTRUMENTOS PARA ESTUDIAR EL LINFOCITO T

1.2.1 Buevos instrumentos para abordar un viejo problema:

Para enfrentarse al problema de como se regula la activacién de los
linfocitos T, ha sido de gran importancia el disponer de una serie de
instrumentos de estudio, que tecnologias de reciente implantacién han puesto
en nuestras manos. Algunos de estos son:

1) Los anticuerpos monoclonales, dirigidos contra antigenos de la membrana
linfocitaria, de especificidad bien estudiada y contrastada en talleres
cooperativos a nivel internacional.

2) Las interleukinas recombinantes con funciones trascendentales en la
activacion linfocitaria.

3) Lineas celulares de caracteristicas funcionales bien definidas.

Durante lqs ultimos afios estas nuevas tecnologias han permitido, tambien a
otros autores, un rapido desarrollio de los conocimientos sobre el
funcionamiento de las células T. Esta eclosién de conocimiento, nos han
permitido avanzar en nuestro trabajo basAndonos en publicaciones recientes
muchas de las cuales han aparecido inclusoc después del inicio de esta tesis,
hace ahora algo méas de 3 afios.

Los conocimientos de reciente adquisicién que nos han ayudado en el
desarrollo de nuestro trabgjo han sido:

1> Los conocimientos sobre el antigeno T3 y su asociacién al receptor
antigeno especifica.

2) Los conocimientos sobre el funcionamiento de las interleukinas y sus

receptores en la activacién.
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3) Los estudios referentes a la participacién de las llamadas "segundas
sefiales”.
4) Las investigaciones sobre los mecanismos intracelulares de transduccién

de las sefiales.

1.2.2 Los anticuerpos monoclonales:

En 1975 Kohler y Milstein consiguieron la producién de grandes cantidades
de anticuerpo especifico a partir de una sola clona de células B, gracias a
la "inmortalizacion de celulas B productoras de anticuerpos, conseguida
mediante la fusién entre linfocitos B activados y células de mieloma murino
secretoras de anticuerpos. Estos anticuerpos llamados anticuerpos
monoclonales (Acm) han representado uno de los avances tecnolégicos més
Gtiles de la inmunologia moderna (Kholer 1975) (Kholer 1976).

Esta tecnologia permite disponer de inmunoglobulinas que reconocen
especificamente moléculas sin que sea necesaria una purificacién previa de
estas moléculas. Es pues especialmente adecuada para el estudio de
estructuras que, por su escasa presencia en el organismo o por sus
caracteristicas, son muy dificiles de purificar por metodos tradicionales.
Esta técnica, permite incluso, el disponer de reactivos, altamente
especificos, capaces de reconocer y aislar moléculas de las que hasta el
momento se desconocia su existencia.

Estas caracteristicas hacen a los Acm especialmente indicados para el
estudio de las proteinas de membrana de los linfocitos. Los Acm han

permitido afrontar con éxito la indentificacién del receptor especifico para
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el antigeno de los linfocitos T (Ti, de T idiotipico) asi como de un

conjunto de moléculas asociadas a las que conocemos como T3 (CD3).

También han hecho posible la identificacién de proteinas especificas de
determinadas poblaciones celulares tales como los antigenos T4 (CD4Y y 18
(CD8). Los Acm estan permitiendo ademés identificar, purificar y estudiar un
conjunto de estructuras de la membrana linfocitaria hasta hoy desconocidas,
algunas son especificas de los linfocitos, otras comunes a células de la
estirpe linfocitaria y mielomonocitaria.

Una de las tareas que tiene planteada la inmunologia moderna es el
determinar la funcién que realizan cada una de estas proteinas de menbrana,
que hemos podido identificar gracias a los Acm.

La investigacién en inmunologia generalmente se ha basado en: la descripcién
de u# fenémeno determinado, la busqueda de los elementos que daban lugar a
este fendmeno, y la obtencién de reactivos capaces de identificar estos
elementoé. Los Acm han producido una situacién insélita, en la que
disponemos de un reactivo especifico contra elementos que no sabemos en que
fenémeno intervienen ni cual es su funcién fisiolégica.

La alta especificidad de los anticuerpos monoclonales permite incluso
identificar los distintos epitopos de cada molécula, asi ha podido
describirse que el antigeno T11l (CD2), tiene diferentes epitopos con
implicacioﬁes funcionales distintas. Con los Acm, es posible abordar el
estudio no solo de la funcién de cada proteina sino incluso la participacién
de las diferentes porciones de cada proteina en una funcién determinada

(Olive 1986) (Brotier 1985).
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1.2.3 La nomenclatura “CD":

Para unificar la nomenclatura de estas estructuras de reciente conocimiento,
se celebran periodicamente los llamados, talleres internacionales de
antigenos de diferenciacién leucocitaria ("International Vorkshop on Human
leucocyte Differentiation Antigens"). Su finalidad es la de agrupar a los
Acm, obtenidos en diferentes laboratorios, en grupos de diferenciacién (CD,
de "Cluster of Differentiation"), en base a sus patrones de reaccidén con
diferentes tipos celulares y a las caracteristicas de las moléculas que
reconocen. Muchos de los Acm que utilizaremos vienen expresados con el
nombre de la clona que los produce, acompafiados por el codigo "CD" seguido
de un nimero, este codigo indica que estos Acm han sido incluidos en los
trabajos de los talleres internacionales de antigenos de diferenciacién
leucocitaria y que han sido oficialmente adscritos a un determinadsc grupo o
CD. Otroé Acm bhan sido agrupados solo en grupos provisionales todavia no
definitivamente establecidus estos Acm van acompafiados del la
identificaclién Gp (de "Group provisional™) seguido de un codigo en numeros
romanos.

La nomenclatura CD, hace referencia a un grupo de Acm con un patrén de
reactividad similar, frente a un amplio panel de tipos celulares, de los que
existen evidencias de que reconocen el mismo antigeno. El antigeno
reconocido sin embargo recibe una nomenclatura distinta. Tal es el caso, por
ejemplo, de los Acm del grupo CDS que reconocen el antigeno T1, o los del
grupo CD1 que reconocen el antigeno T6. En sentido estricto, tendriamos que
referirnos a Tl cuando nos referimos al antigeno y a CDS cuando nos
hablamos de los anticuerpos que le reconocen, de la misma forma deberiamos

~utilizar T6 para referirnos al antigeno y CD1 cuando mencionamos a los
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anticuerpos que lo reconocen. Esta nomenclatura disociada creemos que
dificultaria excesivamente el seguimiento de los experimentos por parte del
lector, por tanto hemos preferido acompafiar a la denominacién del antigeno
con la nomenclatura oficial para el grupo de Acm que lo identifica. Asi
utilizaremos T6 (CD1) y T1 (CD5) etc. para referirnos a los antigenos, y
CD1, CDS etc. para identificar a los anticuerpos. En este mismo orden de
cosas para aquellos antigenos para los cuales no existe aun una
nomenclatura establecida, utilizaremos su peso molecular expresado en kD
como elemento identificative.

Los workshops internacionales de antigenos de diferenciacién leucocitaria,
estan permitiendo agrupar a los diversos Acm por su distribucién tisular.
En base a este criterio, se han establecido 45 grupos o CDs cada uno de los
cuales corresponde, probablemente, a como minimo una proteina de membrana
distinta. Estos CDs a su vez pueden, en un intento de simplificacién,
agruparse en cuatro grandes clases:

1) Los que reconocen antigenos especificos de la estirpe linfocitaria T.

2) Los que reconocen antigenos especificos de la estirpe linfocitaria B.

3> Los que reconocen antigenos comunes entre las estirpes linfocitaria T, B
y mielo-monocitaria.

4) Los que reconocen antigenos especificos de la estirpe mielo—monocitaria.
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1.3 ANTIGENOS ESPECIFICOS DE LA ESTIRPE LINFOCITARIA T

1.3.1 CD1

Los Acm CD1 reconocen un antigeno inicialmente descrito como T6 (reconocido
por el Acm OKT6) presente solo en los Timocitos. Actualmente se acepta que
existen tres subgrupos distintos CDla, CDlb, y CDlc que reconocen tres
cadenas de pesos moléculares de 49, 45 y 43 kD respectivamente (Knowles

1987).

1.3.2 Cp2

Los Acm CD2 reconocen una molécula de 50 kD, presente en las células T, la
cual tiene una gran afinidad para determinados antigenos de los hematies de
carnero (Huning 1985) (Hining 1986). La capacidad de esta mélecula de
unirse a los hematies de carnero, haciendo que los linfocitos T formen con
estés unas estructuras similares a las rosetas, se ha utilizado como
marcador de los linfocitos T durante muchos afios.

Determinados Acm CD2 tienen la capécidad de, utilizados conjuntamente,
activar la proliferacion de los linfocitos T (Pantaleo 1987), activando la
entrada intracelular de Ca*™ (Alcover 1986). Esta via de activacién seria
una de las utilizadas por la PHA para desarrollar su efecto activador
(O'Flynn 1985).

La via de activacién a traves de CD2 al parecer esta interrelacionada con
la via a traves del complejo T3-Ti (Young 1986). Algunos autores han
demostrado que la activacién a traves de CD2 inhibe la activacién a traves

de CD3 (Moretta 1086) (Lamb 1987). Para algunos investigadores la via de
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activacién a traves de CD2, seria fundamental en las primeras fases del
proceso intratimico de maduracién linfocitaria. En esta fase en que los
linfocitos aun no expresan el antigeno T3, la via CD2 seria la unica via
funcionante de activacién del linfocito (Fox 1985).

Trabajos reclentes apuntan la posibilidad que las moléculas reconocidas por
el anticuerpo LFA-3 sean la diana fisiolégica del antigeno reconocido por
CDz2 (Selvaraj 1987). Esta interaccién seria importante por cuanto representa
una posible nueva via de activacién a través de la adhesidén intercelular con
esta molécula (Selvaraj 1987).

El clonaje del gen que codifica para la molécula reconocida por los Acm CD2

revela una estructura tipica de receptor (Sayre 1987).

1.3.3 CD3

El antigeno T3 (CD3) esté constituido por un complejo formado por tres
proteinas, expresadas unicamente en los linfocitos T maduros. Una de las
cadenas, de 20 kD posee una porcion hidrofobica que le permite su anclaje
en la membrana, las otras dos de 20 y 25-28 kD se hallan glicosidadas
(Simonsen 1984).

Las propiedades activadoras de los Acm dirigidos contra T3 (CD3) (Reinherz
1980) sugirieron la idea que estas proteinas podrian estar relacionadas con
el receptor antigeno especifico de los linfocitos T (Reinherz 1980) (Van
Vauwe 1980) (Wen Chang 1981). Esta asociacién ha sido definitivamente
establecida posteriormente (Simonsen 1984). La importancia funcional de
esta asoclacién es debida a que las moléculas de T3 (CD3) tendrian la
funcién de transmitir, al interior de la célula, mediante un proceso de

fosforilacién, la secuencia de sefiales iniciada por la unién entre el
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receptor antigeno especifico y su antigeno correspondiente (Cantrell 1987)
(Nel 1987).

Los Acm CD3 permiten por tanto una activacién policlonal de los linfocitos
T no activados (Veber 1985), a través de un mecanismo muy similar al que
utiliza el antigeno, constituyendo un excelente modelo para estudiar el
proceso de la activacién de los linfocltos T (Tsoukas 1984) (Alcover 1986).
Puede ser util puntualizar aqui que, aunque utilizando clonas especificas
para un determinado antigeno, es posible imitar un proceso aparentemente
més fisiolégico, estas clonas son de hecho células ya preactivadas, y por
tanto no son utiles para estudiar los primeros pasos de la activacién, para
lo cual es preciso utilizar células en estado de reposo.

Mediante Acm CD3 ha sido posible determinar la importancia que tiene la
modulaciéon del complejo T3-Ti en la activacién de los linfocitos T (Schwab
1985) (VWilliams 1985). Este proceso de “"capping" o modulacién, cuando se
utilizan- células mononucleares de sangre periférica, se realiza gracias a
los receptores Fc que poseen los monocitos para glgunos de los isotipos de
inmunoglobulinas de ratén (Rinnooy 1984) (Looney 1984) (Tax 1984)

(Ven Chang 1985). Estos receptores para Fc proporcicnan el soporte fisico
al que se unen los Fc de los Acm CD3, esta union por una parte facilita la
modulacién y agrupacién (o “cross-linking") del antigeno T3 (CD3), y por
otra evité su internalizacion (Smith 1986) (Van Vauwe 1984) (VWalker 1987).
El papel modulador de los monocitos puede ser imitado por el Acm CD3 unido
a esferas de sefarosa (Williams 1985).

La modulacién del complejo T3-Ti no es la Gnica funcién que realizan los
monocitos en la activacién a través del antigeno T3 (Schwab 1985) (Palacios

1985) (Veiss 1984), si bien su presencia no es necesaria para la induccién
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de receptores para la IL-2, si lo es para que se inicie la secrecién de esta

(Palacios 1985) (Ledbetter 1986).

1.3.4 CD4

El antigeno T4 (CD4) esta constituydo por una molécula de 55 kD expresada
solo en una subpoblacién de linfocitos T, los denominados T colaboradores
(o "Helper"), dada su colaboracién en la produccion de inmunoglobulinas por
los linfocitos B. La misma molécula T4 (CD4) participa activamente en la
funcién colaboradora de las celulas T (Rogozinski 1984). La mélecula de T4
(CD4)> se une al parecer con los antigenos HLA de clase II (Fischer 1986).
Esta unién se realizaria a +traves de los determinantes comunes a los
diferentes antigenos de clase II, dado que la estructura T4 carece de
polimorfismo (Sayre 1985). El significado de la interaccidén entre T4 y los
determinantes no polimorficos de los antigenos HLA de clase II es
desconocido (Doyle 1987) (Gay 1987). Las moleculas HLA de clase II tendrian
segin estos trabajos, dos tipos de reconocimiento, uno de sus zonas
monomorficas por los antigenoa T4 (CD4) y otro de sus determinantes
‘polimorficos a traves del complejo T3-Ti.

Este reconocimiento dual podria indicar la necesidad de algun tipo de
equilibrio entre los dos tipos de complejo el HLA-II+T4 y el
HLA-II+Antigeno+T3-Ti, la rotura del cual implicaria algun tipo de sefial
para la célula.

Los Acm CD4 se han implicado en la inhibicién de la actividad proliferativa
de los linfocitos, los mecanismos mediadores de esta inhibicién no estan
claros, mientras para unos autores los Acm CD4 inhiben la llegada de
sefiales positivas de activacion celular (Inaba 1987) para otros, esta

~ inhibicién seria el resultado de una sefial propiémente inhibidora
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proporcionada por los Acm CD4 a través de la mélecula T4 (CD4) (Vassmer
1985 (Dalgleish 1986).

En ocasiones los antigenos T4 (CD4) comodulan con los antigenos T3 (CD3)
(Saizawa 1987) (Weyand 1987), ello obliga a interpretar con cautela los
resultados experimentales obtenidos por interacciones entre Acm del grupo
CD4 y los del CD3.

El estudio del antigeno T4 (CD4) tiene en la actualidad una gran
trascendencia sanitaria, dado que la mélecula de T4 (CD4) actua como
receptor del retrovirus HIV, responsable del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), siendo necesaria la unién entre HIV y T4 (CD4) para que el
virus pueda internalizarse e incorporarse al genoma linfocitario.

Los Acm CD4 han permitido incluso definir cuales son los determinantes
antigénicos que se hallan involucrados en este reconocimiento (Santtentau
1986), y plantearse la neutralizacién del HIV mediante la administracién de

moléculas solubles de T4 (CD4).

135 CD5

‘La molécula T1 (CDS) tiene un peso de 67 kD y fue descrita inicialmente
como especifica de las células T (Haynes 1986). Posteriormente se ha
descrito su presencia en una subpoblacién de celulas B (Gadol 1986).

En las celulas T esta molécula fue implicada en la administracién de la
"segunda sefial"” necesaria para la activacién de los linfocitos T a traves
del complejo T3-Ti (Ceuppens 1986) (Ledbetter 1986). La administacién de
esta "segunda seﬁal‘;, a traves de Acm CD5, estaria mediada por la activacion
de la entrada intracelular de Ca*™, y un aumento en los niveles de cGNMP
(Ledbetter 1986) (June 1987). Tanto la activacién de la entrada intracelular

de Catt como el incremento de los niveles de cGMP serian dependientes de 1la
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coexpresién simultanea del complejo T3-Ti por la misma celula (Gunter
16877, ello indica una cierta interrelacién entre ambas moléculas.

La informacién suministrada por la reciente clonacion del DNA
complementario que codifica para la molécula Tl (CDS) (Jones 1986) (Huang
1987), ha permitido confirmar que la molécula Tl (CD5) tiene la tipica
estructura de un peptido receptor de sefiales. Tiene una porcién
extracitoplasmatica de 347 aminoéAcidos, con abundantes residuos de cisteina,
una transmembrana de 30 aminoécidos, y una intracitoplasmética de 93
aminoécidos. La homologia de ciertas zonas de sus regiones, con las de las
imnunoglobulinas, indican que este antigeno podria ser un miembro lejanc de
la familia de los 'genes de la inmunoglobulinas (Huang 1987).

La expresién del antigenoc Tl (CD5) en la mayoria de la leucemias linfaticas
cfonioaé de la estirpe B (LLC B), llevé a investigar la existencia de una
posible subpoblacién B CD5 positiva, esta subpoblacion ha sido ya
identificada (Hardy 1986) (Lydyard 1987). En la actualidad existen datos
experimentales que apoyarian la participacién de estos linfocitos B CDS+ en
la produccién de autoanticuerpos en los enfermos de artritis reumatoide

(Casali 1987) (Hardy 1987).

1.3.6 CD6

Los Acm CD6 reconooén un antigeno de 120 kD (Skaw 1987) con una
distribucién tisular semejante a la del T3 (CD3). Difieren en que CD6 tiene
una menor expresién en los timocitos, y una mayor expresién en las

leucemias linfaticas crénicas de la estirpe B que T3 (CD3) (Haynes 1984)

{(McMichael 1087).
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1.3.7 CD7

Los Acm CD7 reconocen un antigeno de 40 kD (Shaw 1987), presente en un
alto porcentaje de células T, que aumenta su expresiéon cuando estas se
activan ((McMichael 1987). Su funcién parece consistir en actuar como

receptor para el Fc de la IgM.

1.3.8 CD8

La molécula T8 (CD8) caracteriza una subpoblacién de células T con
funciones citotéxicas. La molécula T8 (CD8) se halla directamente implicada
en la funcién citotéxica (Reinherz 1981). Acms dirigidos contra diferentes
epitopes de la molécula T8 (CD8) inhiben la actividad citotéxica de estas
células, especialmente los dirigidos contra los epitopes OKT8C y OKTS8F
(Biddinson 1984). La implicacién de la molécula T8 (CD8) en la
citotoxicidad supera a la inicialmente postulada facilitacién de la
adhesividad. Aparentemente la molécula T8 participa en el control de la
propia actividad litica (Fleischer 1986) (Blanchard 1987), tanto especifica
cono inespecifica (Van Seventer 1986). Estos datos han conducido a que
algunos autores defiendan, que la molécula T8 (CD8) actua como transductora
de una sefial negativa que prevendria el desencademamiento de los mecanismos
citotoxicos del linfocito T por interacciones no especificas (Van Seventer
1986).

Tradicionalmente se ha venido aceptando que esta poblacién ejerce ademas
las funciones supresoras, si bien la existencia de fenémenos supresores
parece demostrada, la existencia de células supresoras antigeno especificas
distintas de las citotéxicas se encuentra en estos momentos carente de un

modelo teérico que permita explicar sus mecanismos de actuacién.
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El entrar el la disquisicién de si realmente existen o no estas células

supresoras se escapa a los objetivos de esta tesis.

1.3.9 CD25

Los Acm CD25 reconocen una molécula de 55 kD clasicamente conocida como
Tac, que corresponde a la cadena de baja afinidad del receptor para la IL-2Z2.
En un principio se describio su presencia esclusivamente en linfocitos T
activados, mas tarde se comprobo que los lifocitos B activados también
podian expresar este antigeno. Recientemente se ha descrito que esta
mélecula puede hallarse asociada a otra de 70 kD, el conjunto de ambas
formaria el receptor de alta afinidad para la IL-2 (Robb 1987). Sus
caracteristicas funcionales las describiremos mas adelante al referirnos a

la IL-2.

1.3.10 CD26

El antigeno reconocido por los Acm CD26 tiene un pesoc molécular aproximado
de 130 kD, y se halla expresado solo en una pequefia proporcién de los
linfocitos T maduros circulantes. Sin embargo, puede identificarse en més

del 90 % de las lineas T citotéxicas (McMichael 10987).

1.3.11 Cb27

El antigeno de 120 kD reconocido por los Acm CD27, esta presente en el 60 %
de los linfocitos T circulanteg y en las células plasmaticas, esta ausente
sin embargo en casi todas las lineas T estudiadas. En los geies realizados

en condiciones reductoras el antigeno se expresa como una doble banda de 55

. kD (McMichael 1987).
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1.3.12 CD28

La molécula de 44 kD reconocida por los Acm CD28 esta presente solo en una
subpoblacién de linfocitos T (Yamada 1985). Esta molécula tambien puede
expresarse como un dimerc de 90 kD, unido por puentes disulfuro, el
monomero y el dimero coexisten en la membrana linfocitaria y podrian
hallarse en un equilibrio dinémico (Lesslauer 1986).

Inicialmente se describid que esta molécula podia actuar como transductora
de una "segunda sefial"” en la activacién de los linfocitos T mediante toxoide
tetanico (Lesslaver 1986) o por lectinas (Martin 1986). Posteriormente se
ha descrito que, por lo menos algunos, de los Acm de este grupo puede ser
mitogénicos por si mismos (Carrel 1987) (Hara 1985), ello indicaria la
existencia de una nueva via de activacién linfocitaria independiente del

receptor antigeno especifico, complejo T3-Ti, y del antigeno T11 (CD2).

1.3.13 }CDw29

Los Acm CD29 (Acm 4B4) reconocen una proteina de 135 kD expresada solo en
una subpoblaciéon de linfocitos T CD4+ complementaria con la reconocida por
los Acm CD45R (McMichael 1987) (Terry 1987) (Moore 1986) (Moore 1987).
Segun los autores antes citados los linfocitos CD4+ CD29+ serian las
autenticas células colaboradoras de los linfocitos B en la produccién de
inmunoglobulinas, mientras que los linfocitos T CD4+ CD29- serian los

inductores de la actividad supresora de los linfocitos CD8&+.
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1.4 ANTIGENOS ESPECIFICOS DE LA ESTIRPE LINFOCITARIA B

Los antigenos que especificos de los linfocitos B escapan a los objetivos de
esta tesis, a efectos de completar la descripcién de los antigenos de
membrana linfocitarios reconocidos por Acm, los citaremos esquematicamente

(Ling 1987) (Zola 1987)>:

Cluster Peso Mol. Distribucién

CD10 100 Pre-B
CD19 95 B
CD20 35 B
- CDh21 140 B (Receptor de C3d)
.CDh22 135 B
Cbz23 45 B (Subpoblacién)
Ch24 45,55,65 B + Granulocitos
CDb37 40-45 B
CD39 80 B + Macréfagos

Chw4 o 50 B + Carcinomas



Introducelisn -22 -

1.5 ANTIGENOS COMUNES A LA ESTIRPE LINFOCITARIA Y MIELO-MOBOCITARIA

1.5.1 CP11

Los Acm del cluster CD11 (antes denominado LFA-1 cadena 8) han sido
recientemente subdivididos eﬁ tres subgrupos CDila, CD11lb, CDllc, todos
ellos reconocen moléculas que se hallan asociadas con una molécula de 95 kD
reconocida por el CD18 {(antes conocida por LFA-1 cadena o). El CDlla
reconoce una cadena de 180 kD presente en todos los leucocitos y que es el
tnico subgrupo propiamente pan-leucocitario (Shaw 1987) dado que CD11b y
{D1llc reconocen cadenas de 160 y 150 respectivamente expresadas solo en

granulocitos y monocitos (Lanier 1985) (Hogg 1986).

1.5.2 CD18

Los Acm CD18 reconocen la molécula de 85 expresada en linfocitos
granulocitos y monocitos. Se ha descrito que los Acm CD18 inhiben maltiples
funciones, tales como la actividad FK, la actividad CTL (Krensky 1983), la
mitogénesis inducida por lectinas o por un estimulo alogénico (Keizer 1985)
(Dongworth 1985) etc.. La funcién primordial de esta molécula parecé residir
en su participacién en los fenémenos de adhesién intercelular (Hamann 1986)
(Mentzer 1985) (Haskard 1986) (Rothlein 1986), tanto en los contactos entre
los linfocitos T y B (Matz 19873 como de los neutrofilos (VWallis 1986). El
déficit congénito de expresion de este antigeno (Krensky 1985), da lugar a
una inmunodeficiencia funcional que se manifiesta por el padecimiento de

infecciones bacterianas recurrentes (Lisowska 1986) (Ross 1985).
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1.5.3 CD43

Los Acm CD43 reconocen una molécula de 95-105 kD presente en células T
monocitos y polimorfonucleares, conocida como sialoglicoproteina mayor
(LSGP de Large sialoglicoprotein) (Borche 1987). Esta proteina se halla
altamente glicosilada y posee un gran contenido de acido siadlico. A peser
de que algunos autores la han implicado en la activacién de los linfocitos
T (Mentzer 1987) su participacién en este proceso esté4 aun poco clara, y al
parecer sélo algunos de los Acm dirigidos contra clertos epitopos serian
capaces de participar el la activacién celular a traves de esta

glicoproteina.

1.5.4 CD44
Los Acm CD44 reconocen una molécula de peso molécular entre 65 y 95 kD,
expresada en las células T, los granulocitos, algunas células del cerebro y

en los hematies (Cobbold 1987).

15.5 CD45

Los Acm del grupo CD45 precipitan un conjunto de 4 moléculas de 180, 190,
205 y 220 kD conocidas como, antigeno leucocitario comun T200 (o LCA-T200).
Esta familia de antigencs fue descrita inicialmente como una sola molécula
de 200 kD comin a todos los leucocitos (LC o LCA de "leucocyte common
antigen") (Trowbridge 1978), exclusivamente expresada en células de la
estirpe hematopoyética (Dalchau 1980) (Dalchau 1986). Su descripicién
inicial se realizé en el ratén (Trowbridge 1978) y posteriormente se
descubrieron sus homélogos en la rata (Sunderland 1979) y en humanos

(Omary 19807,
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Desde el punto de vista bioquimico esta molécula se caracteriza por su gran
porcién intracitoplasmatica, y el hecho de hallarse fosforilada

(Newman 1984) (Dalchau 1986) (Thomas 19895).

Desde el punto de vista funcional, diferentes antigenos de esta familia se
han implicado en diferentes funciones célulares, entre ellas la actividad
"Natural Killer" (Newman 1983) (Targan 1983) (Burns 1984) (Starlin 1887) ,
la actividad citotoxica (CTL) (Harp 1984) (Lefrancois 198%), la
diferenciacién de las células B (Yakura 1983) (Mittler 1987, y la expresién
de receptores para la IL-2 (Ledbetter 1985).

En el "IIl workshop on leucocyte differentiatién antigens" celebrado en
Oxford en 1986, los Acm capaces de reconocer en el humano esta familia de
antigenos fueron agrupados en dos grupos o CD distintos:

El primero de ellos CD45 incluia a todos los Acm que reconocian epitopos
comunes a las 4 moléculas de 180, 190, 205 y 220 kD y que se hallaban
expresados en todos los leucocitos, incluyendo la totalidad de las células T
maduras,

Un segundo grupo de Acm, el CDAS5R (de CD45 "Restricted") estaba formado por
Acm que reconocian epitopes presentes solo en las moléculas de 205 y 220
kD, su distribucién celular era mas restringida halldndose presente solo en
un 50 % de los linfocitos T, y ausente en los granulacitos (Cobbold 1987).
La subpoblacién de linfocitos T positiva para los Acm CDASR tiene al
parecer una funcién colaboradora de las células supresoras mientras que la
subpoblacién negativa para los Acm CD45R colaboraria con los linfocitos B
en la secrecién de inmunoglobulinas (Takeuchi 1987).

Un Acm del grupo CD45R el G1-15 estd implicado en el incremento de la
expresién de receptores para la IL-2, dado que facilita la mitogénesis de

dosis suboptimas de PHA (Ledbetter 1985).
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Las diferencias de peso molecular entre la distintas cadenas de la familia
LCA-T200 es debida a diferencias en la regién amino terminal de la propia
cadena peptidica (Sheng 1984) (Barclay 1987). Depués de los ocho primeros
aminoécidos de la porcién amino tefminal de la molécula. La cadena mas
larga posee insertada una cadena de 167 aminoacidos, y la més corta una de
47 aminoacidos ricos ambos en serina y treonina (Ralph 19873,

Los datos obtenidos de la secuencia de tres varilantes distintas de cDEA
sugieren que las diferentes variantes del antigeno leucocitario comun T200
proceden de un "splicing" alternativo dependiente del tipo celular (Ralph
1987).

La existencia de una homologia superior al 90 % entre la porcién
intracitoplasmética (mas de 700 aminohcidos) del LCA humano y el LCA de la
rata (Gonez 1987), sugieren que esta proteina podria tener una funcién
importante, entre otras posiblemente la de interactuar con un elemento
estructural, que podria ser la fodrina del citoesqueleto (Ralph 1987).

La ldentificacién de que los Acm CD45 son capaces de proporcionaf una
"segunda sefial", necesaria para que los linfocitos estimulados por Acm CD3
inicien la secrecién de IL-2, constituye la principal aportacién original de

esta tesis.
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1.6 LAS LINFOQUINAS

1.6.1 Introduccién:

El conocimiento de los mediadores solubles con actividad sobre la actividad
linfocitaria, ha experimentado grandes avances en los (ltimos afios. Desde la
primera descripcién de la interleukina~1l (IL-1) en 1972 por Gery y Waksman
(Gery 1972), se han descrito NUMErosos factores, de entre ellos cabe
destacar la serie de las interleukinas IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5 (Arai
1986) (Gearing 1985). Existen otros, a los que a menudo se ha descrito con
diferentes nombres para una misma sustancia. Algunos de las intei-leukinas
estan caracterizadas, purificadas y en ocasiones los genes que las codifican
han sido clonadas, lo que permite la produccién de estos factores en
organismos recombinantes. Gracias a esta produccién "in vitro" de grandes
cantidades de estos factores es posible estudiar su funcién, mediante
preparaciones con un grado de pureza dificilmente alcanzable con los
métodos de purificacion clasicos.

Por su relevancia en la activacién linfocitaria y su implicacién en este

trabajo discutiremos brevemente la IL-1 y la IL-2.

1.6.2 IL-1:

La interleukina-1 (IL-1) es una molécula de 18 kD producida por los

monocitos estimulados (Auron 1987) (Haeffener 1984) (Palacios 1985).
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También puede ser secretada por determinadas clonas de células T (Acres
1987), e incluso, por células en principio tan lejanas del sistemas
inmunolégico como los trofoblastos (Main 1987).

La IL-1 constituye uno de los mediadores centrales de los procesos
inflamatorios y juega un papel fundamental en la proliferacién de las
células T (Chu 1984) (Williams 1985) (Schwab 1985).

Mediante estudics del cDNA, que codifica la IL-1, ha sido posible determinar
que existen dos subtipos de IL-1 humana la IL-la y la IL-18. Estos dos
subtipos correlacionan con los dos puntos isoelectricos que ya se habian
identificado para esta interleukina pI 7 y pI 5 (Dinarello 1986).

La IL-1 ha sido implicada en una multitud de procesos:

1) La estimulacion del crecimiento de linfocitos B y fibroblastos (Dinarelo
1984). 2) El desarrollo de procesos febriles (Dinarelo 1984).

3) La resorcién osea (Gowen 19&6). 4) La induccién de la producciéon de
1L-2, GM;CSF, IFN-B, PGE2, oolagenasa, méleculas de adhesion leucaocitaria;
liberacién de histamina etc. (Dinarello 1986).

Parece obvio que la IL-1 es una moélecula con multiples funciones
generalmente ligadas a los mecanismos de defensa tanto especificos como
inespecificos.

Sus efectos biolégicos son mediados a traves de su unién a receptores
especificos (Kilian 1986) (Dower 1985) (Dower 1986). Esta unién al receptor
facilita la internalizacién del complejo IL-1-Receptor, este complejo puede
ser a continuacién localizado en el nucleo. Este hallazgo ha hecho que se
relacione al complejo IL-1-Receptor con la regulacién de la trascripcién de
determinados genes (Dower 1987).

La cuantificacién de la IL-1 es posible mediante la utilizacién de ensayos

biologicos utilizando lineas celulares (Conlon 1983).
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16.3 IL-2:

La interleukina-2 (IL-2) es una molécula de 15 kD producida por los
linfocitos T activados (Alvarez 1979) (Palacios 1982) (Solbach 1982). Esta
interleukina juega un papel fundamental en la activacién de los linfocitos T
(Robb 1984) (Ashwell 1986),

La IL-2 ha sido ademas implicada en otrosvprocesos, entre los méas
importantes estarian:

1) El mantenimiento del crecimiento a largo plazo de los linfocitos T
(Baker 1979). )

2) La facilitacién de la actividad citotéxica de los linfocitos T (Robb
1984,

3) La induccién de una actividad similar a la actividad NK denominada LAK
(de "Lymphokine-Activated Killer") (Damle 1986) (Herberman 1987)(Tilden
1987).

4) La regulacién de la expresion del propio receptor IL-2R (Grabstein 1986).
5) La facilitacién de la secrecién de otras linfokinas tales como el IFN ¥
(Grabstein 1982) y el MAF ("Macrophage-Activating Factor) (Kelso 1984).

6) La IL-2 ademés parece tener la capacidad de facilitar "in vivo" la
eliminacion de ciertos procesos tumorales (Donchue 1984),

La produccién de IL-2, la expresién de su receptor y la afinidad del mismo
son mecanismos finamente regulados (Cantrell 1984), de ellos depende, en la
mayoria de los casos, la diferenciacion y proliferaciéon de los linfocitos T
(Farrar 1986) (Lakanpal 1987).

La utilizacién de lineas celulares, cuyo crecimiento “"in vitro" depende de la

presencia de IL-2, representé un avance importante en el estudio de esta
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proteina (Gillis 1978), al permitir la cuantificacién de niveles del orden
de 0.01 ng/ml dificilmente detectables por otros métodos (Baker 1979),

La mélecula de IL-2 esta contituida por una cadena de 133 aminocacidos,
codificada en el cromosoma 4 humano (Robb 1984). Esta cadena es
marcadamente hidrofébica (Robb 1984), y posee tres residuos de cisteina en
su estructura, dos de estos residuns (los situados en las posiciones 58 y
105) son fundamentales para el desarrollo de su actividad (Vang 1984).

El receptor para la IL-2 (IL-2R) esta contituido por dos cadenas
polipeptidicas. Una de ellas de 55 kd (CD25) (tambien llamada “Tac")
constituye el receptor de baja afinidad (Leonard 1984). La otra de 75 kD de
més reciente descubrimiento, se une a la molécula de 55 kD dando lugar al
receptor de alta afinidad para la IL~-2 (Dukovich 1987) (Robb 1987)
(Trowbridge 1987) (Smith 1987).

La interacién entre la IL-2 y sus receptores desencadena una serie de
procesos’intracelulares que eséuematicamente serian:

1) En primer lugar la activacién del "turnover" de fosfolipidos.

2) La redistribucién intracelular de Protein kinasa C.

3) La alcalinizacién citoplasmatica.

4) La estimulacién de la hidroélisis de GTP.

5) La fosforilizacién de la proteina ribosomal S6.

6) La induccion de la trascripcion de determinados genes como el del
protooncogen c-myc (Farrar 1986), el del IFN Y y el de su propio receptor

IL-2R {(Grabstein 1086).
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1.7 EL LINFOCITO T

1.7.1 Matizaciones al concepto de linfocitao T:

Clasicamente se ha aceptado que la poblacién linfocitaria T podia ser
identificada e incluso se la podia separar de las demas células
mononucleadas, gracias a su capacidad de unirse a2 los hematies de carnero
(SRBC) (Bentwitch 1973) (Greaves 1973) (Hoffman 1976). En base a este dato
tradicionalmente se ha considerado que eran linfocitos T aquellos que
poseian el receptor para SRBC. En la actualidad conocemos que este
receptor en una molécula de 50 kD, a la que se denomina T1l1, que es
reconocida por los Acm del grupo CD2.

Debemos precisar que el antigeno Til (CD2) al que se ha tenido,
tradicioﬁalmente, como marcadér de las células T puede estar expresado en
algunas células que carecen de T3 (Fox 1985).

En el trabajo que presentamos hemos utilizado frecuentemente la activacién
de las células a traves del complejo T3-Ti por considerarla la méas
representativa de la activacién fisiolégica. Parece cobvio que no podemas
extrapolar los conocimientos obtenidos por la activacién a traves de la via
T3-Ti, a la pequefiisima proporciéon de células positivas para Tll pero que
carecen del antigeno T3 (CD3). Asi pues cuando utilizamos el término
linfocitos T a lo largo de esta tesis, nos estamos refiriendo exclusivamente
- a aquellos linfocitos poseedores del antigeno T3 (CD3) obtenidos de sangre

periférica.
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1.7.2 Gubpoblaciones de linfocitos T:

La presencia de las proteinas T4 (CD4) y T8 (CD8) permite subdividir a los
linfocitos T en dos subpoblaciones distintas y complementarias, la

poblacién T4 positiva a la que se le ha atribuido una funcién colaboradora
(Thomas 1983), en la produccién de anticuerpos por los linfocitos B, y otra
la poblacién T8 positiva que seria responsable de la citotoxicidad celular
(Rehinherz 1980) (Ledbetter 1981), también segin algunos autores de los
fenomenos supresores (Thomas 1983), si bien este es un punto en discusion
(Enmrich 1986). _

Las diferencias fundamentales entre estan dos subpoblaciones no residen
solo en su funcién sino tambien en los diferentes contextos en que son
capaces de reconocer al antigeno (Ress 1983) (Marrack 1983) (Swain 1983).
Asi, mientras que los linfocitos CD4 reconocen al antigeno en el contexto
de los aﬁtigenos de histocompétibilidad de Clase II (Rock 1983) (Braciale
1987y, los linfocitos CD8 los reconocen en el contexto de antigenos de
histocompatibilidad de clase 1 (Damle 1984) (Jacobson 19845 (Braciale
1987)>.

No esta claro por el momento cual es la funcién de este doble sistema de
reconocimiento (Cowing 1985), pero podria representar un doble mecanismo de
seguridad en el que unos antigenos, con mayor grado de procesamiento por el
monocito, serian reconocidos en el contexto de clase II y otros, con menor
grado de procesamiento, lo serian en el contexto de clase 1 (Braciale 1987),.
sin embargo no se puede descartar la posibilidad de que los dos sistemas
reconozcan antigenos de naturaleza diferente.

La subpoblacién T4 positiva al parecer puede a su vez subdividirse en dos

subpoblaciones distintas, una positiva para la molécula T220 (CD45R) y otra
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negativa., La primera seria la subpoblacién colaboradora de las células
supresoras y la segunda colaboraria con las células B en la produccién de
anticuerpos (Moore 1986) (Moore 1987) (Norimoto 1986).

Otros autores han postulado a su vez que la subpobdblacién T8 positiva podria
ser subdividida en una subpoblacién, propiamente citotéxica, la positiva
para los Acm del grupo CD28 y otra, supuesta precursora de las células
supresoras, positiva para los Acm del cluster CD1l (Yamada 1985), esta

ultima subdivisién no parece aun bien definida.

1.7.3 El receptor antigeno especifico de la celula T:

El‘receptor antigeno especifico de la células T no ha podido ser
identificado hasta el afio 1983 (Acuto 1983) (Meuer 1983) (Kappler 1983). La
utilizacién de anticuerpos monoclonales, ha permitido determinar que el

~ receptor antigeno especifico de los linfocitos T esta formado por dos -
cadenas polipeptidicas « y § de aproximadamente 50 kD y 40 kD
respectivamente, unidas por puentes disulfuro (Acuto 1985). Estas cadenas
estan formadas por una regién constante y otra variable, y contribuirian a
la formacién de los receptores tanto de las células T colaboradoras como de
las células T citotéxicas.

La forma en que estas cadenas reconocen, ademas del antigeno especifico,
los antigenos HLA clase II propios, esté4 aun sometida a debate (Yagije 1085)

(Gefter 1986) (Norcross 1987).
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La generacidén de diversidad, a nivel genético, de este receptor sigue a
grandes rasgos, el mismo esquema que utilizan las inmunoglobulinas, con
recombinacién entre zonas variables (regiones V) y zonas constantes
(regiones C) mediante regiones de unién (regiomes J), aunque con ligeras
variaciones (Robertson 1985) (Marx 1985).

Ultimamente se han descrito, que ademés de las cadenas citadas o y B,
podrian existir otras cadenas con funcién de receptor antigenoc especifico,
las denominadas cadenas Y de 55 kD y la § de 40 kD (Finnegan 1986) (Gefter
1986) (Ferrini 1987). El papel biolégico de estas no se ha podido aun

clarificar.
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1.8 LA ACTIVACION DEL LINFOCITO T

1.8.1 El concepto de activacién celular:

En el sistema inmunolégico la puesta en funcionamiento de los mecanismos de
duplicacién celular y la autorregulacién posterior de esta proliferacién
constituye uno de los elementos esenciales para desarrollar su funcién
defensiva.

La expresién “activacién del linfocito T", frecuentemente utilizada, es hasta
cierto punto imprecisa. Durante algun tiempo, la expresién “activacién del
linfocito T" se utilizé como sinénimo de duplicacién celular con sintesis de
DNA, A la luz de los conocimientos actuales podemos afirmar que existen
toda una serie de fendémenos que implican activacién celular y que ocurren
previamenfe a la duplicacién celular, entre ellos podemos citar:

1) El aumento del Cat++ intracelular, que ocurre a los pocos segundos de la
estimulacién a traves del complejo T3-Ti(Imboden 1985).

2) La traslocacion de la actividad PKC a la membrana (Pantaleo 1987).

3) La activacién de la expresion de mRNA mesajero para los protooncogenes
c-fos y c-myc, més tarde del mRNA que codifica para IL-2R y IL-2, y
posteriormente el de los protooncogenes N-Ras y c-myb (Reed 1986) (Ship
1987) (Kazmarek 1985) (Crabtree 1986).

4) La expresiéon de determinados antfgenos de activacién tales como el IL-2R
y el receptor para la trasferrina.

Todos estos fendémenos ocurren previamente al inicio de la sintesis de DNA,
y su correcto funcionamiento es necesario para que esta sintesis pueda

realizarse.
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De lo antedicho se deduce que la expresién “activacién celular® puede tener
diversos significados segun la tecnologia que se utilize para detectarla.

En esta tesis hemos utlizado la sintesis de DNA o de RNA como medida de
esta activacién. Nuestro sistema detecta un fenémeno relativamente tardic de
la activacién, pero tiene la ventaja de evaluar el resultado final de todo un
proceso. El desentrafiar en cual de las fases de este proceso intervienen los
fenomenos que aqui se describen es un tarea que nos plantemos para un
futuro préximo.

Clasicamente la divisién celular ha sido dividida en cuatro fases:

"Gl" fase previa a la Sini_:esis de DNA.

"S* fase de sintesis de DNA,

“G2" periodo previo a la divisién celular.

"M" periodo de divisién celular propiamente dicho.

Previa a la fase Gl habria una fase “GO" que reflejaria una fase de reposo
celular. |

La sefial necesaria para que la célula pase de la fase GO a G1, viene dada
por la interaccién de diferentes receptores de crecimiento cdn su ligando
correspondiente (Fantes 1986).

La medida de la captacién de timidina tritiada cuantifica el paso de las
celulas a la fase S. Asi podriamos decir que el nucleo de esta tesis
consiste en determinar cuales son los antigenos de la membrana léucocitaria
capaces de transmitir las seflales necesarias para que las diferentes

subpoblaciones de linfocitos T entren en fase S.
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1.8.2 Lag vias de activacién linfocitaria:

Como ya hemos sefialado al examinar los diferentes antigenos de la menbrana
linfocitaria reconocidos por Acm, se han descrito por lo mencs tres
antigenos capaces de transmitir sefiales que conduzcan a los linfocitos T a
entrar en la fase S; la via del CD3; la via del CD2; y la via del CD28. El
efecto de las “"primeras sefiales" proporcionadas por estos Acm no serian
suficientes por si solas para inducir la proliferacién. Todas ellas en
determinadas condiciones precisan de una "segunda sefial".

Esta necesidad ha sido observada por numerosos autores para el caso de la
via CD3 (Palacios 1982) (Wakasugi 1985) (Davis 1986) (Meuer 1986) (Roska
1085) (Clark 1986) (Ceupens 1086) (Malek 1985) (Bruszewsqui 1984)
(Gallagher 1986).

Para el caso de la via CDZ la necesidad de una "segunda sefial" es evidente
cuando se utiliza un solo Acm éHolter 1986) (Olive 1986). La utilizacién
conjunta de dos Acm CD2 hace a la activacién independiente de la “segunda
sefial” (Meuer 1984), si bien podria considerarse que la "segunda sefial" es
proporcionada por el segundo Acm. |

La via de activacién a traves de CD28 precisa tambien de una "segunda
sefial” (Hara 1985).

Esta “"segunda sefial" usualmente es proporcionada por los monocitos, y puede
ser sustituida por la presencia de IL-1 (Davis 1986) (Villiams 1985)
(Schwab 1985) o de PMA (Rosentreich 1979) (Holter 1986), que actua
directamente sobre la activacién de la protein kinasa C (Mishizuka 1986)
(Murray 1987) (Noonan 1987). Recientemente se ha postulado que las sefiales
proporciondas por los monocitos,'la IL-1 y la PMA no serian exactamente

idénticas (Davis 1986).
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La "segunda seflal" no es necesarla para la expresién de receptores para la
IL-2 (Ledbetter 1986), por lo menos los de baja afinidad (Vakasugi 1985),
pero si lo es para que los linfocitos T inicien la secrecién de IL-2
(Ledbetter 1986).

La interaccién IL-2, receptor de IL-2, y la internalizacién de este complejo,
es la sefial que posibilita la entrada de los linfocites en la fase de

sintesis de DHRA.

1.8.3 Los monocitos y los estudips “in vitro":

Los trabajos en que se postulaba la no necesidad de los monocitos, como
fuente de “segunda sefial", han sido habitualmente criticados en base a que
la deplecién de monocitos no habia sido suficientemente exhau‘stiva. De aqui
nacieron l‘os conceptos de "células parcialmente depleccionadas de monocitos®
y de "células altamente depleccionadas de monocites". 81 bien es cierto que
algunos de los resultados publicados pueden ser atribuidos a la presencia
de monocitos residuales, los conocimientos actuales nos permiten considerar
ademas otra posibilidad:

Uno de los pasos habituales utilizados por muchos autores en la deplecién
de monocitos es la separaciéon de los linfocitos T por la técnica de la
formacién de rosetas con hematies de carnero (SRBC). Estos hematies se unen
a la molécula T1l (CD2>. La molécula T1l (CD2) puede actuar como receptora
por si misma de sefiales activadoras de los linfocitos T por una via
independiente de T3-Ti (Fox 1985) (Holter 1986) (D‘Flynn 1986) (Meuer 1984)
(Olive 1986), es méas, esta molécula ha sido descrita como una de las

posibles vias de recepcién de la “segunda sefial" (Suthanthiran 1987).
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Parece correcto pensar que las células separadas, utilizando la unién del
antigeno T11 (CD2) con su diana en los hematies de carnero, no pueden ser
consideradas células “"virgenes" en sentido estricto, y serian poco adecuadas
para el estudio de los primeros pasos en los procesos de activacién. Por
ello nosotros hemos preferido unos métodos de deplecién de monocitos que no

implicaran la interaccién de los linfocitos T con los hematies de carnero.

1.8.4 Mecanismos intracelulares de la activacién celular:

- Los mecanismos intracelulares de transmisién de las sefiales activadoras, no
forman parte del estudio de esta tesis, a pesar de ello se nos ha hecho
dificil concluir esta introduccién sin por lo menos citar alguno de los
hechos més esenciales en este campo, con la intencion de facilitar el
seguimientb de los experimentas.

Los mecanismos que hasta ahora se conocen parecen comines para casi todas
las células del organismo y es posible que constituyan solo una pequefia
parte de ylos mecanismos reales de transmision de sefiales.

Uno de los primeros eventos detectables tras la unién del antigeno con su
receptor 0 de la unién Acm-CD3 a la molécula T3 es un incremento del ién
calcio libre (Cat+) intracelular, este fenémeno se puede observar incluso
con la utilizacioén de Acm CD3 solubles (Imboden 1985) (Imboden 1985
(Gelfand 1886). Este incremento intracelular de Ca++, se debe a una
liberacién de los depésitos intracelulares de Cat+, y a un posible aumento
de la permeabilidad de la membrana para la entrada del Cat++ extracelular.
La unién Acm~CD3 molecula-T3 activaria la fosforilasa C, la cual hidroliza

el fosfatidylinositol 4 5-bisfosfato, dando lugar por una parte al
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diacilglicerol, y por otra al inositol 1,4,5-trisfofato. Este 1libera el Cat++
de los reservorios intracelulares. El diacilglicerol aumenta la afinidad de
la proteinkinasa C por el Cat++ (Isakov 19867, la activacién de la
proteinkinasa C es un elemento fundamental para 1la activacién celular

(Droge 1986) (Nel 1987).

Los esteres de forbol (PMA, TPA) actuan activando directamente la protein
kinasa, mientras que los inoforos del calcio (ionomicina) imitan la sefial
del fosfatidylinositol 4,5-bisfosfato aumentando el Cat+ intracelular
(Isakov 1686). La administracién conjunta de estas dos sefiales es suficiente

para desencadenar los procesos de proliferacién celular,
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1.9 APROXIMACION METODOLOGICA

1.9.1 Premisas légicas de nuestro modelo

La introduccién de los Acm ha permitide identificar un conjunto de
moléculas de la membrana linfocitaria, cuya funcién por el momento en la
mayoria de los casos se desconoce, parece 1ogico intentar determinar cual es
la funcién de algunas de estas moléculas.,

La regulacién de la proliferacién linfocitaria es uno de los elementos
centrales de la respuesta inmunclogica, es de esperarlque algunas de estas
moléculas de la membrana linfocitaria reconocidos por Acm, intervengan en
la regulacién de la actividad proliferativa.

Dado que los Acm CD3 que reconocen las moléculas T3 del complejo T3-Ti
imitan la sefial de activacioén a través de este receptor, es posible que Acm
dirigidos contra otros antigenos sean tambien capaces de imitar otras
seflales reguladoras de la proliferacién.

Asimismo es factible, que la unién de algunos de los Acm con sus antigenos
diana, interfiera sefiales de intercomunicaciéon celular reguladoras de la
activacién.

En base a estas premisas légicas nos planteamos como hipétesis la
posibilidad de aproximarnos a la determinacién de los antigenos de la
membrana linfocitaria, que participan en la regulacién de la activacién
celular, mediante el estudio del efecto de los Acm que los reconocen en la

activacién de los linfocitos T por diferentes vias.
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1.9.2 El modelo de estudio que hemos utilizado:

El modelo de estudio que hemos utilizado partia de la base de que si un
Acnm, al ser afiadido durante el desarrollo "in vitro" de la actividad
proliferativa de los linfocitos, modificaba positiva o negativamente esta
actividad proliferativa, en principio cabia pensar que la molécula
reconocida por este Acm podia participar, de alguna forma, en la activacién
linfocitaria,

Tras la identificacién inicial se planteaba la caracterizacién més precisa
de los efectos funcionales de este Acm y disefiar los experimentos dirigidos
a definir su mecanismo de actuacion.

Este modelo habia sido planteado por otros autores, y habia permitido
hallazgos importantes (Meuer 1983) (Sanchez-Madrid 1985) (Wen Chang 1981).
Nuestro trabajo empezé con uné determinacién sistemética de la influencia
que la presencia de determinados Acm tenia en la activacién celular inducida
por diversos sistemas. En una primera fase hemos caracterizado
funcionalmente algunos de los Acm producidos en nuestro laboratorio entre
ellos: Cris-7 (CD3), Edu-2 (CD4>, 68~5A5 (CD18) para cuyas moleculas diana,
ya habla sido descrita una actividad funcional utilizando otros Acm.

En una segunda fase utilizando la activacién a traves del complejo T3-Ti,
hemos descrito la participacién de las moléculas, reconocidas por los Acm
CD45, en la transmisién de sefiales de activacién, este fendémeno constituye
la principal aportacién original de esta tesis. Ademés hemos comparado la
sefial proporcionada por Acm CD45 con la proporcionada por Acm CD5S, en

diferentes subpoblaciones linfocitarias.
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Una tercera y ultima fase se ha orientado a estudiar los mecanismos
utilizados por ambos Acm para mediar este efecto facilitador de la
mitogénesis, en esta fase hemos podido determinar que Acm CD45 y CDS
desarrollaban su efecto facilitador a traves del incremento en la secrecién
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2 QBJETIVOS:

Definir cuales son las seflales necesarias para inducir la prolifercién de

celulas, no previamente activadas, por la via del complejo T3-Ti.

Esclarecer la funcién de los monocitos en la activacién a través del

complejo T3-Ti

Determinar cuales son los mecanismos que regulan la activacién linfocitaria
inducida por el complejo T3-Ti, y la posibilidad de imitar estas sefiales

reguladoras mediante Acm.

Identificar las moléculas de membrana transductoras de sefiales reguladoras

de la secreciéon de IL-2 o de la expresién del receptor para la IL-2Z2.

Establecer las diferencias existentes entre las subpoblaciones linfocitarias

CD4+ y las CD8+ en cuanto a seflales necesarias para su activacién.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Preparacién de las células mononucleares;

Las células mononucleares fueron aisladas a partir de sangre, fresca,
heparinizada. Obtenida por puncién venosa de individuos adultos sanos.

La sangre fue posteriormente diluida en el doble de su volumen utilizando
PBS (Phosphate Buffered Saline), un equivalente tamponado del suero
fisiolégico.

Posteriormente fue centrifugada sobre gradientes de 'ficoll—hypaque
(Pharmacia, Upsala, Sweden) (de densidad 1.077) a 400 g., durante 25
‘nminutos.

Se recupero la interfase, y se recogieron las celulas por centrifugacién, las
células obtenidas fueron lavadas por céntrifugacibn en medio de cultivo
RPMI 1640 a 400 g. tres veces.

Las células mononucleares obtenidas se resuspendieron en medio de cultivo
RPMI con un 10 % volumen/volumen de suero humano AB. La poblacién celular
obtenida la denominamos como “células mononucleares de sangre periférica"
(PBMC de "Peripheral Blood Mononuclear Cells™).

Las PBMC asi obtenidas se contaron en camara de Neubauer, diluidas en azul
tripan para determinar simultaneamente su viabilidad, en base a los
contajes obtenidos se ajustaron las celulas a la concentracién deseada,

generalmente 2¥10€ celulas viables/ml.
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3.2 Medios utilizados:

RPMI-AB: RPMI 1640 (Eurobio, Paris, France’, suplementados con un 10 % v/v
de pool de suero humano AB descomplementado por incubacién 1 hora a 562 C,
Hepes Buffer 25 mM (Flow, U.K.), 2 mM de glutamina (Flow, UK.) ¥y

gentamicina (Normon, Madrid, Spain) a 200 pg/ml.

RPMI-FCS: RPMI 1640 suplementado con un 10 % de suero fetal de ternera,
Hepes Buffer 25 mM (Flow, U.K.)), 2 mM de glutamina (Flow, UK. y

gentamicina (Normon, Madrid, Spain) a 200 pg/ml.

- RPMI-FCS-ME: obtenido adicionando al medio RPMI-FCS Mercaptoetancl a una

concentracién final de 5x10-% M.
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3.3 Anticuerpos Monoclonales que se han wtilizado;

(Producidos en nuetro laboratorio por el Dr. R. Vilella)

Cris-7
‘Edu-2
109-2D4
Cris-1
Cris-6
68-5A5
33-3B3
72-5D3
111-1C5
Edﬁ—l
108-2C5
84-4C4
Cris-5
100-14A5
93-1D5
Cris-4
Cris-3

Cris-8

Clugter

CD3
CD4
cpbe
CD5
Ch14
Chi8
CDw44
CD45
CD45R
HLA-TII
HLA-1I
CDw44
GpXIII

GpV

GpXXVI
GpXV

Gpl3

Isotipo PR M.
IgGza 19429
IgGza 55

Igk 33

IgG2a 45+12
IgG2a 55

IgG2a 95+170
I1gG2a 80

IgGza 180 a 220
IgGl 205 + 220
IgGeb 29+34
IgGl 45+12
IgGl 80

Igk ?

Igk ?

IgGaa 80

Igk ?

IgG2b 1104170

IgGl

?

Yorkshop

Boston
Boston
Oxford
Paris

Boston
Boston
Oxford
Oxford

Oxford

Boston

Boston

Boston

Boston

Boston

1984

1984

1986

1982

1984

1084

1086

1086

1966

1984

1984

1984

1084

1084
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3.4 Anticuerpos Monoclomales CD4S que se han utilizado:

(Recibidos de otros investigadores)

Clonpa ~ Epitopo  Isotipo
- B MAC1 IgGl
Anti-Hle-1 IgGl

9.4 IgG2a

VIT 200 I1gG2a
YTH24.5 IgG2b (rata’
YTHS4. 12 1gG2b (rata’
F10-89~-4 IgG2a

S-80 -

B.KAC2 1gG1

B MAC2 IgGl

GRT2

1gG1

Investigador

Dalchau
Beverley
Hartin
Knapp
Valdman
Valdman
Dalchau
Pesando
Dalchau
Dalchau

Garrido
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3.5 Preparacién de los Acm:

Los anticuerpos monoclonales fueron purificados mediante precipitacién con
sulfato aménico saturado al 45 %. Posteriormente dializados en PBS.

El porcentaje de anticuerpo monoclonal se cuantificé por una electroforésis
convencional, La proteina total se cuantifics por espectrofotometria A==
nm. En base a estos dos datos se ha calculado el porcentaje de proteina
monoclonal del preparado original. Se ha diluido ajusténdolo a una
concentracién de 1 mg/ml y guardado congelado a -802 C.

Para su estudio en pruebas funcionales los Acm se han utilizado a una
concentracién final de 10 upg/ml de proteina monoclonal, excepto para los
estudios de concentraciénm.

Los estudios iniciales de mitogénesis se realizaron utilizando ascitis no
puri:ficadas a concentraciones finales de 1/600.

Los monoclonales recibidos de otros investigadores se han dializado
exaustivamente en PBS, para eliminar las trazas de conservante, generalmente
acida sodica. Se han ajustado a concentraciones finales equivalentes

aproximadamente a 10 pg/mi.

3.6 Mitégenos wtilizados:

PHA: (Phytohemagglutinin, Vellcome Diagnostics, Darfort, U.K.) a

concentraciones entre 2.5 y 20 ug/ml.
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ConA: (Concanavalin A, Flow laboratories, Irvine, Scotland) a concentraciones

entre 1 y 10 pg/ml.

PMA: (Phorbol Myristate Acetate, Sigma Chemie GmbH, V. Germany) a

concentraciones entre 2 y 20 ng/ml.
Ionomicina: (Calbiochem) a concentraciones de 1 pg/ml.

IL-2 recombinante (riIL-2) Boehringer Mannheim GmbH, V. Germany) a

concentaciones entre 0.01 ng/ml y 20 ng/ml.

3.7 Unidén del los Acm a esferas de sefarosa:

Los Acnm fuéron precipitados por sulfato aménico saturado al 45 %, y
pﬁsteriormente exaustivamente dializados en PBS. Seguidamente se dializaron
en Tampon Carbonato 0.1 M pH 9. Se incubaron en presencia de este tampon
durante 2 horas a temperatura ambiente junto con esferas de Sefarosa
(Sepharose-CNBr4B, Pharmacia, Upsala, Sweden). Previamente hinchada por HC1
1 nN.

La concentracién de Acm en los sobrenadantes fue cuantificada por
espectrofotometria A®*° nm antes y después de la uniéon con la sefarosa

obteniendo una unién de aproximadamente 2 mg de Acm/ml de sefarosa.
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3.8 Depleccién de monocitos:

La depleccién de monocitos a partir de PBMC se realizé por un proceso en
tres fases, como ya ha sido descrito (Palacios 1985), con minimas
modificaciones:

1) En primer lugar PBHC fueron incubadas durante 30 minutos a 372 C en
placas de Petri preincubadas durante 30 minutos con RPMI-AB, recogiéndose
las células no adheridas después de una ligera agitacién.

2) Las células no adheridas a las placas de Petri fueron incubadas durante
30 minutos a 372 C en Jeringas con fibra de nylon preincubada durante 30
minutos con medio RPMI-AB.

3) las células no adheridas a la columna de nylon fueron incubadas con el
Acn Cris-6 (CD14), un anticuerpo anti~monocitos obtenido en nuestro
laboratorio, durante 30 minutos a 42 C. A continuacién las células fueron
lavadas e iﬁcubadas con suero de conejo no toéxico, como fuente de
complemento, durante 60 minutos a temperatura ambiente.

Las células resultantes fueron sometidas a tres lavados y a continuacién
mantenidas a 42 C durante toda la noche.

Este procedimiento permitié la obtencién de células con menos de 0.2 % de
monocitos detectables por los métodos de inmunofluorescencia con un Acnm
CD14 o por ingestién de latex.

Esta poblacién celular adem&s no proliferaba o lo hacia en muy escasa
medida frente a mitégenos como la PHA, ConA o la Seph-CD3. Esta poblacién

es designada como “"células altamente deplecionadas de monocitos" (MHDC),
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3.9 Obtencién de las subpoblaciones linfocitarias:

Las subpoblaciones linfocitarias fueron obtenidas a partir de MHDC por
seleccién negativa. Utilizando suero de conejo como fuente de complemento y
los siguientes Acm:

Acm Edu-2 (CD4) y Acm BC-2 para obtener la subpoblacién T8+.

Acm 109-2D4 (CD8) y Acm BC-2 para obtener la subpoblaciob T4+.

Acm 109-2D4 mas Acm BC-2 mas Acm 111-1C5 (CD45R) més anti
inmunoglobulina de ratén obtenida en conejo para obtener la subpoblacién
T4+ T220-,

La pureza de estas subpoblaciones fue probada por inmunofluorescencia
indirecta, utilizando un FACS-Analyzer de Becton and Dickinson, y fue

siempre superior al 85 %.

3.10 Cuantificacién de la mitogénesis:

La mitogénesis fue cuantificada por captacién de timidina tritiada a las 48
bhoras, excepto en las curvas de cinetica.

Las células fueron cultivadas en muestras por triplicado, en pocillos de
fondo romo utilizando placas de 96 pocillos (Costar, Cambridge, UK) a una
éoncentracién de 10% células vivas por pocillo en 150 pl de medio RPMI-AB.
Las células fueron cultivadas a 372 C en atmésfera de 5 % COz, durante 48
horas, en presencia de los mitégenos correspondientes y de los Acm en
estudio a una concentracién de 10 pg/ml. Después de este tiempo se
affadieron a los cultivos 2 pCi/pocillo de Methyl-®H-Thymydine (@

Ci/mnmol) (Amersham, U.K.) (3HdThd). Tras 18 horas de incubacién con la
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timidina tritiada se recogieron los cultivos sobre filtros de nitrocelulosa
nmédiante un recogedor de cultivos (Skatron, Norway).
La medicién de la timidina radiactiva captada fue medida en un contador de

centelleo liquido (Beckman, U.S.A.).

3.11 Sintesis de RNA:

La medida de la sintesis de RNA fue realizada por captacién de uridina
tritiada de forma similar a como se realizdé el estudio de la mitogénesis
con las variaciones siguientes: Se utilizé (5-3H)-Uridine (Amersham, U.K.) en
vez de timidina. Esta fue afiadida a los cultivos a las 24 o 48 horas de
cultivo. La recogida se realizo igualmente a las 18 horas y la
cuantificacién de la captacidén fue realizada de igual forma que para la

mitogénesis.

3.12 Cultivo mixto alogénico;

La estimulacién por antigenos alogénicos o Cultivo Mixto Linfocitario (MLC).
Se realizo estimulando 10% PBMC, por pocillo, en 150 pl de medio RPMI-AB,
Jjunto con 105 PBMC de un individuo alogénico, irradiadas con 2000 Rads. Las
células fueron cultivadas en placas de fondo romo de 96 pocillos a 372 C en
una atmosfera de 5 % CO*. Después de 5 dias de cultivo, se affadieron a los
cultivos 2 pCi/pocillo de Methyl-*H-Thymydine (2 Ci/mmol) (Amersham, UK.

(3HdThd>. Tras 18 horas de incubaciéon con la timidina tritiada se
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recogieron los cultivos sobre filtros de nitrocelulosa mediante un recogedor

de cultivos (Skatron, Norway).

3.13 Recogida de sobrenadantes para la cuantificacién de IL-2;

Las células PBMC o MHDC (1x10%) fueron incubadas en RFMI-AB, en placas de
24 pocillos de fondo plano, junto con 10¥ esferas de sefarosa unidas a Acm
CD3 y en presencla de concentraciones finales de 10 pg/ml de los Acm en
estudioc. A los cultivos se les afiadié el Acm anti receptor de la IL-2
(anti-Tac), el Mar-108 (Lopez-Botet 1986) (a una dilucién final 1/1000 de
fluido ascitico). Este Acm se afladié para evitar el autoconsumo de la IL-2 y
no afecta el bicensayoc con CTLL (Baroja 1987).

Los sobrenadantes se recogleron a las 24 y 48 horas.

3.14 Cuantificacién de la IL-2 de los sobrenadantes:

Se utilizaron 50 )\ de los sobrenadantes en diluciones progresivas de 1/2,
las cuales fueron afiadidas a 102 células de la linea murina CTLL,
resuspendidas en 50 )\ de RPMI-FCS-ME, en pocillos de fondo plano, de placas
de 96 pocillos. Después de 6 horas de cultivo se afiadio a los cultivos 2
uCi/pocillo de Methyl-*H-Thymydine (2 Ci/mmol) (Amersham, U.X.) (3HdThd).
Tras 18 horas de incubacién con la timidina tritiada se recogieron los
cultivos sobre filtros de nitrocelulosa mediante un recogedor de cultivos
(Skatron, Norway). La medicién de la timidina radiactiva captada fue medida

en un contador de centelleo liquido (Beckman, U.S.AD.
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Los resultados se expresan en ng de IL-2 por ml por comparacién con una
curva estandar obtenida por la dilucién seriada de una preparacién de IL-2

recombinante (Boehringer Mannheim GmbH, V. Germany).

3.15 Cuantificacién de la citotoxicidad celular:

Marcaje de las células diana:

Las células de la linea celular K562 o Diana (PBMC) (10x10%), fueron
incubadas con 100 pCi de Cr®' en un volumen no superior a las 300 ),
durante 2 horas a 372 C, con agitaciones pericdicas. Después de esta
incubacién se lavaron, una vez, las células con medio de cultivo. A
continuacién se resuspendieron en 50 ml de PBS y se dejaron durante 30
minutos a temperatura ambiente con el fin de reducir al méximo la
liberacién esponténea de Crs' durante la incubacién final. Por Gltimo se
réalizé un lavado en RPMI-FCS y se sjustaron las células a uma

concentracién de 1x10% células/ml.

Preparacién de células efectoras citoliticas pre-estimuladas (CTL):

10% PBMC de la poblacién efectora, por pocillo, en 150 pl de medio RPKI-AB,
se han incubado junto con 105 PBMC del individuo alogénico diana irradiadas
con 2000 Rads. Las células fueron cultivadas en placas de fondo romo de 96
pocillos a 372 C en una atmosfera de 5 % CO® después de 5 dias de cultivo

se recogleron las células, se lavaron y ajustaron a concentraciones de

40x10% cel./ml.
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Determinacién de la actividad citotéxica natural de las PBMC o de células
preestimuladas:

En placas de 96 pocillos de fondo fomo se distibuyeron 100 \ de células
efectoras a diferentes concentraciones, desde 40x10% células/ml a 5x10%
células/ml, junto con 100 )\ de una concetracién de 1x10% células/ml de la
linea K562 (o de Diana PBMC) marcadas con Cr®'. Cada experimento se montd
por triplicado, se dejé incubar a 372 C durante 4 horas, pasadas las cuales
se centrifugdé la placa a 400 g. y se recogen 90 )\ de sobrenadante.

El Cr®' liberado del interior de las células K562 (o de las Diana PBMC) fue

cuantificado mediante un contador de radiaciones Y, Rack-gamma (LKB).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACION FUNCIONAL DEL Acm Cris-7 (CD3)

4.1.1 Estudio sobre la capacidad modificadora de la mitogénpeis;

Una parte importante de los experimentos de esta tesis estan basados en la
‘activacién de los linfocitos T a través del complejo T3-Ti. Para activar lo
linfocitos a través de esta via hemos utilizado el Acm Cris-7 (CD3).

Antes de iniciar los experimentos utilizando este Acm, fue preciso demostrar
que el Acm Cris-7 (CD3) era un representante adecuado de los del grupo CD3,
y que poseia las mismas cualidades funcionales que las publicadas para
étros Acms de su mismo grupo y mas concretamente para el OKT3.

Con el objeto de determinar los efectos funcionales del Acm Cris-7 (CD3) en
diferentes pruebas "in vitro" realizamos el estudio comparativo de este Acm
con un grupc de Acms cuyas especificidades, isotipos i distribucién celular,
aparecen citados en el apartado de material y metodos. De entre ellos cabe
destacar por su importancia funcional el Acm Edu-2 perteneciente al grupo
CD4 (Haynes 1986) y el 109-2D4 adscrito al grupﬁ CD8 (McMichael 1987).

El estudio de la capacidad mitogénica esponténea, mostré que tan solo el
Acm Cris-7, aumentaba la captacién de timidina tritiada en cultivos de PBXC
estimulados por diferentes Acms durante 48 h. Fig. 1.

Eéte efecto mitogénico ya habia sido descrito para otros Acms del grupo

CD3 (Van Vauwe 1980).
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Capacidad Mitogenica de Acm
medida a 48 horas
Indice de Estimulacion
0 1 NS1
2 Cris—-5 GpXIIl
-y 3 84-4C4 CD44
4 Cris—1 CD5
5 100-1A5 GpV
o0k 6 93-1D5
7 109-2D4 CD8
8 Edu-2 CD4
150 9 Cris=7 CD3
10 Cris—4 GpXXVI
! 11 Cris—3 GpXV
1 12 Cris—8 GpXill
| W

Fig. 1 - Mitogénesis inducida por diferentes Acm. en PBC medida a 48 h.
resultados expresados en {ndice de estimulaciém.

(LLE.=cpm de 3HdThd problema/cpm de 3HdThd Control)
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La mitogénesis fue méxima cuando se valoré a los tres dias de cultivo, y
casi indetectable cuando la timidina tritiada fue incorporada a partir del
quinto dia Fig. 2. Este hecho, probablemente sea debido a un agotamiento de
la capacidad proliferativa de las PBMC mantenidas en estas condiciones.
Otros autores (Flelscher 1984) habian descrito que en aparente
contradiccién con los resuitados anteriores, los Acms del grupo CD3
inhibian la mitogénesis inducida por PHA. Utilizando el Acm Cris-7 (CD3)
pudimos confirmar que realmente este también inhibia la mitogénesis
inducida por PHA Fig. 3. Esta inhibicién no desaparecié ni aun
cuadruplicando la concentracién de PHA utilizada como activadora Fig. 4.
Las razones de este hecho no estén aun claras si bien podrian ser debidas a
la inhibicién de la unién de la PHA a sus receptores, o a la interferencia
entre los transductores intracelulares de las sefiales proporcionadas por
los dos mitégenos.

La capacidad de proliferacién de las PBMC frente a antigenos alogénicas, o
cultivo mixto linfocitario (MLC), es otra de las funcliones que segin algunos
autores (Reinherz 1984) es inhibida por los Acms del grupo CD3.

Como puede observarse en la Fig. 5, el Acm Cris-7 (CD3) mostré también,
tener la capacidad de inhibir el cultivo mixto linfocitario. En este tipo de
experimentos no puede descartarse un efecto de agotamiento de la capacidad
proliferativa, inducida por el Acm CD3 durante los primeros dias. Como
puede verse en la mitogénesis inducida por el Acm Cris-7 (CD3) valorada a

los 6 dias.
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MITOGENESIS INDUCIDA POR Acm
Indice Estimulacion
40 —
35 — Cris—7 (CD3)
------- Cris—5 GpXlll
............. - Edu-2 (Cﬁ‘l)
-/ \ 93-1D5
25+
20
15
10+
5 -
O ;...-_.:- : - :.. N i i, NSy ‘.‘:.':.':.':.::.-;i'..-,.-;:;..:.‘-;_-_. «««««««« msee l
2 3 4 5
DIA

Fig. 2 - Mitogénesis inducida por diferentes Acm. en PBXC a 2,3 y 5 dias,

resultados expresados en indice de estimulacién.
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..60..

70—

80

o0
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| 0.

Inhibicion por Acm de
Mitogenesis por PHA

% de Inhibicion

| NS1

2 Cris-5 GpXIII
3 84-4C4 (D44
4 Cris—1 CD5
5 100-1A5 GpV
6 93-1D5

7 109-2D4 CD8
8 Edu-2 CD4

9 Cris-7 CD3
10 Cris—4 GpXXVI
11 Cris—-3 GpXV
12 Cris-8 GpXIII

. Fig. 3 - Inhibicién de la mitogénesis inducida por PHA 30 pg/ml,

por diferentes Acm. Resultados expresados en % de inhibicién.

(% inhibicion= 100 x (cpm problema - cpm control neg.) /

(cpm control pos. - cpm control neg.)‘
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Inhibicion por Acm
de Mitogenesis por PHA
% Inhibicion
70~
60|
50+
— Cris-7 (CD3)
-------- Cris-5 GpXIII
4—0 - ASNS].
30
204
oL TT—
0 l J --------------------------------------------------- jr——— -
15 30 45 60
Conc. PHA en microg/ml

Fig. 4 - Inhibicién producida por diferentes Acm en la mitogénesis inducida

por diferentes concentraciones de PHA en PBMC, medida a 48 h..
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Inhibicion de MLC por Acm

(Media de 5 Experimentos)
% de Inhibicion

90 -
1 N31
80 I 2 Cris—5 GpXIll |
3 84-4C4 (D44
70+ 4 Cris—1 CD5
5 100-1A5 GpV
60 6 93-1D5
7 109-2D4 CD8
50 - 8 Edu-2 CD4
9 Cris=7 CD3 |
40 L 10 Cris—4 GpXXVI |
011 Cris-3 GpXV |
- b 12 Cris-8 GpXill |
20 i
10k
0l el
5 6 7 8 9
Acm

Fig. 5 - Inhibicién producida por diferentes Acm en la mitogénesis inducida
por un estimulo alogénico (Cultivo Mixto Linfocitario MLCO.
Resultados expresados en media del % inhibicién obtenido en 5

experimentos diferentes.
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En la misma Fig. 5, puede observarse que el Acm BEdu-Z2 del grupo CD4
también inhibié el cultivo mixto linfocitario, este fendmeno, descrito por
otros autores con otros Acm del grupoc CD4 (Inaba 1987), seré discutido mas
adelante.

Un efecto similar tuvieron los Acm 109-2D4 (CD8) y Cris-5 (GpXIID.

4,1.2 Estudins sobre la capacidad modificadora de la citotoxicidad:

Trabajos de otros autores, han demostirado que los Acms del grupo CD3,
inhiben la capacidad citotéxica especifica (CTL de “"Citotoxic T
Lymphocytes") (Wen Chang 1981), pero no la actividad citotéxica natural (NK
de "Natural Killer"), ni la actividad citotéxica inespecifica frente a K562
de células previamente activadas ("NK-like" o LAK de "Lymphokine Activated
' Killer") (Kornbluth 1985) (Brocks 1983).

Como puede comprobarse el la Fig. 6, el Acm Cris-7 (CD3) fue el uUnico, de
los Acm analizados, que inhibié la actividad CTL. El Acm Cris-7 (CD3) no
inhibi6, sin embargo, ni la actividad NK ni la NK-like, Fig. 7 y Fig. 8. |

La Fig. © muestra un estudio comparativo entre el Acm Cris-7 (CD3) y el
Acm 68-5A5 perteneciente al grupo CD18 de la familia de los LFA-1.

Segin algunos autores los Acm de este grupo poseen la capacidad de inhibir

la adhesién celular (Martz 1687).
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Inhibicion de CTL por Acm
7 de Inhibicion
100
1 NS1
2 Cris—5 GpXIlI
80 3 84-4C4 CD44
4 Cris—1 CD5
5 100-1A5 GpV
6 93—-1D5
60~ 7 109-2D4 CD8
8 Edu-2 CD4
9 Cris—7 CD3
40 - 10 Cris—4 GpXXVI
11 Cris—-3 GpXV
12 Cris—8 GpXIil
20—
Ol r— e e e e
12 3 4 5 65 7 8
Acm

Fig. 6 - Inhibicién producida por diferentes Acm en la actividad citotéxica
especifica de células PBMC preestimuladas durante 6 dias en MLC
frente a PBMC Alogénicas, medida por liberacién de Cr®', expresado

en % de inhibicién.
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Acms y MITOGENESIS INDUCIDA POR CD3
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Fig. 11 - Efecto de diferentes Acm en 1la mitogénesis de PBMC inducida

Acm Cris-7 (CD3) unido a sefarosa o soluble, medida

a las 48 h. expresada en cpm de 3HAdThd.
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MITOGENESIS INDUCIDA POR Seph-CD3,

CD3 Soluble, Seph—-CD4 y Acms
cpm 3HdThd

100000~z Seph-CD3 ]

7723 CD3 Soluble
Seph—CD4

80000 -

60000 |-

40000 ]

20000 -

ol bl [ B [ e [

33-383  Cris=1  72-5D3 111-1C5
IgG2a IgG2a 19624 lgG1

Fig. 12 - Efecto de diferentes Acm en la mitogénesis de PBMC inducida
Acm Cris-7 (CD3) unidAo a sefarosa o soluble, y control de

Seph-CD4, medida a las 48 h. expresada en cpm de 3HdThd.
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En este experimento se introdujo adem&s un nuevo control consistente en un
Acm del grupo CD4, el Edu-2, unido a esferas de Sefarosa (Seph-CD4). Para
comprobar la especificidad de la mitogénesis inducida por Seph-CD3.

Tal y como puede comprobarse en la Fig. 12, la Seph~CD4 no es mitogénica
para PBMC. El efecto facilitador de la mitogénesis de los Acm 72-5D3 (CD45)
y Cris-1 (CDS), solo se observé al utilizar Seph-CD3, pero no en los
experimentos con Seph-CD4.

Estos primeros datos nos llevaron a sospechar un posible efecto facilitador
de la mitogénesis por parte de los Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1 (CD5).

Con la finalidad de confirmar la sensibilidad de diferentes individuos a
este efecto facilitador de la mitogénesis, decidimos estudiar el efecto de
estos Acm en la mitogénesis inducida por Seph-CD3 de cuatro individuos
distintos, no emparentados., Los resultados de dichos experimentos pueden
observarse en la Fig. 13. En ella se comprueba, que realmente, tanto el Acm
72-5D3 (CD45) como el Acm Cris-1 (CD5) incrementaron la captacién de
timidina inducida por Seph~CD3 en PBMC, con respecto de una ascitis
obtenida con células NS1 utilizada como control.

En estos mismos experimentos pudo comprobarse un ligera inhibicién de la
‘mitogénesis inducida por Edu-2 (CD4), que se discutira més adelante.
Paralelamente con el desarrollo de estos experimentus en octubre de 1985
Ledbetter publicd en el "Journal of Immunology" el efecto facilitador de la
mitogénesis de los Acm del grupo CD5 al que pertenece el Acm Cris-1 (CD5)
(Leddbetter 1985). Por ello decidimos centrar nuestro esfuerzo en el estudio
de la posible participacién de la molécula reconocida por el Acm 72-5D3
(CD45), en la activacién de las células T, para afrontar posteriormente un

estudio comparativo con la reconocida por el Acm Cris-1 (CDS),



Menul teados

...75..

80000 -

70000

60000 (-

50000 {~

40000 i~

20000~

10000 |~

30000

cpm 3HdThd

[C—JAsNS1

=3 Edu—-2
= Cris—1
72—-5D3

568

MITOGENESIS INDUCIDA POR Seph-CD3
EN PRESENCIA DE Acms

2 |
Experimento

3

Fig. 13 -~ Efectc de los Acm 72-5D3 (CD45), Cris-1 (CD5), y Edu-2 (D4

en la mitogénesis de PBMC inducida Acm Cris-7 (CD3) unido a

sefarosa, medida a las 48 h. expresada en cpm de 3HdThd,

cuatro experimentos diferentes.
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4.2.2 Conclusiones parciales;

1> La mitogénesis inducida a través del Acm Cris-7 (CD3) soluble puede ser
inhibida de forma inespecifica por Acm de isotipo IgGZ2a pero mo con los
estudiados del tipo IgGl.

2) La inespecificidad de esta inhibicién se comprueba por el hecho de que
esta desaparece al utilizarse Acm CD3 unidos a sefarosa.

3> La utilizacién de la sefarosa no interfiere las pruebas realizadas por
captacién de timidina.

4) El efecto mitogénico solo se observa utilizando Acm CD3 unido a Sefarosa
pero no otros Acm como el Edu-2 (CD4),

5) Como conclusién final y més importante el hecho de que los Acm 72-5D3
(CD45) y Cris-1 (CD5) producen un efecto facilitador de la mitogénesis

inducida por Seph-CD3.
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4.3 PARTICIPACION DE Acm 72-5D3 (CDA5) EN¥ LA ACTIVACION DE PBMC

Con la intencién de definir si el efecto facilitador de la activacién celular
inducido por el Acm 72-5D3 (CDP45) era especifico para la activacién
inducida por Seph-CD3 o era comun con otros sistemas de activaciénm,
decidimos estudiar el efecto producido por el Acm 72-5D3 (CD45) en la
proliferacién celular activada por diferentes tipos de mitégenos.

Los resultados obtenidos se detallan en la Fig. 14, en donde puede
observarse que el Acm 72-5D3 (CD45), aumenté la captacién de timidina
tritiada en células activadas por Seph—-CD3. Pero no en las estimuladas por
ConA, PVM, PMA, o un estimulo alogénico (MLC), Fig. 14.

Otros autores habian descrito que un Acm del grupo CD45R, el G1-15,
aumentaba la proliferacién inducida por dosis sub-optimas de PHA (Ledbetter
1986)., Por ello decidimos estudiar si nuestro Acm CD45 tenia una capacidad
similar a la descrita para el G1-15 del grupo CDA5R.

Los resultados obtenidos mostraron que el Acm 72-5D3 (CD45) no poseia la
capacidad de aumentar la mitogénesis inducida por dosis sub-éptimas de PHA,
Fig. 14. Con ello se evidenciaba que CD45 y CD45R, ademas de ser
diferentes en su distribucion celular y en el abanico de cadenas que

precipitaban, se mostraban tambien como funcionalmente distintos.
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3H-Thymidine Incorporation (cpm=10°)
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Fig. 14 - Efecto del Acm 72-5D3 (CD45) en la mitogénesis de PBKC

inducida por diferentes mitogenos medida a 48 h. (escepto para
MLC a 120 h.), ConA 10 pg/ml, PVK 2 ug/ml, PMA 10 ng/ml, PHA

20,10,5,2.5 pg/ml.
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4.3.2 Interaccién de la ril-2 con el efecto facilitador del Acm 72-5D3
£CD45) en mitogénesis inducida por Seph-CD3 en PBMC;

Frente al efecto facilitador de la mitogénesis inducida por Seph-CD3 del
Acm 72-5D3 (Cb45), cabia plantearse en principio cuatro hipétesis distintas:
1) Que aumentaba la secrecién de IL-2Z2.

2) Que aumentaba la expresién de receptores para la IL-2.

3) Que aumentaba la afinidad de los receptores para la IL-2.

4) Que utilizaba un mecanismo de facilitacién independiente de 1la IL-2.

Si las hipotesis 2 6 3 eran acertadas, en principio cabia esperar que la
adicién de IL~2 exogena potenciase el efecto facilitador del Acm 72-5D3
(CD45).

Con el objeto de examinar la posibilidad de que el Acm 72-5D3 (CD45)
aumentara la mitogénesis, aumentando la expresién de receptores
funcionalmente activos para la IL-2, decidimos estudiar la participacién de
la IL-2 recombinante (rIL-2) en la proliferacién de PBXC inducida por
Seph-CD3 y el efecto del Acm 72-5D3 (CD45) en la mitogénesis inducida en
estas condiciones.

En la Fig. 15, puede comprobarse que:

1) El Acm 72-5D3 (CD45) por sl solo no es mitogénico.

2) Tampoco lo es cuando se le affade rIL-2, lo que indica que.por si solo no
induce la aparicién de receptores funcionales para esta interleukina.

3) La adicién de ril-2 a PBMC estimuladas por Seph-CD3 incrementa
significativamente la mitogénesis, indicando indirectamente, que en estas

condiciones aun quedan receptores funcionales libres para la IL-2.



FMwel tedow - 80 -

4) Cuando se affade rIL-2 exogena a PBMC+Seph-CD3, el Acm 72-5D3 (CD45) es
incapaz de producir un aumento en la captacién de timidina tritiada.

Esto hace improbable que su efecto facilitador de la mitogénesis sea debido
solamente a un aumento en la expresién de los receptores para la IL-2 o en

un aumento de la afinidad de estos receptores.

4.3.3 Estudio de la concentracién y cinética del efecto facilitador del
Acm 72-5D3 (CD4%5)_en la mitogénesis de PBMC activadas por Seph-CD3;

Para confirmar que el efecto inducido por el Acm 72-5D3 (CD45) era
especifico era necesario demostrar que este era dependiente de la dosis de
Acm. Para ello purificamos el Acm por precipitacién con Sulfato de Amonio,
determinamos su pureza por electroforesis y cuantificamos la proteina
monoolonal‘disponible.

Como puede observarse en la Fig. 16, el aumento de la mitogénesis inducida
por Seph~CD3 es dependiente de la concentracién de Acm 72-5D3 (CD45)
utilizado. Dosis de aproximadamente 10 ng ya producen aumentos
significativos de la mitogénesis.

En otros Acm como los CD3 se habia descrito que el exceso de Acm podia
enmascarar sus efectos funcionales. Para descartar estd posibilidad,
decidimos comprobar que el Acm 72-5D3 (CD45) no era mitogénico por si

- mismo, a diferentes dosis.

En el experimento que muestra la Fig. 16, se demostrd que el Acm 72-5D3
(CD45) no inducia mitogénesis por si solo a dosis comprendidas entre 10

ng/ml y 10 pg/ml.
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Fig. 16 - Efecto del Acm 72-5D3 (CD45) a diferentes concentraciones en

la mitogénesis de PBMC inducida por Seph-CD3,
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Para intentar identificar el mecanismo utilizado por el Acm 72-5D3 (CD45)
para facilitar la mitogénesis, juzgamos necesario el determinar en que
momento del proceso de activacién celular intervenia el Acm 72-5D3 (CD45).
Realizamos un estudio de cinética, afiadiendo el Acm 72-5D3 (CD45) a
diferentes periodos, desde 18 horas antes de la activacién con Seph-CD3
hasta 48 h. después, recogiendo siempre los cultivos a las 72 horas, tras
18 horas de incubacién en presencia de timidina tritiada.

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 17, en la que puede
observaxjse que el Acm 72-5D3 (CD45), aumenta la mitogénesis si es affadido
18 horas antes de la activacién con Seph-CD3, al mismo momento que la
Seph-CD3, o durante las siguientes 8 horas. Pero no si se afiade 24 o 48
horas después de la Seph-CD3.

Estos datos indican que el Acm 72-5D3 (CD45) interviene en los primeros

pasos de la activacién celular.

4.3.4 Efecto del Acm 72-5D3 (CDA5) sobre la sintesis de RNA de PBNC:

En base a los datos anteriores, existia la posibilidad de que el Acm 72-5D3
(CD45) por si solo pudiera “preparar" a la célula para la mitogénesis,
activando sus mecanismos de sintesis de RNA, y la 'sintesis de proteinas.
Pero que su sefial fuera insuficiente para iniciar la duplicacién celular y
por tanto la sintesis de DNA.

Para descartar esta posibilidad, decidimos evaluar la capacidad del Acm
72-5D3 (CD45), para activar por si solo la captacién de Uridina tritiada.
Como puede observarse en la Fig. 18, el Acm 72-5D3 (CD45) por si solo no

aumentd significativamente la captacién de Uridina tritiada. Incrementé, sin
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embargo, la incorporacién de Uridina tritiada de las PBMC activadas por
Seph—-CD3, con respecto del control, tanto si esta se valora a las 24 horas
como a las 48 horas.

Estos resultados hacen poco probable que el efecto del Acm 72-5D3 (CD45)
sea debido a un “preparacién para la mitogénesis" que implique el aumento

de la sintesis de RNA y de la sintesis proteica.

4.3.5 Conclusiones parciales;

1) El efecto facilitador de la proliferacion celular inducido por el Acm
72-5D3 (CD45) es especifico para la mitogénesis inducida por Seph-CD3 y no
es extrapolable a otros tipos de mitégenos.

2) El Acm 72-5D3 (CD45) actua en las fases inicilales de la activacién.

3) El Acm 72-5D3 (CD45) no parece actuar a través de la modificacién del
numero o de la eficiencla de los receptores para la IL-2.

4) El Acm 72-5D3 (CD45) por si solo no tiene la capacidad de activar los

mecanismos de sintesis de RNA.
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4.4 LA “SEGUNDA SE®AL" EN LA ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS T Y

EL Acm 72-5D3 (CD45)

4.4.1 Participacién del Acm 72-5D3 (CD4%) en la mitogénesis de MHDC por
diferentes mitégenos:

Algunos autores han demostrade que los monocitos juegan un papel
fundamental en la activacién de los linfocitos T, proporcionando una
"segunda seflal" necesaria para la mitogénesis (Palacios 1985) (Meuer 1986)
(Davis 1986) (Wakasuki 1985).

Las caracteristicas de esta “"segunda sefial" estan poco claras, si bien es
cierto que existen evidencias, que en muchos procesos, esta es mediada a
través de ia IL-1. Otros autores postulan la necesidad de la presencia
fisica de los monocitos, por lo menos para algunos tipos de activacién
(Davis 1986). Esta presencia fisica seria eficaz incluso en el caso de
usarse células fijadas por Glutaraldehido (0.025 %) (Kim 1986).

- Estos datos inducen a pensar en la posibilidad de la existencia de una via
de comunicacién de esta "segunda sefial", mediada por la interaccién directa,
entre alguna molecula de la membrana del linfocito y alguna molecula de la
membrana del monocito.

Para determinar la relacién entre la capacidad facilitadora de la
mitogénesis que habiamos descubierto en el Acm 72-5D3 (CD45) y la “segunda
seflal" proporcionada por los monocitos, decidimos estudiar la mitogénesis

inducida por diversos medios en células mononucleares de sangre periférica
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altamente depleccionadas de monocitos (MHDC de "Monocytes Highly Depleted
Cells").

En primer lugar ensayamos la capacidad de la Seph-CD3 de inducir
mitogénesis en MHDC. %
Como ya habian descrito otros autores, comprobamos que la Seph-CD3 apenas
inducia mitogénesis en MHDC. Sin embargo, y para nuestra satisfacci6n,
pudimos observar que el Acm 72-5D3 (CD45) tenia la capacidad de inducir la
mitogénesis en poblaciones de células altamente depleccionadas de monocitos
cuando estas habian sido activadas por Seph-CD3 Fig. 19.

En otras palabras, la “"primera sefial" proporcionada por la Seph-CD3, habia
sido insuficiente para inducir por si misma mitogénesis, en ausencia de
monocitos, sin embargo el Acm 72-5D3 (CD45) habia activado la mitogénesis
proporcionando la "segunda sefial" y obviando la necesidad de los monocitos.
La importancia de los monocitos en la proliferacién inducida por lectinas,
ha sido motivo de discusién (Mire-Sluis 1987). El grado de deplecién de
monocitos obtenido o el mecanismo de purificacién utilizado, como hemos
descrito en la introduccién, podrian ser los motivos de esta discrepancia.
Nuestro sistema de depleccién de monocitos nos ha permitido obtener
poblaciones de celulas MHDC, que apenas proliferan en presencia de lectinas
tales como la PHA o la ConA, Fig. 20.

La adicién del Acm 72-5D3 (CD45) no induce la mitogénesis de las MHDC

activadas con ConA.
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Por el contrario el Acm 72-5D3 (CD45) al parecer si induce la proliferacién
celular en las MHDC estimuladas por PHA. Este efecto facilitador de la
mitogénesis inducida por PHA ha mostrado ser de una intensidad muy
variable de unos experimentos a otros, no siendo tan reproducible como el
de la mitogénesis inducida por Seph~CD3 y no podemos descartar que sea
dependiente del tipo de PHA utilizada.

La mitogénesis inducida por el Acm 72~5D3 (CD45) en MHDC estimuladas por
Seph-CD3 es un fendémeno dosis dependiente, comoc puede observarse en la
Fig. 21. Concentraciones de Acm 72-5D3 (CD45) de 10 ng ya son suficientes

para inducir un aumento significativo de la proliferacién celular.

Dado que el phorbol myristate acetate (PMA), habia sido descrito como capaz
de proporcionar la "segunda sefial", necesaria para la proliferacién de los
linfocitos T (Rosenterich 1979), mediante la activacion de la Protein
kinasa. Existia la posibilidad de que el Acm 72-5D3 (CD45) actuase por un
mecanismo similar.

Para descartar esta posibilidad, decidimos emprender un estudio comparativo
entre los efectos sobre la mitogénesis de 1la PMA y el Acm 72-5D3 (CD45).
Los resultados obtenidos pueden observarse en la Fig. 22. Se muestra que en
MHDC la PMA (a las dosis utilizadas), por si sola, es incapaz de inducir
mitogénesis. En esta poblacién celular el Acm 72-5D3 (CD45) es incapaz de

inducir mitogénesis ni aun en presencia de PMA o riL-2.
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Por el contrario la activacién de MHDC en presencia de PMA y rilL-2 aumenta
extraordinariamente la mitogénesis. Incluso en ausencia de Acm 72-5D3
(CD45).

Este experimento, marca una diferencia importante entre la “segunda sefial”
proporcionada por la PMA y la proporcionada por el Acm 72-5D3 (CD45),
mientras que la PMA es capaz de inducir en las MHDC la capacidad de
responder a la rIL-2, induciendo receptores para la IL-2 segun ha sido
descrito (Holters 1985) (Shakelford 1987) (Isakov 1987). El1 Acm 72-5D3
(CD45) es incapaz de inducir esta capacidad de responder. Por 1o tanto no
se induce proliferacién cuando Acm 72~-5D3 (CD45) y rIl-2 son utilizados
conjuntamente en cultivos de MHDC.

Las anteriores diferencias entre PMA y el Acm 72-5D3 (CD45) quedaron
confirmadas por el hecho de que, si bien la PMA puede proporcionar la
"segunda seflal" induciendo la mitogénesis en las MHDC activadas por
Seph-CD3, F.ig. 23, la adicién del Acm 72-5D3 (CD45) mostrdé tener un efecto
aditivo al de la PMA.

En contraste con este fendémeno, la Fig. 23, muestra que tanto en las MHDC
estimuladas por Seph-CD3, como en las estimuladas por Seph-CD3 mé&s PMA, la
adicién de rIL-2 aumenté significativamente la mitogénesis. En este caso
por el contrario el Acm 72-5D3 (CD45) no mostré tener ningun efecto

aditivo.



_95_

LA

P

g L AL;; ;I A

— v

2 LA AR

a
g8 OO
NN

(000l xwdd)  uorypIodIodu] SuIpIWAY] - H

Seph-CD3  Seph-CD3  Seph-CD3  Seph-CD3

+PMA
+rlL-2

+PMA

+riL-2

la mitogénesis de

Fig. 23 - Efecto del Acm 72-5D3 (CD45>, 10 pg/ml, en

presencia de PMA 10 ng/ml, y de

MHDC inducida por Seph-CD3 en

ril-2 20 ng/ml, medida a 48 h.



Mewul teadow - 96 -

4.4.3 Sintesis de RNA en MHDC y participacion del Acm 72-5D3 (CD45):

Dado que algunos autores (Ledbetter 1985), habian descrito el efecto
inhibidor de los monocitos, sobre los efectos "in vitro" de algunos Acm.
Decidimos descartar la posibilidad de que el Acm 72-5D3 (CD45), que ya
habiamos determinado no inducia la sintesis de RNA en presencia de
monocitos, si lo hiclera en ausencia de estos.

Tal como puede comprobarse en la Fig. 24, el Acm 72-5D3 (CD45) no fue
capaz de inducir por si solo la sintesis de RNA en MHDC.

Se confirma para las MHDC el efecto facilitador de la sintesis de RNA de
MHDC activadas por Seph-CD3, que ya hemos descrito en experimentos

anteriores para las PBMC.

4.4.4 Estudio de las subpoblaciones celulares implicadas epn el efecto
mitogénico del Acm 72-5D3 (CD45) en MHDC activadas por Seph-CD3:

Las subpoblaciones linfocitarias definidas por los Acm CD4 y CD8 tienen
ademés de diferencias en su funcién, colaboradora o citotéxica, unos
distintos requerimientos para su activacién respecto de la clase de
antigenos de histocompatibilidad en el contexto de la cual son capaces de
reconocer al antigeno. HLA clase II para la colaboradoras y clase I para la
citotoxicas. Esto implica la posibilidad de que los requerimientos para ser
activadas sean asi mismo distintos (Goronzy 1987) (Emmrich 1986). Existen
ademas, experimentos que inducen a sospechar que el tipo de sefiales
recibidas durante su activacién determine su posterior actividad funcional

(Eimasry 1986).
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Con la finalidad de determinar cuales eran las subpoblaciones celulares
sensibles al efecto facilitador de la mitogénesis, inducido por el Acm
72-5D3 (CD45), decidimos estudiar el efecto de este Acm sobre linfocitos
T4+ y sobre linfocitos T8+. Para ello purificamos estas subpoblaciones
celulares a partir de MHDC tal y como se describe en el apartado de
material y métodos.

En la Fig. 25 puede observarse que el Acm 72-5D3 (CD45), indujé mitogénesis
en la poblacién T4+ estimulada con Seph—CD3, pero no en la T8+ estimulada
con Seph-CD3, la poblacién T4+ T220- (CD4+ CD45R-) mostré tambien ser
sensible al efecto facilitador del Acm 72-5D3 (CD45) aunque,
proporcionalmente, menos intensamente que la poblacién T4+ total.

La especifidad para las células T4+ del efecto del Acm 72-5D3 (CD45),
juntamente con los datos de otros autores (Palacios 1982) (Sclbach 1982) en
el sentido que las células T4+ eran las principales secretoras de riL-2,
indujéron a pensar en la posibilidad de que el efecto del Acm 72-5D3 (CD45)
se debiera a un aumento en la produccién de IL-2.

Si bien es cierto que las celulas T8+ también pueden producir IL-2, en
determinadas condiciones (Inaba 1987) (Andrus 1984), su eficacia al parecer

es inferior a la de las T4+.
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4.4.5 Conclusiones parclales:

1) La Seph-CD3 es incapaz por si sola de inducir mitogénesis en MHDC.

2) El Acm 72-5D3 (CD45) puede substituir la "segunda seflal" necesaria para
inducir la mitogénesis de MHDC estimuladas con Seph-CD3,

3) La "segunda sefial" proporcionada por el Acm 72-5D3 (CD45) y la PMA,
utilizan mecanismos distintos.

4) El Acm 72-5D3 (CD45) solo es capaz de inducir la mitogénesis en la

subpoblacioén T4+ pero no en la T8+.
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4.5 CARACTERIZACION DEL EFECTO FACILITADOR DEL Acm 72-5D3 COMC UN

FENOMENO COMUN A TODOS LOS Acm DEL GRUPO CD45

45.1 Efecto facilitador de la mitogénesis de 11 Acm del grupo CD45:

En los experimentos desarrollados hasta el momento habiamos utilizado el
Acm 72-5D3. Este Acm reconoce un epitope contra el cual reaccionan solo una
ninoria de los Acm CD45 (Hale 1987). Existia pues la posibilidad que el
efecto funcional descrito con el Acm 72-5D3 fuese propio de este Acm, o en
todo caso de los Acm que reconocen su mismo epitope.

Para descartar esta posibilidad, solicitamos diferentes Acm asignados al
grupo CD45 durante el “"III international workshop on leucocyte
differentiatién antigeﬁs", obtenidos por diferentes investigadores. Con ello
~pretendiamos determinar si los Acm asignados como CD45 dirigidos contra
diferentes epitopes poseian la misma actividad funcional que 72-5D3 (CD45).
Recibimos Acm dirigidos contra todos los epitopes descritos (P, Q, R, S8 y
T), y que habian sido identificados durante los trabajos de "workshop" por
G. Hale. (Hale 1987). Pertenecian a diferentes isotipos de inmunoglobulinas
y procedian de diferentes autores.

Los Acm recibidos, fueron convenientemente dializados (para eliminar los
conservantes) y ajustados a concentraciones finales aproximadas de 10
Hg/ml,

El efecto de estos Acm en la mitogénesis de MHDC o PBMC activadas por
Seph-CD3 puede observarse en la Tabla I. Los resultados obtenidos muestran

que todos los Acm del grupo CD45 estudiados, indujeron la mitogénesis de
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MHDC activadas por Seph~CD3 y aumentaron la mitogénesis de PBMC activadas
de la misma forma.

Estos datos confirmaban que el hallazgo funcional identificado con el Acm
72-5D3, era extrapolable a todos los Acm del grupo CD45 estudiados, fuera
cual fuese el epitopo con el que reaccionaban o el isotipo de
inmunoglobulina al que pertenecian.

Estos datos nos permite afirmar que muy probablemente todos los Acm del

grupo CD45 poseen esta propiedad funcional.

45.2 Conclusiones parciales:

1) Todos los Acm del grupo CD45 estudiados, pertenecientes a diferentes
isotipos y dirigidos contra diferentes epitopos, poseen la capacidad de

proporcionar la “"segunda sefial" necesaria para la mitogénesis linfocitaria.
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DIFERENTES Acm CD45 EN MHDC Y PBMC ACTIVADAS POR Seph-CD3

3JH Thymidina cpmx10 + S.D.

Acn subclase Ig MHDC PBMC Origen
BMAC1 Gl 73.6 + 8.7 92.5 + 3.9 Dalchau
Anti-Hle-~1 Gl ' 9.7 + 0.8 74.8 + 5.8 Beverley

9.4 G2a 30.1 + 1.3 48.9 + 1.2 Martin

VIT 200 G2a 26.2 + 3.2 59.2 + 9.5 Knapp
YTH24.5 G2b 62.6 + 3.6 65.0 + 4.1 Hale,Waldman
YTH54.12 G2b 66.2 + 4.7 75.1 + 7.2 Hale,Waldman
F10-89-4 G2a 9.7 + 0.8 74.8 + 5.8 Dalchau
s-80 ND 70.6 + 5.0 80.7 + 2.3 Pesando

B MAC2 GL 35.2 + 6.3 78.0 + 2.6 Dalchau

B MAC3 Gl 42.9 + 8.1 67.2 + 9.1 Dalchau

GRT2 1 8.9 + 0.3 78.4 % 2.9 Garrido
72-5D3 G2a 66.8 + 1.4 82.0 + 5.6 Vilella
Controles:

Ascites NS1 ' 1.7 + 0.1 30.1 + 3.4
33-3B3(Chw44) G2a 1.6 + 0.6 33.5 + 2.2 Vilella
68-5A5(Cb18b) G2a 1.2 + 0.4 29.6 + 0.5 Vilella

TABLA 1
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4.6 EFECTO DE LOS Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1 (CD5) EN LA SECRECION DE

I1L-2 DE CELULAS ACTIVADAS POR Seph-CD3.

Algunos de los experimentos presentados apuntaban la posibilidad, de que
tanto el Acm 72-5D3 (CD45) como el Acm Cris-1 (CD5), indujesen la
mitogénesis de células altamente deplecionadas de monocitos activadas pér
Seph-CD3 actuando sobre la secrecién de IL-2. Era preciso intentar
demostrar experimentalmente esta hipotesis. Para ello estudiamos el efecto
producido por estos dos Acm sobre la produciéon de IL-2, tanto de MHDC como
de PBMC activadas pof Seph-CD3 durante 24 horas.

La IL-2 secretada, fue cuantificada, mediante un ensayo biolégico sobre una
linea celular de ratén (Gillis 1978), la cual depende de la presencia de
IL-2 para su crecimiento.

El Acm 72-5D3 (CD45) indujé la secrecién de IL-2 en MHDC activadas por
Seph-CD3 Tabla II. Lo mismo ocurrié con el Acm Cris-1 (CD5). Ambos
anticuerpos ademés aumentaron la secrecién de IL-2 de PBMC activadas por
Seph-CD3.

Como cabia esperar ninguno de ellos fue capaz de iniciar por si mismo la
secrecién de IL-2, en ausencia de Seph-CD3.

Este hallazgo concordaba con todos los experimentos anteriores y nos
permitia afirmar que, el efecto facilitador de la mitogénesis proporcionado
por los Acm CDAS era, por lo menos en parte, mediado a través de un

aumento en la secrecién de IL-2.
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En definitiva pues los Acm del grupo CD45 pueden conferir a la célula
activada por Seph-CD3 una "segunda sefial” que induce la secrecién de IL-2 y

permite una proliferacién de estas células independiente de los monocitos.

4.6.2 Conclusiones parclales;

1> Los Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1 (CD5), inducen la secrecién de IL-2 de
MHDC activadas por Seph-CD3.
2) Los Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1 (CD%), aumentan la secrecién de IL-2 de

PBMC activadas por Seph-CD3.

SECRECION DE IL-2 POR MHDC Y PBMC ACTIVADAS POR Seph-CD3

y Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1 (CD5)

Produccion de IL-2 en ng/10% celulas

Acm MHEDC MHDC+Seph-CD3 PBHC PBMC+Seph-CD3
Control <0.04 <0.04 <0.04 0.15 + 0.03
72-5D3 <0.04 0.21 + 0.04 <0.04 0.56 + 0.06
Cris-1 <0.04 0.21 + 0.04 <0.04 - 0.87 + 0.06

TABLA 11
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4.7 ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE LOS EFECTOS DE LOS Acm 72-5D3 (CD45) Y

Cris-1 (CDS)

bPado que ya conociamos, por experimentos presentados anteriormente, y por
la literatura (Lebdetter 1985), la participacién de los Acm CDS en la
activacién de los linfocitos T, decidimos determinar si las sefiales
proporcionadas a los linfocitos por los Acm CD45 y CDS eran funcionalmente
equivalentes, tanto en su capacidad de activar la mitogénesis en ausencia de
monocitos, como en su interaccién con la PMA y la IL-2, como en su efecto

diferencial sobre las subpoblaciones linfocitarias CD4 y CD8.

.4.7.1 Estudio comparativo entre Acm 72-0D3 (CD4D) y Acm Cris-1 (CDJ) en
la mitogénesis inducida por difereptes mitégenns.

En primer lugar comparamos el efecto de Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1 (CD%)
en la mitogénesis de células depleccionadas de monocitos activadas por
diferentes mitégenos.

Como era de esperar por experimentos anteriores, tanto Seph-CD3 como PHA
como ConA, resultaron incapaces de inducir la mitogénesis de células
mononucleares de sangre periférica altamente depleccionadas de monocites.
La presencia de los Acm 72-5D3 (CD45) o Cris-1 (CD5) activé la mitogénesis
de estas poblaciones, cuando los mitégenos utilizados fueron Seph-CD3 o PHA

pero no cuando se utilizo ConA, Fig. 26.
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Fig. 26 - Estudio comparativo del efecto de los Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1
(CD5>, 10 pg/ml, en la mitogénesis de MHDC inducida por Seph-CD3
5000 esferas/pocillo, PHA 10 pg/ml, y ConA 10 ug/ml,

nedida a 48 h.
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Para explicar este efecto diferencial entre la dos lectinas PHA y ConA, no
tenemos aun una hipotesis definida, pero en principio parece apuntar a que
los requerimientos de "segundas sefiales" de ambas lectinas serian
diferentes.

Merece resaltarse que el efecto facilitador de ambos Acm en la mitogénesis
por PHA es cuantitativamente muy variable de unos experimentos a otros, a
diferencia del efecto sobre la mitogénesis inducida por Seph-CD3 que es

cuantitativamente mucho més reproducible.

Como hemos descrito para el Acm 72-5D3 (CD45), el Acm Cris-1 (CD5) no fue

- mitogénico en presencia de PMA o de rIL-2. Sin embargo ambos Acms
aunentaron la mitogénesis de MHDC inducida Seph~CD3+PHMA. Ello indica en
principio que los mecarnismos de activacién utilizados por la PMA son
distintos de los utilizados por ambos Acms.

La adicién de rIL-2 incrementd, significativamente, la mitogénesis de
MHDC+8eph~-CD3 en ausencia de cualquier otro tipo de sefial (control en

Fig. 27).

En la situacisn MHDC+Seph~CD3+riIL-2, ni el Acm 72-5D3 (CD45), ni tampoco el
Acm Cris-1 (CD5) aumentaron significativamente la mitogénesis con respecto

de la inducida en el control.
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MITOGENESIS DE MHDC POR Seph-CD3
PMA, IL-2 y Acm 72-5D3 y Cris—1
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Fig. 27 - Estudio comparativo del efecto de los Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1
(CD5), 10 pg/ml, en la mitogénesis de MHDC inducida por Seph-CD3
5000 esferas/pocillo, efecto de la presencia PMA 10 ng/ml, y de

rIL-2 20 ng/ml, mitogénesis medida a 48 h.
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Este dato va en contra de que el efecto de ambos Acm en este modelo se
produzca por un aumento en la expresién de receptores por la IL-2. Favorece
en cambio la hipétesis de que estos dos Acms actuen incrementando la
secrecién de IL-Z2.

Parece oportuno resaltar aqui que tanto el Acm 72-5D3 (CD45) como el Acm
Cris-1 (CD5), no actuan como la IL-2, dado que estd en presencia de PMA
induce mitogénesis, hecho que no ocurre con ninguno de los dos Acm en
estudio,

A continuacién decidimos comparar el efecto de ambos Acm en MHDC en las
cuales se habia inducido un incremento de Ca++ intracelular por medio de la
Ionomicina.

En la Fig. 28, puede observarse que ni el Acm 72-5D3 (CD45) ni el Acm
Cris-1 (CD%), indujeron la mitogénesis de MHDC més Ioncmic}ina sola o en
presencia de rIL-2 exogena.

Coma era d'e esperar la combinacién de Ionomicica+PMA, si que se mostré
como altémente nitogénica (Koretzy 1983). Ninguno de los dos Acm en estudio

produjo en este modelo modificacién alguna de la mitogénesis.

4.7.3 Sinergia de Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1 (CDS) en la activacién por .
Seph-CD3 :

Para determinar si las sefiales proporcionadas por los Acms 72-5D3 (CD45) y
" Cris-1 (CD5) resultaban acumulativas, decidimos estudiar el efecto de ambos
Acm a diferentes concentraciones en la mitogénesis inducida por Seph-CD3 en

MHDC.
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ACTIVACION POR IONOMICINA Y PMA
y Acm CD5S, CD45
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Fig. 28 - Estudio comparativo del efecto de los Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1
(CD5), 10 pg/ml, en la mitogénesis de MHDC inducida por
Ionomicina 10 pg/ml, efecto de la PMA 10 ng/ml, y de rilL-2 20

ng/ml, mitogénesis medida a 48 h.
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Para ello realizamos curvas de concentracién del Acm (desde 1 ng/ml hasta
1000 ng/ml). Utilizando los Acm por separado o conjuntamente.

Como puede observarse en la Fig. 29, el efecto facilitador de la mitogénesis
para la misma concentracién de Acm es similar para ambos Acm.

La utilizacién conjunta de ambos Acm a dosis sub-optimas (de 10 ng/ml a
100 ng/ml) dio lugar a un efecto no solo sumatorio sino incluso sinergico.
Este hallazgo plantea la posibilidad de que a pesar de que los resultados
sobre los diferentes tipos de mitogényesis son muy parecidos para ambos

Acm, los mecanismos intracelulares utilizados sean distintos.

4.7.4 Estudio comparativo de los Acm 72-5D3 (CD45) y Cris—1 (CDS) sobre
diferentes subpoblaciones de linfocitos T:

-Con el fin de determinar la sensibilidad de las distintas subpoblaciones
celulares a las seflales proporcionadas a traves de la molecula reconocida
por los Acm CDS, decidimos estudiar el efecto del Acm Cris-1 (CDS) saobre
las subpoblaciones linfocitarias T4+ y T8+ obtenidas a partir de células
mononucleares de sangre periférica altamente deplecionadas de monocitos.
Los resultados obtenidos, mostraron que tanto el Acm 72-5D3 (CD45) como el
Acm Cris-1 (CDS), aumentaban solo la mitogénesis de la subpoblacién T4+
pero no de la T8+, Fig. 30.

Por el contrario la adicién de rIL-2 aumentd la mitogénesis tanto de la

subpoblacion T4+ como de la T8+ Fig. 30.
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MITOGENESIS POR Seph-CD3 en MHDC
Acm 72-5D3 y Cris—1
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Fig. 29 - Estudio comparativo del efecto de los Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1
(CD5), juntos o por separado, a diferentes concentraciones, en la
mitogénesis de MHDC inducida por Seph-CD3, mitogenésis

medida a 48 h.
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MITOGENESIS EN CEL. T4+ Y T8+
Seph-CD3, Acm 72-5D3, Cris—1 y rIL-2
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Fig. 30 - Estudio comparativo del efecto de los Acm 72-5D3 (CD45) y Cris-1
(CD3), 10 pg/ml, y de rIL-2 20 ng/ml, en la mitogénesis de
diferentes subpoblaciones de linfocitos T MHDC inducida por

Seph-CD3, mitogénesis medida a 48 h.
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Ello indica que tanto la subpoblacién T8+ como la T4+ activadas por
Seph-CD3 en ausencia de monocitos tiene receptores funcionales para la
ril-2, y sugiere que la falta de proliferacién de las T8+ en presencia de
los Acm en estudio podria ser debida a las incapacidad de estas células
para sintetizar suficientes cantidades de IL-2, por lo menos en las
condiciones estudiadas, tal y como ya habia sido sugerido por otros autores
(Palacios 1982) (Solbach 1982).

A partir de esta fase del estudio decidimos introducir un nuevo Acm, el
111-1C5, dado que reconoce solo las dos cadenas mas pesadas de la familia
LCA-T200 es decir las de 205 y 220 kD. Este Acm fue asignado al grupo
CD45-Restringido (CD45R) en el "III international workshop on leucocyte
differentiation antigens" celebrado en Oxford 1986 (Cobbold 1987).

Como puede observarse este Acm mosiré tener efectos funclonales distintos
del Acm 72-5D3 (CD45) y del Acm Cris-1 (CD5). En la Fig 30 puede verse que
el Acm 111-1C5 incrementé solo muy ligeramente labmitogénesis inducida por
Seph-CD3 en la subpoblacién T4+ pero no en la T8+,

El hecho de que el Acm 111-1C5 (CD45R), que reconoce dos cadenas comunes
con el Acm 72-5D3 (CD45) la de 220 y 205 kD, tenga un efecto apenas
perceptible sobre la mitogenesis, indica que probablemente no son estas dos
cadenas las implicadas en el efecto funcional del Acm 72-5D3 (CD45). Si
bien con estos datos no se puede descartar la posibilidad de que el efecto
facilitador pueda ser proporcionado por las cuatro cadenas y que su

activacién sea epitope dependiente.
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Decidimos descartar la posibilidad de que la sefial proporcionada por el Acm
Cris-1 (CD5)>, pudiera inducir por si misma un aumento en la sintesis de
RNA. Para ello incubamos PBMC o MHDC en presencia de los diferentes Acm en
estudio y en presencia o ausencia de Seph-CD3.

Como puede observarse en la Fig. 31 y Fig. 32, en ausencia de Seph-CD3,
niguno de los Acm estudiados (incluido el 111-1C5 (CD45R)) incrementd
significativamente la captacion de uridina tritiada medida a las 24 o 48
horas.

Por el contrarioc en presencia de Seph~CD3 tanto el Acm 72-5D3 (CD45) como
el Acm Cris-1 (CD5) aumentaron la sintesis de RNA de MHDC+Seph-CD3.

El efecto inducido por el Acm Cris-1 (CD5) es menos intenso en
PBMC+Seph-CD3, ello puede ser debido a que tal como han descrito algunos
autores (Ledbetter 1985) la presencia de monocitos puede interferir en

determinadas condiciones el efecto de los Acm CDS.
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SINTESIS DE RNA EN MHDC
Seph—CD3 y Acm (D95, CD45, CD45R
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Fig. 31 - Estudio comparativo del efecto de los Acm 72-5D3 (CD45), Cris-1
(CDS)Y, 111-1C5 (CD45R), 10 pg/ml, en la sintesis de RNA por MHDC

en presencia o ausencia de Seph CD3, medida a 24 6 48 h.
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SINTESIS DE RNA EN PBMC
Seph—CD3 y Acm (D9, CD45, CD45R
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Fig. 32 - Estudio comparativo del efecto de los Acm 72-5D3 (CD45), Cris-1
(CD5), 111-1C5 (CD45R), 10 ug/ml, en la sintesis de RNA por PBMC

en presencia o ausencia de Seph~CD3, medida a 24 6 48 h.
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4.7.6 Coclusiones parciales:

1) Tantu el Acm 72-5D3 (CD45) como el Acm Cris—-1 (CD5) ejercen unos
efectos muy similares sobre la mitogénesis inducida por diferentes
mitégenos.

2) 51 bien ambos Acm parecen capaces de proporcionar a la célula una
"segunda sefial" esta es diferente de la proporcionada por la PMA.

3) Niguno de los dos Acm actua imitando a la IL-2.

4) La utilizacién conjunta del Acm 72-5D3 (CD45) y del Acm Cris-1 (CDS)
produce un efecto sinérgico sobre la mitogénesis de MHDC+Seph-CD3.

5) Tanto el Acm 72-5D3 (CD45) como el Acm Cris-1 (CD5) actuan solo sobre
las células T4+ (CD4) pero no sobre las T8+, las cuales, sin embargo, poseen
la capacidad de responder a la IL-2 exégena.

6) Ninguno de los dos Acm es capédz de inducir la sintesis de RNA por si
mismo.

7> El Acm 111-1CS5 (CD45R) no tiene las mismas capacidades funcionales que

el Acm 72-5D3 (CD45)
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4.8 CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS Acm 68-5A5 (CD18) y Edu-2 (CD4)

4.8.1 Introduccioén:

Hemos apuntado en la introduccién la actividad inhibidora de la activacién
linfocitaria inducida por los Acm de los grupos CD4 y CD18. En ambos casos
se han postulado dos tipos de hipotésis para explicar los mecanismos a
traves de los cuales estos Acm desarrollan su efectec inhibidor. Por una
parte existe la posibilidad que estos Acm inhiban la llegada de sefiales
positivas de activacién por la interferencia de los contactos
intercelulares, fundamentalmente con los monocitos, y por otra parte es
posible que estos Acm proporcionen una autentica sefial negativa a través de
lag moléculas que reconocen.

En nuestro caso, disponiamos de un sistema (el Acm 72-5D3 (CD45)) que nos
pernitia proporcionar una sefial positiva independientemente de los
monocitos.

Ello nos planteaba la posibilidad de estudiar por una parte, la activacion
linfocitaria mediante un sistema independiente de los monocitos, que ademas
posiblemente no se saltaba tantos mecanismos de control como lo hace la
PXA.

Por otra parte nos daba la posibilidad de estudiar la interaccién entre la
sefial positiva proporcionada por el Acm 72-5D3 (CD45) y las supuestas
seflales negativas proporcionadas a través de CD4 y CD18.

El primer paso necesario para iniciar este estudio era caracterizar nuestros
Acm CD4 y CD18 y demostrar que funcionalmente actuaban como habia sido

descrito para otros Acm de su mismo grupo.
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Antes de iniciar el estudio de la interferencia entre el efecto inducido por
los Acm 72-5D3 (CD45) y el Acm Cris-1 (CDS) y los efectos inhibidores de
CD18 y CD4, vamos a presentar algunos datos sobre la caracterizacién

funcional de los Acm 68-5A5 (CD18) y Edu-2 (CD4).

El Acm 68-5A5 (CD18) precipita dos moléculas de 95 y 180 kD presentes en
los linfocitos T y B al igual que en los granulocitos y monocitos. Este Acm
fue caracterizado durante el "III International workshop on leucocyte
diferentiatién antigens" celebrado en Oxford en el afio 1986 durante el cual
fue asignado al grupo CD18.

'i‘rabajos previos, de diferentes autores, habian descrito que otros
anticuerpos de este mismo grupo inhibian un buen numero de funciones
celulares. Entre la funciones inhibidas se encontraba:

1) La estimulacion por determinados mitogenos (Keizer 1985) (Dongworth
1085,

2) La actividad citotdéxica de células preestimuladas (CTL).

3> La actividad citotéxica natural o "Natural Killer" (NK) (Sanchez-Madrid
1982) (Krensky 1983).

Con 1la finélidad de poder utilizar el Acm 68-5A5 (CD18), como instrumento
en futuros estudios de mitogénesis, decidimos estudiar cuales eran las
funciones inhibidas por este Acm en concretao.

El Acm 68-5A5 (CD18) inhibié intensamente la mitogénesis inducida por PHA,

Con A, PVM, Toxoide Tetdnico y por un estimulo alogénico (MLC), Fig 33.
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PROLIFERACION Y Acm 68-5A5 (CD18)
PHA, ConA, PWM, MLC, Tox.T., Seph—CD3
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Fig. 33 - Efecto del Acm 68-5A5 (CD18), 10 pg/ml, en la mitogénesis de PBMC
inducida por diferentes mitogenos medida a 48 h. (escepto para
MLC a 120 h., ConA 10 pg/ml, PVM 2 pg/ml, PMA 10 ng/ml, PHA 10

pg/ml, Seph-CD3 5000 esferas/pocillo, Toxoide Tetanico 5 pg/ml.
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Fo inhibié sin embargo la mitogénesis inducida por Seph-CD3, este hallazgo
ha sido confirmado por otros autores, utilizando otros Acms CD18

(Dongworth 1985).

El Acm 68-5A5 (CD18) inhibié la actividad "Natural Killer" de células de
sangre periférica, no estimuladas, frente a la linea eritroblastoide K562, a
todas las proporciones Efectoras/Diana estudiadas, Fig 34.

De estos resultados se deduce que el Acm 68-5A5 (CD18) funcionalmente actua
tal y como ha sido descrito para otros Acm del grupo CD18, y por tanto

puede ser utilizado como un buen representante de este grupo.

!

Algunos autores habian descrito que los anticuerpos dirigidos contra
determinados epitopos de la molécula LCA~T200, Acms del grupo CD45, tenian
la capacidad de inhibir la actividad "Natural Killer" de células de sangre
periférica humana frente a la linea eritroblastoide K562 (Newman 1983).
Con la finalidad de confirmar que nuestro Acm 72-5D3 (CD45) era similar a
los demas del grupo CD45 en cuanto a capacidad de inhibir la actividad
"Natural Killer", estudiamos el efecto de la presencia del Acm 72-5D3
(CD45) en el desarrollo "in vitro" de la actividad "Natural Killer".

Como puede verse en la Fig. 35, el Acm 72-5D3 (CD45) inhibié la actividad
"Natural Killer" a todas las proporciones de células Efectoras/Diana

estudiadas.
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ACTIVIDAD NK
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Fig. 34 - Efecto del Acm 68-5A5 (CD18), 10 pg/ml, en la actividad "Natural
Killer" (NK) de PBMC frente a la linea celular K562, a diferentes

propociones Efectoras/Diana, medida por liberacién de Crs'.
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Fig. 35 - Efecto del Acm 72-5D3 (CD45), 10 pg/ml, en la actividad "Natural
Killer® (NK) de PBMC frente a la linea celular K562, a diferentes

propociones Efectoras/Diana, medida por liberacién de Cr='.
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4.8.4 Caracterizacién funcional del Acm Edu-2 (CD4):

El Acm Edu-2 precipita una molécula de 55 kD expresada solo en una
subpoblacién de linfocitos T. Fue asignado al grupo CD4 durante el

“II International Vorkshop on leucocyte differentiation antigens" celebrado
en Boston el afio 1984 (Haynes 1986).

Los Acm del grupo CD4 habian sido involucrados con anterioridad en la
inhibicién de algunas funciones celulares, entre la que destaca
particularmente la respuesta a estimulos alogénicos o cultivo mixto (MLC)
(Engleman 1981) (Biddinson 1982) (Inaba 1987). Con posterioridad algunos
autores lanzaron la hipétesis que las células activadas podrian recibir a
través de su molécula T4 (CD4) algun tipo de sefial inhibidora (Dalgleish
1986) (Wassmer 1985).

Con la finalidad de poder utilizar el Acm Edu-2 como instrumento en futuros
estudios de mitogénesis, decidimos estudiar su efecto sobre la proliferacién
inducida por diferentes mitégenos.

Tal como puede verse en la Fig. 36 el Acm Edu-2 (CD4), no inhibié la
mitogénesis inducida por PHA ni por PWVM. La inhibicién producida sobre la
mitogénesis inducida por ConA fue insignificante.

Por el contrario el Acm Edu-2 si inhibié la mitogénesis inducida por un
estimulo alogénico (Cultivo Mixto linfocitario a 6 dias) por el Toxoide
Teténico y'por Seph-CD3.

Las inbhibiciones poducidas por este Acm no fueron tan espectaculares como
las observadas con el Acm 68-5A5 (CD18).

Es conveniente resaltar el hecho de que mientras el Acm 68-5A5 (CD18)
inhibe la mitogénesis inducida por PHA pero no la inducida por Seph-CD3, el

Acm Edu-2 (CD4) por el contrario inhibe la inducida por Seph-CD3 pero no
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la inducida por PHA. Este hecho indica que el efecto inhibidor de estos dos

Acm utiliza muy probablemente mecanismos distintos.

4.8.5 Conclusiones parciales:

De los experimentos desarrollados en este apartado podemos concluir:

1) El Acm 68-5A5 (CD18) posee todas las caracteristicas funcionales tanto
de inhibicién de la proliferacion linfocitaria como de inhibicién de la
citotoxicidad, descritas para los Acm del grupo CD18 y por tanto puede ser
conslderado un buen prototipo de este grupo.

2) El Acm 72-5D3 (CD45) Inbibe la actividad NK tal y como ha sido descrito
para otros Acm de su mismo grupo.

3) El Acm Edu-2 CD4 posee las caracteristicas funcionales descritas para

otros Acm de su mismo grupo.
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PROLIFERACION Y Acm Edu—2 (CD4)
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Fig. 36 - Efecto del Acm Edu-2 (CD4), 10 pg/ml, en la mitogénesis de PBMC
inducida por diferentes mitogenos medida a 48 h. (escepto para
MLC a 120 b, ConA 10 pg/ml, PVM 2 ug/ml, PMA 10 ng/ml, PHA 10

pg/ml, Seph-CD3 5000 esferas/pocillo, Toxoide Tetanico 5 ug/ml.
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4.9 INTERFERENCIA DE ALGUNOS Acm INHIBIDORES DE LA MITOGENESIS EN EL

EFECTO FACILITADOR DE LOS Acm 72-5D3 (CD45) Y Cris-1 (CD5).

4.9.1 Introduccién

Conociamos por datos, procedentes de la literatura y por numerosos
experimentos realizados por nosotros mismos, que habia por lo menos tres
tipos de Acm capaces de interferir diferentes tipos de mitogénesis. Estos
eran los Acm del grupo CD18 (LFA-1) (Keizer 1985), los del grupo CD4
(Dalgleish 1986) y los Acm que reconocian a los antigenos HLA de clase I
(Turco 1985) (Taylor 1986) (Dasgupta 1987).

Por lo menos para los dos primeros estaba abierta la discusién acerca de si
actuaban inhibiendo comunicaciones intercelulares o proporcionando
autenticas sefiales negativas.

La posibilidad de estudiar la activacién linfocitaria T en un sistema
independiente de los monocitos nos permitia descartar que las inhibiciones
que se observasen, pudieran ser atribuibles a inhibiciones de la
comunicaclén entre los monocitos y la celula T.

Par otra parte y en el intento de desentrafiar los mecanismos utilizados por
los Acm CD45 y CD5 para facilitar la mitogénesis, era necesario conocer si
el efecto de las sefiales proporcionadas por estos Acm, era inhibible por
Acm que reconocian otrbs antigenos de membrana.

En base a estas consideraciones decidimos comprobar si el efecto
facilitador de la mitogénesis proporcionado por los Acm 72-5D3 (CD45) o
Cris-1 (CD5), era interferido por el efecto inhibidor desarrollado por Acm

de los grupos CD18, CD4 o HLA Clase I.



Mwmiel taciom -.1:30—

El Acm Edu-2 (CD4) inhibié la mitogénesis inducida en MHDC por Seph-CD3,
tanto en presencia de Acm 72-5D3 (CD45) como de Acm Cris-1 (CDS), asi como
en presencia de los dos utilizados conjuntamente Fig. 37.

El Acm 68-5A5 (CD18) por el contrario no inibié la mitogénesis en niguna
de las dos situaciones.

La presencia de monocitos (PBMC) hizo que el efecto inhibidor de Edu-2
(CD4) fuera apenas perceptible Fig. 38.

Los Acm HLA Clase I no interfirieron la mitogénesis de este modelo.

Estos resultados sugieren por una parte, el mecanismo inhibidor
desarrollado por Acm CD4 puede ser compensado parcialmente por la
presencia de monocitos, y por otra que este mecanismo inhibidor puede
hacerse mucho més patente cuando se utiliza un sistema mitogénico
independiente de los monocitos tal como es el de Seph-CD3+Acm 72-5D3
(CD45) o el de Seph-CD3+Acm Cris-1 (CD5).

Haciendo una lectura de estos resultados en otro sentido, podriamos decir
que el Acm CD4 pero no Acm CD18 inhiben los mecanismos facilitadores
inducidos por Acm 72-5D3 (CD45) y Acm Cris-1 (CDS) en el modelo de MHDC
activadas por Seph-CD3.

Este hecho‘, favorece la hipétesis que el efecto inhibidor inducido por los
Acm CD4 sea debido no solo a la interferencia de la adhesividad celular,

sino que ademéas exista un mecanismo activo de inhibicién.
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MHDC + Seph-CD3 y CD5, CD45, CD45R
Inhibicion mitogenesis por CD18 y CD4
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68—5A5 (CD18
80000 - JEdu-2 (CD4)
60000
40000
20000
0
Control Cris—1 72-503 111-1C5 72-5D3+Cris~1
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Fig. 37 - Efecto inhibidor de los Acm 68-5A5 (CD18) y Edu 2 (CD4) sobre la
mitogenesis de MHDC inducida por Seph-CD3 en presencia de los
Acm 72-5D3 (CD45), Cris-1 (CD5), 111-1C5 (CD4SR), 10 pg/ml,

mitogénesis medida a 48 h.
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PBMC + Seph-CD3 y CD5, CD45, CD45R
Inhibicion mitogenesis por CD18 y CD4
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Fig. 38 - Efecto inhibidor de los Acm 68-5A5 (CD18) y Edu 2 (CD4) sobre la
mitogenesis de PBMC inducida por Seph-CD3 en presencia de los
Acm 72-5D3 (CD45>, Cris-1 (CD5), 111-1C5 (CD4SR), 10 pg/ml,

mitogénesis medida a 48 h.
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Sin embargo como hemos citado en la introduccién los mecanismos

inhibidores de la mitogénesis por CD3 inducidos por CD4 podrian ser debidos
a que los antigenos CD4 comodulan con los CD3 y por tanto la disponibilidad
de moléculas de T3 para los Acm CD3 unidos a la Sefarosa puede ser menor y

esto podria condicionar una menor eficacia en la induccién de mitogénesis.

4.9.3 Capacidad inhibidora de Acm CD1& y CD4 ep el efecto facilitador de
CD45 y CDS en mitogénesis por PHA :

El Acm 68-5A5 (CD18) inhibié la mitogénesis inducida en MHDC por PHA en
presencia de cualquiera de los Acm estudiados Fig. 39.

Los Acm anti-HLA-clase I mostraron también un efecto inhibidor, aunque
mucho menos intenso.

El Acm Edu-Z (CD4) por el contrario no inhibié la mitogénesis de este
sistema.

En presencia de monocitos (PBMC) el efecto observado fue cualitativemente
el mismo, aunque cuantitativamente menos importante Fig 39.

Estos experimentos sugieren, por una parte que el efecto inhibidor de la
mitogénesis por PHA inducido por Acm CD18 no actua esclusivamente a través
de interferir su interaccioén con los monocitos. Dado que también puede
observarse en un sistema deplecionado de monocitos como es la activacién de
MHDC+PHA+Acm Cris-1 (CD5).

Esta hipétesis concuerda ademas con datos obtenidos recientemente por otros

autores utilizando otros modelos (Inaba 1987).
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MHDC + PHA y CD5, CD45, y CD45R
Inhibicion mitogenesis por CD18 y CD4
cpm 3HdThd
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Fig. 39 - Efecto inhibidor de los Acm 68-5A5 (CD18) y Edu 2 (CD4) sobre la
mitogénesis de MHDC inducida por PHA 10 pg/ml en presencia de
los Acm 72-5D3 (CD45), Cris-1 (CD5), 111-1C5 (CD45R), 10 ug/ml,

mitogénesis medida a 48 h.
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PBMC + PHA y CD5, CD45 y CD45R
Inhibicion mitogenesis por CD18 y CD4
cpm 3HdThd
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Fig. 40 - Efecto inhibidor de los Acm 68-5AS5 (CD18) y Edu 2 (CD4) sobre la
nitogénesis de PBMC inducida por PHA 10 pg/ml en presencia de
los Acm 72-5D3 (CD45), Cris-1 (CDS), 111-1C5 (CD45R), 10 pg/ml,

mitogénesis medida a 48 h.
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Por otra parte, el que los mecanismos utilizados por los Acm CD4 para
inhibir la mitogénesis por Seph-CD3+Acm Cris-1 (CDS) no sean eficaces en
el caso de la mitogénesis por PHA+Acm Cris-1 (CD5), indican que las
diferencias de sensibilidad estan en funcién del tipo de mitégeno utilizado
y probablemente no se hallan mediadas por la inhibicién o el
enmascaramiento de la "segunda sefial", proporcicnada por el Acm Cris-1
(CD5) en el modelo de la activacién por Seph-CD3. De ser asi, el Acm CD4
deberia inhibir también el efecto facilitador en el caso de la mitogénesis

inducida por PHA.

4.9.4 Conclusiones parciales:

1) E1 Acm Edu-2 (CD4) inhibe 1la mitogénesié inducida por Seph-CD3 pero no
la inducida por PHA.

2) Este efecto inhibidor es méAs claro cuando se utiliza un sistema
independiente de monocitos como el de Seph-CD3 mas Acm 72-5D3 (CD45) o
Acm Cris-1 (CD5).

3) El Acm 68-5A5 (CD18) por el contrario inhibe la mitogénesis inducida
por PHA pero no la inducida por Seph~CD3.

4) El efecto inhibidor del Acm 68-5A5 (CD18), sobre la mitogénesis por PHA
no puede ser contrarrestado por el efecto facilitador del Acm 72-5D3 (CD45)

ni del Acm Cris-1 (CD5),.
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5 DISCUSION

5.1 LA ACTIVACION LINFOCITARIA POR ACM CD3

5.1.1 El Acm Cris-7 (CD3> y fupcién del linfocito T:

En la primera parte de esta Tesis hemos descrito, como el Acm Cris-7,
poseia, las cualidades funcionales descritas para otros Acm de su mismo
grupo CD3:

1> Era mitogénico para PBMC.

2) Inbibia la mitogénesis inducida por PHA y por un estimulo alogénico.
.3) Inhibia la actividad CTL pero no la NK ni la LAK,

Estos datos nos permitian establecer, en base a nuestros propios
experimentos, algunas premisas de las que habiamos partido basandonos en
informaciones procedentes de la literatura (Isakov 1986) (Meuer 1986)
(Mentzer 1985):

1> Que es posible imitar sefiales de activaciéon de los linfocitos utilizando
Acm CD3 y concretamente el Acm Cris-7, y por tanto también tiene que ser
posible imitar otras sefiales utilizando Acm contra los receptores adecuados.
2) Que el efecto de estas seflales es interdependiente con otras sefiales de
activacioéon recibidas simultaneamente por los linfocitos, y por tanto tiene
sentido estudiar el efecto de la administracién simultanea de diferentes
seflales.

3) El efecto de los Acm sobre las funciones celulares, tienen la capacidad

de distinguir entre dos mecanismos citotéxicos distintos, y por tanto se
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puede pensar que los efectos funcionales inducidos por la presencia de Acnm
en estudios "in vitro", tienen un cierto caracter de especificidad que los
hace utiles como modelos de estudio.

El hecho de que Acm CD3 inhiban la actividad CTL pero no la NK o la LAK
indica ademé&s que muy posiblemente el mecanismo de reconocimiento utilizado

por NK y LAK no involucra al complejo T3-Ti, complejo que por el contrario

si se halla involucrado en la actividad CTL.

Nuestros experimentos han confirmado la necesidad de un soporte fisico
lsobre el que anclar los Acm CD3, para que estos puedan actuar como sefial
activadora (Clement 1985) (Heumann 1987) (Van Lier 1987).

Hemos confirmado también la utilidad de la sefarosa como base de este
soporte fisico. Y hemos comprobado un efecto inhibidor inespecifico de los
Acm del isotipo IgGZa, independiente de la especificidad de la molecula
reconocida, cuando el Acm Cris-7 (CD3) es utilizado en su forma soluble,
pero no si se utiliza unido a sefarosa. Es importante establecer este punto,
por cuanto la posible comparacién de experimentos de esta Tesis con otros
publicados, debe considerar siempre en que forma el Acm CD3 ha sido
utilizado, en forma soluble, o por el contrario unido a esferas de sefarosa,
ya que las sefiales proporcionadas en ambos casos son distintas.

Una situacién similar ocurre con la presencia o no de monocitos. Algunos
trabajos no destacan suficientemente esta cuestién y es preciso recurrir a

una detallada lectura del apartado de material y metodos, para discernir si



Diwmcumidn _139_

en el modelo utilizado estaban o no presentes los monocitos. Como hemos
visto en los resultados, los monocitos son esenciales para la activacién de
los linfocitos T en determinadas condiciones, y de su presencia o no,
dependen muchos de los efectos funcionales descritos para los Acm.

Al considerar trabajos realizados por el modelo de activacién utilizando Acm
CD3 debemos considerar la presencia o no de monocitos en el experimento y

la forma fisica en que se halla el Acm CD3.

5.1.3 Los diferentes pasos en la activacion a través de Acm CD3:

Los resultados presentados en esta tesis son coherentes con el siguiente
modelo de activacion celular:

En ausencia de monocitos los Acm CD3 solubles inducen un incremento
intracelular de Ca** (O'Flynn 1985).

Es preciso que estos acticuerpos esten fijados a un soporte solido para dar
lugar al "cross—linking" del complejo I3-Ti y como consecuencia de éste a
la seflal necesaria para la aparicién de receptores para la IL-2 (Ledbetter
1986) (Scheurich 1985) (Stingl 1987). Esta sefial, sin embargo, no es por si
misma suficiente para iniciar la secrecién de IL-2 y por tanto no induce
mitogénesis a menos que los monocitos proporcionen una "segunda sefial" que
induce la secrecién de IL-2 e inicia un circuito autocrino con activacién de

los mecanismos de sintesis de DNA y de duplicacién celular (Emmrich 1987).
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5.2 Acm MODIFICADORES DE LA MITOGENESIS DE PBMC

5.2.1 La modificacién por Acm de la proliferacién inducida por Acm CD3;

Segin el esquema anterior la regulacién de la activacién de los linfocitos T
puede, efectuarse por:

a) Regulacién de la expresién de los receptores para la IL-2.

b) Regulacién de la secrecién de IL-2.

¢) Otros mecanismos ajenos a la IL-2.

Al considerar el posible efecto modulador de los Acm en el proceso de
activacién "in vitro", deben considerarse dos tipos de hipétesis
altefnativas: a) Que actuen por inhibicién de sefiales. b) Que intervengan
imitando sefiales positivas o negativas.

En esta tesis hemos descrito el efecto de diferentes Acm e identificado su
nmecanismo de actuacién. El primero de ellos y més importante por su
originalidad es la descripcién de la capacidad que tienen los Acm CD45 de
proporcionar a los linfocitos T4+, activados por Seph-CD3, una “segunda
sefial” necesaria para que se inicie la secrecién de IL-2.

Hemos descrito que la sefial proporcionada por Acm CD45 es semejante pero
no identica a la proporcionada por el Acm CD5.

Por otra parte hemos abordado los mecanismos inhibitorios de los Acm CD18
y CD4 en un intento de esclarecer si actuan interfiriendo sefiales positivas
0 imitando sefiales negativas. Nuestros datos, apoyan la hipétesis, que los
Acm CD4 y CD18, ademés de su posible efecto inhibidor de contactos de los
linfocitos con los monocitos, tienen otros acciones. Entre las posibles,

estarian, la inhibicién de contactos entre linfocitos T, pero muy
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probablemente estos Acms pueden proporcionar sefiales negativas. Las cuales,
en todo caso serian diferentes para CD18 y CD4 dado su efecto inhibidor es

distinto segun se utilize PHA o Seph-CD3 como activador.

5.2.2 Efecto del Acm 72-5D3 (CD45) en la mitogénesis de PBMC por Seph-CD3:

El Acm 72-5D3 (CD45) ha mostrado tener la capacidad de aumentar la
mitogénesis inducida en PBMC por Seph-CD3. Esta capacidad es especifica
para la activacién inducida por Seph-CD3 e indetectable con otros
mitogenos. Este dato indica que su efecto facilitador esta ligado de alguna
forma a la via de activacién a través del antigeno T3 (CD3). Este efecto
facilitador de la mitogenesis de PBMC no se observa cuando se utiliza la
ConA como mitdgeno.

Los estudios sobre la cinética, demuestran que el efecto del Acm 72-5D3
(CD45), solo es detectable si el Acm estd presente durante las primeras
fases de la activaciéon por Seph-CD3. Ello descarta un efectoc sobre las
Gltimas fases de la activacién linfocitaria.

Estos datos apuntan la posibilidad, que el efecto facilitador del Acm
72-5D3 (CD45) este relacionado con la facilitacién de la agrupacién

(o “cross-linking") de los complejas T3-Ti en la membrana celular.

Por Gltimo, el hecho de que el Acm 72-5D3 (CD45) sea incapaz, por si mismo,
de inducir no solo mitogénesis sino incluso sintesis de RNA. Indican la
ausencia de un efecto inductor de la sintesis proteica que pudiera

"preparar" a la célula para los posteriores pasos de divisién celular.
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Asi mismo la falta de mitogenicidad del Acm 72-5D3 (CD45) en presencia de
riL-2, y ausencia de Seph-CD3, descartan que el Acm 72-5D3 (CD45) actue

induciendo por si solo receptores funcionales para la IL-2.

De los Acm relacionados con el LCA (T200) unicamente el Acm G1-15 (CD45R)
se ha relacionado con actividades funcionales sobre la mitogénesis de los
linfocitos T. Este Acm pertenece al grupo CD45R dado que solo reconoce las
moléculas de 205 y 220 kD y el antigeno que reconoce unicamente se halla
expresado en un 50 % de las celulas T (Ledbetter 1986).

Se bha descrito que el Acm G1-15 (CD45R), es capaz de incrementar la
mitogénesis de dosis subdéptimas de PHA y de incrementar la expresion de
receptores para la IL-2 en la activacién de PBMC por Acm CD3.

Los efectos funcionales descritos en esta tesis para el Acm 72-5D3 (CD45)
difieren de los descritos para el Acm G1-15 (CD45R) en diferentes aspectos:
1) El Acm 72-5D3 (CD45), en presencia de monocitos, no incrementa la
mitogénesis inducida por PHA ni aun utilizando dosis subéptimas de estha
lectina, mientras que se ha descrito que el Acm G1-15 (CD45R) incrementa la
proliferacién inducida por dosis suboptimas de PHA.

2) El Acm G1-15 (CD45R) necesita de la presencia de riIlL-2 exdégena para
incrementar la mitogénesis inducida a través de T3 (CD3), mientras que el
Acm 72-5D3 (CD4%) no necesita la adicién de rIl-2 exégena. La adicién de
rIL-2 exogena a PBMC activadas por Seph-CD3 hace que no sea apreciable el

aumento de la proliferacién celular inducido por el Acm 72-5D3 (CD45).
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3) E1 Acm 72-5D3 (CD45) inhibe la actividad "Natural Killer", esta descrito
que el G1-15 (CDASR) no la inhibe (Ledbetter 1986).

Estas diferencias funcicnales, no son en principio, sorprendentes por cuanto
anticuerpos reconociendo epitopos diferentes de una misma molécula puedén
dar lugar a efectos funcionales distintos (Olive 1986) (Brotier 1985).
Resulta légico que Acms que reconocen moléculas distintas (aunque
antigénicamente relacionadas) puedan dar lugar a sefiales funcionales
diferentes.

Dado que el Acm 72-5D3 (CD45) no muestra un incremento de la mitogénesis
cuando se aflade rIL-2 exégena a PBMC activadas por Seph-CD3, dificilmente
podemos atribuir su efecto a un aumento en la expresién, o en la eficiencia,
de los receptores para la 1L-2, tal y como ha sido propuestro para el Acm

G1-15 (CD45R),

5.3 Acm COMO IMITADODRES DE LAS “SEGUNDAS SEfALES" DE ACTIVACION

LINFOCITARIA

5.3.1 - ) L1} "

por_Seph-CD3:

Hemos discutido con anterioridad la dependencia de la activacién
linfocitaria por Seph-CD3 de los monocitos y la posibilidad de que esta

necesaria “"segunda sefial" pueda ser sustituida por la PMA o la IL-1.
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Los experimentos disefiados para estudiar la relacién entre el efecto del
Acm 72-5D3 (CD45) y de los monocitos, en la activacién de linfocitos T por
Seph-CD3, llevaron a la conclusién que el Acm 72-5D3 (CD45) tenia la
capacidad de inducir la mitogénesis de los linfocitos T en ausencia de
monocitos incluso a concentraciones de 10 ng/ml.

El efecto facilitador de la mitogénesis inducido por el Acm 72-5D3 (CD45),
mostro ser especifico para los linfocitos T4+, ello descartaba un efecto
indiscriminado sobre la activacién linfocitaria y apuntaba la posibilidad
que el efecto facilitador de la mitogénesis fuera mediado por la via de la
secrecién de IL-2, dado que las células T4+ son predominantemente las que

secretan IL-2 (Palacios 1982) (Solbach 1982).

5.3.2 Caracteristicas de la "segunda sefial™:

No estd en aun bién definido el tipo de sefial que necesitan recibir los
linfocitos T de los monocitos. Algunos autores postulan que las sefiales
proporcionadas por la presencia de los monocitos seria diferente de la
proporcionada por la IL-1 y por la PMA, (Davis 1985) (Davis 1986)
(Vakasugi 1985). Lo que si parece claro, es que la presencia fisica de
monocitos, incluso fijados con glutaraldehido, proporcicna una sefial
distinta de la IL-1. La PMA por otra parte actuaria activando directamente
la protein kinasa C y por tanto obviando probablemente la regulacién
ejercida sobre los pasos intermedios de la activacién por la via
fisiolégica.

Segin algunos autores, los monocitos participarian en la activacién de los

receptores de alta afinidad para la IL-2 en células T, absolutamente, no
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Segin algunos au&ores, los monocitos participarian en la activacién de los
receptores de alta afinidad para la IL-2 en células T, absolutamente, no
activadas y su accién no podria ser sustituida por la IL-1 (Vakasuki 1986).
Por el contrario cuando se utilizan linfocitos T clonados, células de hecho
ya estimuladas, si que podria sustituirse la presencia de los monocitos por
la IL-1 (Kaye 1984).

Para otros autores la presencia de los monocitos seria necesaria para
activar la secrecién de IL-2 (Ledbetter 1986).

La polémica acerca de si la "segunda sefial" proporcionada por los monocitos
actia a través del incremento en la afinidad de los receptores para la IL-2
(Wakasuki 1986) o en la secrecién de estéd (Ledbetter 1986), permanece aun
abierta. En nuestra opinidén la acclén directa sobre la secrecién de IL-2 es
més plausible por varias razones:

1) El aumento de afinidad de los receptores seria inatil sin la existencia
de - IL-2 con la que reaccionar, por tanto deberiamos aceptar un cierta
actividad secretora basal de IL-2, o bién una “tercera seffal"” que indujera
su secrecién.

2) En nuestros experimentos la adicién de IL-2 exogena permite inducir la
nitogénesis de linfocitos, tanto T4+ como T8+, altamente deplecionados de
monocitos en presencia de Seph-CD3, lo cual indica la existencia de
receptores con la suficiente capacidad funcional para iniciar una respuesta
en ambas subpoblaciones, aun en ausencia de monocitos. Si esta respuesta no
se inicia en las células MHDC activadas por Seph-CD3, no parece pues que
sea debido a la falta de receptores funcionales.

3) Por 0ltimo la IL-Z2 parece tenmer, por lo menos en los primeros momentos
de la activacién, un efecto de retroalimentacién positivo sobre la expresisén

de su propio receptor (Wakasugi 1985), por lo que parece coherente que
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cuando se induce la secrecidén de IL-Z pueda detectarse una mayor actividad
funcional de su receptor.

La "segunda sefial" necesaria para la proliferacién podria, también, ser
distinta segUn que la "primera sefial" sea la PHA, la ConA, el Acm CD3, el

Acm CD3 unido a Sefarosa (Wakasugi 1985).

La sefial proporcionada por el Acm 72-5D3 (CD45) tiene caracteristicas
diferentes de la proporcionada por la PMA, en tanto y en cuanto, la PMA a
concentraciones de 10 ng/ml, puede inducir mitogénesis en presencia de IL-2.
El Acm 72-5D3 (CD45) por el contrario es incapaz de inducir mitogénesis en
presencia de IL-2, hecho en el cual se pareceria a los monocitos. Ademés el
efecto de la PMA y del Acm 72-5D3 (CD45S) scbre la mitogénesis de MHDC
activadas por Seph-CD3 son aditivos.

El efecto inducido por el Acm 72-5D3 (CD45) también es distinto del
inducido por la IL-2, dado que esta es mitogénica en presencia de
concentraciones submitogénicas de PMA, el Acm 72-5D3 (CD45) sin embargo no
es mitogénico en las mismas condiciones.

Estos datos nos permiten ademas confirmar las diferencias descritas (Davis
1985) (Davis 1986) entre la sefial proporcionada por la PMA, a dosis
submitogénicas, y la proporcionada por los monocitos, en el sentido de que
la IL-Z2 induce mitogénesis en presencia de PMA pero no en presencia de

nonocitos.
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5.3.4 Los Acm CDS como "segunda sefial®:

Los Acm del grupo CD5 reconocen una molécula de 67 kD, expresada
fundamentalmente en los linfocitos T y en una pequefia subpoblacién de
linfocitos B (McMichael 1987). En 1985 Ledbeter describio el efecto
facilitador de la mitogénesis de los Acm de este grupo (Ledbetter 1985). Al
afio siguiente se describio que los Acm CDS poseian la capacidad de
sustituir a los monocitos en la activacién de células T por Seph-CD3
(Ceupens 1986). Segin esta descripcién los Acm CDS actuaban, facilitando
tanto la proliferacién como la secrecién de IL-2, de MHDC activadas por
Seph-CD3. Trabajos posteriores confirmaron que los Acm CD5 podian inducir
un incremento en el Ca** intracelular asi como un aumento en los niveles de

cGMP (Ledbetter 1986) (June 1987).

5.35 - (72- )

la mitogénesis:

Los estudios comparativos desarrollados con los Acm Cris-1 (CDS) y 72-5D3
(CD45) han demostrado que no existen diferencias funcionales significativas
entre ambos. En todo caso podria decirse que el Acm Cris-1 (CDS) incrementa
la mitogénesis inducida por PHA en PBMC y MHDC mientras que el Acm 72-5D3
~ (CD43) solo lo hace en las MHDC. En general el Acm 72-5D3 (CD45)
acostumbra a ser algo mas eficaz que el Acm Cris-1 (CD5) en las
mitogénesis inducidas por Seph-CD3. Cuando las células son activadas por

PHA ocurre el fenémeno inverso.
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Sin embargo es importante destacar que cuando los dos Acm son utilizados
conjuntamente, su efecto sobre la mitogénesis es, no solo sumatorio, sino
que se produce sinergia, ello indica que a pesar de que el resultado final
de su accién, la secrecién de IL-2, es el mismo en ambos casos, las vias
intracelulares utilizadas por los dos Acm podrian ser distintas.

Debido a la descripcién que los Acm (CD5) inducian un incremento de Ca*™
intracelular (June 1987), quisimos comparar los efectos de este Acm con los
de un inductor quimico del incremento de Ca*™ intracelular, la ionomicina.
La ionomicina fue capaz de inducir mitogénesis en presencia de PMA, el Acm
Cris-1 (CD5) por el contrario no fue mitogénico en estas circunstancias.
Este hecho puede ser debido a la existencia de un umbral, el cual no seria
alcanzado por el incremento de Ca** intracelular producido por el Acm
Cris-1 (CD5) pero si por el producido por la ionomicina, si bien no se
puede descartar que la ionomicina induzca otros efectos ademas del
incremento intracelular de Ca™~.

Tampoco el Acm 72-5D3 (CD45) indujo mitogénesis en presencia de Ionomicina
incluso cuando se afiadio IL-2 exogena, estos experimentos indican que la
ionomicina ni aun en presencia de Acm 72-5D3 (CD45) era capaz de inducir
receptores funcionales para la IL-2, y ademés establecia una nueva
diferencia entre el efecto de la PMA y el del Acm 72-5D3 (CD45), por cuanto

inomicina+PMA si que inducian mitogénesis.



Dimcusion _.149._

5.4 LAS “"SEGUNDAS SE#ALES" PROPORCIONADAS POR Acm COMO INSTRUMENTOS

5.4.1 Sensibilidad de las Subpaoblaciones CD4+ y CD8+ a las sefiales de CRO y

Tanto el Acm 72-5D3 (CD45) como el Acm Cris-1 (CD5) mostraron ser
eficaces, en la mitogénesis inducida por Seph~CD3 sobre la subpoblacién T4+
pero no en las células T8+ purificadas. Este resultado era coherente con los
datos de algunos autores acerca de que las celulas T4+ son fundamentalmente
las responsables de la secrecion de IL2 (Palacios 1982) (Solbach 1982).
Este punto sin embargo no esta definitivamente establecido y algunos
autores defienden que los linfocitos T8+ tambien pueden secretar IL-2

(Velte 1983).

En esta tesis hemos demostrado que los linfocitos T8+ activados por
Seph-CD3 poseen receptores funcionales para IL-2 que les permiten
proliferar cuando esta es aportada al sistema desde el exterior. Dado que
las celulas T8+ no proliferan en presencia de los Acm 72-5D3 (CD45) o
Cris-1 (CD5), debemos aceptar que los linfocitos T8+ son insensibles a

seflales inductoras de la secrecién de IL-2 proporcionadas por ambos Acm.

5.4.2 CD45 y CDS y Seph-CD3 como modelo de activacidn independiente de los

Hemos descrito con anterioridad los efectos inhibidores de los Acm CD18 y

CD4 sobre la mitogénesis inducida por diferentes mecanismos. Una de las
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discusiones que han surgido a la vista de estos efectos se ha centrado en
determinar si el efecto inhibidor de estos Acm, era debido exclusivamente a
que estos interferian la comunicacién intercelular, y m&s concretamente el
contacto entre los linfocitos T y los monocitos, o si ademds estos Acms
tenian la capacidad de proporcionar a la célula algun tipo de sefial negativa
(Dalgleish 1986) (Wassmer 1985).

La utilizacién de anticuerpos monoclonales tales como el Acm 72-5D3 (CD4S)
y el Acm Cris-1 (CD5), para proporcionar a la celula T la "segunda sefial”,
nos han permitido utilizar un modelo independiente de la sefial
proporcionada por los monocitos, y por tanto abordar la problemética de una

posible sefial inhibidora de los Acm CD18 o CD4 desde un angulo distinto.

5.4.3 Efectos de Acm CD4 sobre la mitogénesis monocito independiente :

Los datos experimentales mostraron que en la mitogénesis de MHDC, activadas
por Seph-CD3 junto con Acm 72-5D3 (CD45) o Acm Cris-1 (CD5), los Acm CD4
eran inhibidores. El efecto inhibidor de los Acm CD4 era més intenso en las
MHDC que en el caso de las PBMC activadas por Seph-CD3.

Estos datos indicaban:

1) La existencia de una inhibicién, de la mitogénesis activada por Seph-CD3,
proporcionada por Acm CD4, independiente de la posible interferencia o no
de estos Acm en la comunicacién entre los monocitos y los linfocitos T,
dado que esta inbibicién se producia incluso en un modelo idependiente de
monocitos.

2) Que los monocitos podian, en cierta forma, contrarrestar esta inhibicién

dado que el efecto negativo de los Acm CD4 era més intenso en el modelo en



Dimcumidn _151_

que la sefial de los monocitos habia sido sustituida por la de Acm CD45 y
CD5 que en células activadas en presencia de monocitos.

En el caso de la activaciéon por PHA los Acm CD4 mostraron no tener ninguna
capacidad inhibidora,

Las diferencias entre los efectos de los Acm CD4, segin que el mitogéno
utilizado sea Seph-CD3 o PHA, pueden estar ligadas a la inepecificidad de la
PHA. Esta lectina podria utilizar multiples vias para desarrollar su efecto
activador CD3, CD2, (OFlynn 1982), u otras aun no identificadas, y asi
esquivar el efecto inhibidor de los Acm CD4.

Existe también la posibilidad de una interferencia especifica de la via de
T3-Ti bien sea fisiolégica o artefactual. Los antigenos T3 (CD3) y T4 (CD4)»,
en ciertos casos pueden modular conjuntamente (Saizawa 1987) (Veyand 1987)
ello podria suponer interferencias en la internalizacién o en la
disponibilidad de estos antigenos en la membrana, y podria dar lugar a una
interferencia artefactual de la proliferacién.

En conclusién podriamos decir que nuestros datos apoyarian la existencia de
efectos inhibidores especificos de CD4 sobre la mitogénesis inducida a
través de T3-Ti, independientes de la interferencia del contacto con los

monocitos,
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5.4.4 Efectos de Acm CD18 sobre la mitogénesis monocito independiente :

Los Acm CD18 no proporcionan ningin tipo de sefial negativa para el modelo
de activacién de MHDC o PBMC por Seph-CD3, en presencia o no de Acm CDS o
CD45.

La mitogénesis inducida por PHA, por el contrario si fue inhibida por los
Acm CD18, tanto en el modelo de las PBMC, como en el caso en que la sefial
proporcionada por los monocitos fue sustituida por la de Acm CD45 o CDS.
En este caso indicaria un posible efecto negativo, independiente de la
inhibicién del contacto entre los monocitos y los linfocitos T.

Este efecto negativo, de los Acm CD18, no es especifico de la mitogénesis
inducida por PHA, dado que esta inhibicién también se produce en la
mitogénesis inducida por PWM o ConA.

De estos datos podemos extraer dos tipos de conclusiones:

1) Que la mitogénesis inducida por Seph-CD3 y la inducida por otros
mitogénos son distintas en tanto en cuanto que unas se inhiben por Acm
Cbhl18 y otras no.

2) Que la mitogénesis inducida por PHA, ConA y PVM necesita un tipo de
contacto intercelular independiente de los monocitos, que es inhibido por
los Acm CD18, o bién, este proporciona una sefial negativa que no afecta a

la via T3-Ti.
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5.5 LOS MECANIMOS UTILIZADOS POR LOS ACM CD45 y CD5 PARA ACTIVAR LA

MITOGENESIS.

Como hemos dicho anteriormente la seflal proporcionada por los monocitos es
necesaria para que se inicie la secrecion de IL-2. En esta tesis hemos
demostrado que tanto el Acm 72-5D3 (CD45), como Acm Cris-1 (CD5), tienen
la capacidad de inducir la secrecién de IL-2 en linfocitos T, depleccionados
de monocitos, activados por Seph~CD3.

Nuestros datos ademas indican que muy posiblemente este efecto es directo,
y no mediado a través del incremento del nimero o la afinidad de los
receptores de IL-2.

No podemos descartar que la capacidad de estas moléculas, de recibir la
sefial que permite el inicio de la sintesis detectable de IL-2, sea solo un
epifenémeno no relacionado con su funcién fisiolégica. En este sentido
cabria la posibilidad que estos dos antigenos fueran receptores de sefiales
no relacionadas con la proliferacién celular, pero que sus mecanismos
intracelulares de transducciéon de seflales se entrecruzaran con los
proporcionados a traves de la via T3-Ti, proporcionando la sefial necesaria
para el inicio de la secrecién de IL-2. Si bien esta es una posibilidad que
por el momento no podemos descartar, creemos existen indicios que el papel
funcional de estas moléculas este relacionado con los mecanismos de
defensa. Entre ellos, con respecto al Acm 72-5D3 (CD45) cabria destacar los

siguientes:
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1) Las moléculas reconocidas por el Acm 72-5D3 (CD45) solo se encuentran
en los leucocitos (Dalchau 1980).

2) Las moléculas relacionadas con el Antigeno Leucocitario Comun, reconocido
por el Acm 72-5D3 (CD45), han sido implicadas ademas con algunas otras
funciones linfocitarias. Entre ellas la actividad "Natural Killer" (Newman
1983) (Starlin 1987), la actividad citotoxica (CTL) (Harp 1984) (Lefrancois
1085), la diferenciacién de las células B (Yakura 1983) (Mittler 1987), y la
expresién de receptores para la IL-2 (Ledbetter 1985).

3) Las distintas moléculas de esta familia se hallan expresadas de distinta
forma en las diferentes poblaciones linfocitarias implicadas en funciones
distintas (Moore 1986) (Moore 1987) (Morimoto 1986).

En cuanto al Acm Cris-1 (CDS) se halla expresado solo en los linfocitos T y
en una subpoblacién de los linfocitos B.

Parece légico pensar que moléculas expresadas solo en células relacionadas
con la defensa, tanto antigeno especifica como inespecifica, del organismo

esten relacionadas con funciones caracteristicas de estas células.

5.5.2 Relacién entre la cefial proporcionada por el Acm 72-5D3 (CD4%) y la
proporcionada por los monocitos:

No hemos podido evidenciar diferencias funcionales importantes entre la
sefial proporcionada por los monocitos y la producida por el Acm 72-5D3
(CD45). Ello no quiere decir evidentemente, que la diana de la sefial
fisiolégica, aportada por los monocitos sea alguna de la moléculas
reconocidas por el Acm 72-5D3 (CD45). Sabemos que una de las seflales

proporcionadas por el monocito es mediada a traves de la IL-1 y no parece
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que ninguna de las moléculas de la familia T200 sea el receptor para esta
interleukina (Kilian 1986) (Dover 1986). Sin embargo, la presencia fisica de
los monocitos proporciona una sefial distinta a la de la IL~1 (Davis 1985).
Por el momento no puede descartarse que esta seflal, producida directamente
por el monocito, no sea vehiculizada a traves de alguna de las moléculas de
la familia T200.

Uno de los problemas que resta por resolver, es el de cual de las
moléculas de la familia T200 es la responsable de la transmisién de la
sefial proporcionada por el Acm al interior de la célula. La enorme
diferenclia en la eficacia de la seflal cuando se utiliza el Acm 111-1C5
(CD45R) parecen indicar que posiblemente no serian las moléculas
reconocidas por este Acm (205 y 220 kD) las responsables de esta sefial. Si
bien por el momento no podemos descartar que esta falta de respuesta al
Acm 111-1C5 sea debida a que reconoce un epitope no funcional.

Lo evidente es, que algunas de las moléculas reconocidas por los Acm CD45
pueden participar en la activacién de los linfocitos, proporcionando la
sefial necesaria para que linfocitos T activados por Seph~CD3 inicien su
secrecién de IL-2 y puedan inicilar un proceso autocrino de proliferacién

celular con sintesis de DNA.
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5.6 LOS DATOS PRESENTADOS COMO BASE PARA UNA NUEVA HIPOTESIS

La pregunta inicial que nos hemos planteado: ¢Cuales son los antigenos de
membrana que participan en la regulacién de la activacién de los linfocitos
T a través de T3-Ti, y como actuan?.

Nos ha llevado a caracterizar por una parte, dos posibles vias de sefiales
positivas que inducirian la secrecién de IL-2 de MHDC activadas a traves de
la via T3-Ti, las de las moléculas reconocidas por los Acm CD45 y CDS.

Por otra parte nos han aportado indicios experimentales que las moleculas
reéonocidas por CD4, podrian actuar como receptores de sefiales negativas
especificos de la via de activacién a traves de T3-Ti.

A partir de estos datos y de los aportados por la bibliografia reciente,
proponemos una hipotesic de como algunos antigenos de membrana participan
en la regulacién de la activacion de los linfocitos T.

La secuencia de acontecimientos seria la siguiente:

1) La activacién de un linfocito mediante la movilizacién del complejo T3-Ti
en su membrana induciria la aparicién de receptores funcionales para la
IL-2 tanto en las subpoblaciones T4+ como en las T8+.

2) La subpoblacion T4+ necesitaria una "segunda sefial" para activar su
secrecién de IL-2, esta seflal podria ser recibida por el contacto de las
moleculas LCA (T200 CD45), o T1 (CD5), con una hipotética molécula diana
del monocito. Solo células en determinadas condiciones de preactivacién

podrian recibirla a traves de IL-1. La existencia de una posible molécula
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diana en el monocito para la molécula de LCA T200, explicaria los
resultados presentados, y estaria acorde con la estructura caracteristica de
los receptores que posee molécula LCA T200.

No podemos descartar, por el momento, que el LCA (T200) sea diana de una
molecula soluble, lo que si parece clara es su funcién de molécula receptora
de sefiales.

3) La IL-2 secretada, induciria la proliferacion tanto de las celulas T4+
como de las T8+. Este modelo implicaria que las celulas T8+ dependerian
para su activacién de las T4+ activadas en presencia de monocitos, y
sugeriria la posibilidad de que las T8+ no precisen para su activaciém, de
la presentacién del antigeno por el monocito (por lo menos en algunos
casos), sino que les podria ser presentado por cualquier célula con
antigenos de HLA de clase I, de lo que si precisarian es de una célula T4+
activada y secretora de IL-2.

4) Por otra parte las moléculas T4 (CD4), serian posibles receptores de una
sefial de retroalimentacién negativa, que inhibiria la secrecion de IL-2 en
los linfocitos T4+. Si aceptamos que las moléculas diana de los antigenos
T4 son los antigenos HLA de clase II, podriamos pesar que la expresioén de
antigenos HLA de clase II en las celulas T activadas, podria tener algun
papel en los mecanismos de retroalimentacién negativa de este sistema.
Esta seflal podria tener un cierto caracter ambivalente, por cuanto los Acm
CD4 inhiben la proliferacién de celulas activadas cuando es utilizado en
forma soluble pero pueden actuar como sefiales facilitadoras de la
proliferacién cuando se emplean unidos a un soporte rigido (Anderson 1987).
De cuanto hemos expuesto en esta tesis queda como aportacién prioritaria,
por su originalidad e interes, la capacidad que tienen las moléculas del LCA

(T200) de recibir una seflal que activa la secrecién de IL-2 de células
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preactivadas, sefial que puede ser imitada por los Acm CD45. A partir de
aqui se han planteado, como casi siempre en investigacién, nuevos
interrogantes. Veamos algunos:

¢ Cual es exactamente el fendémeno intracelular, que desencadena la recepcién
de la sefial a través de LCA (T200) ?

¢ Cual es la molecula, soluble o de membrana, que fisiologicamente
interactua con LCA (T200) y le proporciona la sefial ?

¢ Cual de las moleculas de LCA (TZ200) es la realmente involucrada en la
recepcién de la sefial ?

La definicién de modelos capaces de responder a estas cuestiones son

algunos de los retos que tenemos planteados actualmente.
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€ CONCLUSIONES FIFNALES:

6.1 Principales:

La activacién de los linfocitos por Seph-CD3, precisa de una “"segunda sefial"
proporcionada por los monocitos. En ausencia de monocitos tanto los
linfocitos T4+ como T8+, activados por Seph-CD3 expresan receptores
funcionales para la IL-2 pero son incapaces de secretar ésta y por tanto no

proliferan a menos que se les proporcione IL-2 exégena.

Las moléculas del Antigeno Comun Leucocitario T200, reconocidas por los Acm
CDAS pueden actuar como receptoras de una "segunda sefial”, necesaria para
que los linfocitos CD4+ activados mediante Seph-CD3, secreten IL-2 e

inicien los mecanismos de duplicacién de su DNA.

Esta seflal es similar, en cuanto a sus resultados finales, con la recibida a
través del antigeno T1 (CD5), el hecho que el efecto de ambas sefiales sobre
la mitogenesis, de MHDC activados por Seph-CD3, sea sinérgico indica que

las vias intracelulares utilizadas podrian ser distintas.

Solo las subpoblaclones T4+, pero no las T8+, son sensibles a la "segunda
seffal" proporcionada por Acm CD45 o CDS. Por lo tanto los requerimientos
para activar ambas subpoblaciones son distintos, por lo menos en cuanto a

la naturaleza de la "segunda sefial" que necesitan para proliferar.
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El efecto inhibidor inducido por Acm CD4 sobre la mitogénesis, inducida por
Seph-CD3, es mas evidente en los sistemas sin monocitos y por tanto no
puede ser atribuido a la interferencia de la comunicacién entre estos y las
células T, al parecer los Acm CD4 pueden proporcionar una sefial activa de

inhibicién especifica de la via T3-Ti.

6.2 Secundarias:

El efecto facilitador de la proliferacién de MHDC inducido por el Acm
72-5D3 (CD45) se puede observar en la mitogénesis inducida por Seph-CD3 y
PHA pero no en la inducida por ConA.

El Acm 72-5D3 (CD45) actéa en las fases iniciales de la activacién.

Si bien, tanto el Acm 72-5D3 (CD45) como el Acm Cris-1 (CD5), son capaces
de proporcionar a la célula una "segunda sefial" esta es diferente de la

proporcionada por la PHMA.

El efecto producido por ambos Acm es diferente del obtenido por la adicién

directa de IL-2 exdgena.

Ninguno de los dos Acm es capéiz, por si mismo, de inducir la sintesis

detectable de RNA o DHA.
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Todos los Acm del grupo CD45 estudiados pertenecientes a diferentes
isotipos y dirigidos contra diferentes epitopos poseen la capacidad de
proporcionar la “"segunda sefial” necesaria para la mitogénesis de MHDC

activadas por Seph—-CD3.

Los Acm 72-5D3 (CD45) y Cris—-1 (CDS), ademés de inducir la secrecion de
IL-2 en MHDC activadas por Seph—CD3 aumentan la secreciéon de IL-2 de PBMC

activadas por Seph-CD3.

El Acm 72-5D3 (CD45) inhibe la actividad NK tal y como ha sido descrito

para otros Acm de su mismo grupo.

Los mecanimos de inhibicién de los Acm CD18 sobre la mitogénesis inducida
por PHA son distintos de la simple interferencia de las interacciones

monocito-linfocito T.

La activacién por ConA es distinta de la activacién por Seph-CD3, en cuanto

al tipo de segundas seflales que precisan.

La activacién por PHA es distinta de la activacién por Seph-CD3 en cuanto

al tipo de sefiales que las inhiben.

El Acm Cris-7 posee las caracteristicas funcionales descritas para otros
Acm del isotipo IgG2a del grupo CD3: Es mitogénico para PBMC. Inhibe la
mitogénesis inducida por PHA, el Cultivo Mixto Linfocitario y la actividad

CTL. No inhibe la actividad NK ni RK-like (o LAK).
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La mitogénesis inducida a través del Acm Cris-7 (CD3) soluble puede ser
inhibida de forma inespecifica por Acm de isotipo IgG2a pero no con los
del isotipo IgGl. Esta inhibicién inespecifica desaparece al utilizarse Acm

CD3 unido a sefarosa.

El Acm 68-5A%5 (CD18) inhibe la mitogénesis inducida por PHA, ConA, PVM,
MLC, y Toxoide Tetanico pero no la inducida por Seph~CD3. Ademas inhibe la
actividad NK y CTL, como ya habia sido descrito para otros Acm del grupo

CD18.

El Acm Edu-2 (CD4) inhibe la mitogénesis inducida por Seph-CD3, MIC y
Toxoide Tetanico pero no la producida por PHA, ConA y PVM. Estos efectos

concuerdan con lo descritos para otros Acm de su mismo grupo.
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