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ABSTRACT

Introduction: The lymphocyte CD5 and CD6 receptors are transmembrane molecules
structurally and functionally belonging to the scavenger receptor group of innate immune
receptors. CD5 and CD6 are characterized by the presence of three tandem repeats of
scavenger receptor cysteine-rich (SRCR) domains, which can recognize conserved
microbial-associated molecular patterns (MAMPS) present in bacteria, viruses, fungi, or
parasites. CD5 and CD6 also have intracellular signal transduction capacity and are
physically associated with the antigen-specific clonotypic receptor of T (TCR) and B
(BCR) lymphocytes. The combination of both capacities allows them to positively or
negatively modulate essential lymphocyte functions (cell activation, differentiation, and
death signals) upon specific antigen recognition. Therefore, CD5 and CD6 can be
considered receptors at the interface between innate and adaptive immunity, which in
addition hold immunomodulatory properties shared with a select group of lymphocyte

receptors called immune checkpoint regulators.

Hypothesis and objectives: Although CD5 and CD6 have been identified about four
decades ago, there are still controversies and unresolved issues regarding the
physiological function. One of them is to clarify definitively whether CD6 is a positive
or negative regulator of lymphocyte function. Currently, this confusion remains, mainly
due to the use of supra-physiological stimulation conditions in the experimental models
performed up to date. Accordingly, one of the objectives of this thesis is to analyze the
co-stimulatory/inhibitory role of CD6 in antigen-specific physiological stimulation
systems in vitro and in vivo. In the case of CD5, studies performed both in genetically
modified mice (Cd57) and in lymphoid cell transfectants allowed to assign it a clearly
defined as a co-inhibitor. Further studies also have shown that CD5 expression on
lymphoid cells can induce relevant changes in their gene expression pattern. In humans,
CD5 deficiencies have not been reported so far, but a functionally relevant CD5
polymorphism (rs2229177; Ala471>Val) is known to influence the clinical course of
autoimmune and neoplastic processes. In light of the above, another objective of this
thesis is to analyze changes in the transcriptomic profile of lymphoid cells induced by the

expression of functionally relevant variants of CD5, as well as by the expression of CD6
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to validate the functional significance and the resulting signaling pathways derived from

the expression of these receptors.

Methodology and results: For the first objective, MHC class Il-restricted and
ovalbumin-specific (OVA)-specific TCR transgenic mice with normal (OT-Il Cd6”) or
deficient (OT-II Cd6™) CD6 surface expression were analyzed. Initially, early and late
events following antigen-specific lymphocyte activation were evaluated on splenocytes
or T-APC cell conjugated from both mouse lines stimulated in the presence of OV Aszs-
330 peptide (ISQAVHAAHAEINEAGR). On the other hand, a model of OVA-induced
delayed hypersensitivity (DTH) was evaluated in OT-II Cd6” and OT-11 Cd6” mice.
Altogether, the results from those in vitro and in vivo experimental models indicate an
ambivalent function of the CD6 receptor (positive or negative) depending on the
experimental system used. For the second objective, MRNA libraries from Daudi cells
and CLL patient cells expressing different CD6 levels or different CD5 variants (Ala471
or Val471) were analyzed. Bioinformatic analyses reveal that the non-synonymous
rs2229177 (Ala471>Val) substitution of CD5 in its cytoplasmic domain can modulate the
lymphoid cell transcriptome with effects on metabolite transport, glycolysis, amino acid
synthesis and chromatin organization. Similarly, CD6 expression can modulate genes
involved in lymphocyte activation, apoptosis, and Wnt signaling.

Discussion and conclusion: In conclusion, the results obtained confirm the critical role
of CD5 and CD6 in regulating T and B lymphocyte-mediated responses, and they provide
a complete characterization of the underlying molecular mechanisms. CD5 and CD6 are
relevant molecules in various immune-related disorders, such as autoimmunity and
cancer, which are considered a priori as antagonistic but also bi-directional responses.
Functional analysis of these lymphocyte receptors in various physiological contexts is a

crucial element for their rational use in therapeutic protocols.
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RESUMEN

Introduccion: Los receptores linfocitarios tipo scavenger CD5 y CD6, son moléculas de
transmembrana que funcional y estructuralmente pertenecen a la superfamilia de
receptores de la inmunidad innata. CD5 y CD6 se caracterizan por la presencia de tres
dominios repetidos en tandem de scavenger receptor ricos en cisteinas (SRCR), que
pueden reconocer estructuras microbianas conservadas (del inglés MAMPS) presentes en
bacterias, virus, hongos o parésitos. CD5 y CD6 son receptores con capacidad
transductora de sefiales intracelulares y que se asocian fisicamente al receptor clonotipico
especifico de antigeno de los linfocitos T (TCR) y B (BCR). La sumatoria de ambas
competencias, y tras el reconocimiento especifico de antigenos, sitla perfectamente a
estos receptores con la capacidad de modular positiva 0 negativamente importantes
funciones linfocitarias (activacién, diferenciacién y muerte celular). Por tanto, podemos
considerar a CD5 y CD6 como receptores que estan en la interfase entre la inmunidad
innata y adaptativa, y que simultaneamente, comparten propiedades inmunomoduladoras
con un selecto grupo de receptores linfocitarios denominados immune checkpoint

regulators.

Hipotesis y objetivos: A pesar de haber sido identificados unas cuatro décadas atras, ain
existen controversias y aspectos pendientes de estudio respecto a la funcion fisiolégica
de CD5 y CD6. Uno de ellos es aclarar definitivamente si CD6, es un regulador positivo
0 negativo de la funcion linfocitaria. Hasta la actualidad esta confusion se mantiene,
principalmente debido a la utilizacion de condiciones de estimulacion supra-fisioldgicas
en los modelos experimentales realizados hasta la fecha. En consecuencia, uno de los
objetivos de esta tesis propone analizar el papel co-estimulador/inhibidor de CD6 en
sistemas de estimulacion fisioldgica antigeno-especifica in vitro e in vivo. En el caso de
CD5, estudios realizados tanto en ratones modificados genéticamente (Cd5”) como en
transfectantes de células linfoides, han permitido asignarle un papel inequivocamente
regulador negativo. Ademas de evidenciar, que su expresion en células linfoides es capaz
de inducir cambios relevantes en el patron de expresion génica de las mismas. En
humanos se desconocen deficiencias de CD5, pero si un polimorfismo funcionalmente
relevante (rs2229177; Ala4d71>Val) capaz de condicionar el curso clinico de procesos
autoinmunitarios y neoplasicos. A la vista de ello, otro de los objetivos de esta tesis

propone analizar cambios en el perfil transcriptomico de células linfoides inducidos por

19



la expresion de variantes funcionalmente relevantes de CD5, asi como por la expresion
de CD6, con el fin de validar la importancia funcional y las vias de sefializacion
resultantes de la expresion de estos receptores.

Metodologia y resultados: Para el primer objetivo, se analizaron ratones transgénicos
con TCR restringido a MHC clase 1y especificos de ovoalbumina (OVA) que expresan
(OT-11 Cd6”) o son deficientes (OT-11 Cd6™) para CD6. En primer lugar, se evaluaron
fendmenos tempranos o tardios de la activacion linfocitaria en esplenocitos totales o
conjugados de celulas T-APC de ambas lineas de ratones, cultivados en presencia del
péptido OV As23-330 (ISQAVHAAHAEINEAGR). Por otro lado, se evalué un modelo de
hipersensibilidad retardada inducida por OVA en ratones OT-11 Cd6”" y OT-1l Cd6™.
Aunque, los resultados indican una funcién ambivalente del receptor CD6 (positiva o
negativa) en funcion del sistema experimental in vitro o in vivo utilizado. Para el segundo
objetivo, se analizaron librerias de mMRNA de células Daudi y células de pacientes con
LLC que expresan diferentes niveles de CD6 humano o las variantes de CD5 humano
(Alad71 o Val471). Los andlisis bioinformaticos revelan que sustitucién no sinénima
rs2229177 (Alad71>Val) en el dominio citoplasmatico de CD5 introduce cambios
relevantes en el transcriptoma de las células linfoides que afectan a vias del transporte de
metabolitos, la glucdlisis, la sintesis de amino&cidos y la organizacion de la cromatina.
Asimismo, la expresion de CD6 puede modular los genes implicados en la activacion de

los linfocitos, la apoptosis y la sefializacién Wnt.

Discusion y conclusion: En conclusion, los resultados obtenidos confirman el importante
papel de CD5 y CD6 en la regulacion de las respuestas mediadas por linfocitos Ty B, y
proporcionan una caracterizacion mas completa de los mecanismos moleculares
subyacentes. CD5 y CD6 son moléculas relevantes en la variedad de trastornos
relacionados con el sistema inmunitario, como la autoinmunidad y el cancer, que son
considerados a priori respuestas antagonicas, pero a la vez bidireccionales. El analisis
funcional de estos receptores linfocitarios en diversos contextos fisioldgicos es una pieza

clave para su uso racional en protocolos terapéuticos.
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Introduccién

1. El sistema inmunitario

El Sistema inmunitario (SI) es el encargado de mantener la homeostasis o0
equilibrio interno del individuo frente a agresiones tanto externas (p.ej., infecciones)
como internas (p.ej., tumores). Se subdivide en Sl innato, natural o inespecifico y Sl
adaptativo, adquirido o especifico. Mientras que el Sl innato estd operativo desde el
nacimiento (es congénito), el adaptativo se pone en marcha tras el contacto con los
antigenos, pero no estara disponible hasta el cabo de unos dias (es de respuesta adquirida).
Ambos sistemas se relacionan estrechamente, mediante una compleja red de interacciones
que permiten su funcionamiento de forma coordinada en la defensa del organismo
(Figura I-1). Asi, el Sl innato emitira sefiales de peligro que activaran el SI adaptativo y

éste, una vez operativo, potenciara las respuestas mediadas por el Sl innato.
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Figura I-1. Principales componentes celulares y moleculares del Sistema inmunitario innato y adaptativo.

Fuente: Adaptado del libro de texto Abbas et al: Cellular and Molecular Inmunology 6e - www.studentconsult.com.
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1.1 Inmunidad innata

El Sl innato es la primera linea de defensa del huésped gracias a que se compone
de mecanismos celulares y moleculares preformados, los cuales se activan de manera
rapida (pocos minutos/horas) y preceden a los del SI adaptativo. Una caracteristica del Sl
innato es la baja o nula especificidad, ya que reconoce estructuras moleculares comunes
entre distintos agentes patogénicos, pero no aquellas diferencias sutiles o especificas de
cada uno de ellos. El Sl innato se compone de barreras cutaneo-mucosas (epitelios,
enzimas, mucus, saliva, sudor, pH éacido gastrico, etc.), células fagociticas (neutrdfilos,
macrofagos, células dendriticas), células mediadoras de reacciones inflamatorias
(mastocitos, basoéfilos, eosinofilos) y linfocitos de tipo innato (linfocitos Natural Killer o
NK, linfocitos NKT, linfocitos Tyd, células linfoides innatas o ILC) (Basset et al., 2003).
Por su parte, entre los elementos humorales encontramos el sistema del complemento,

reactantes de fase aguda, péptidos antimicrobianos, citocinas y quimiocinas.

El reconocimiento de estructuras microbianas por parte del Sl innato se establece
a través de receptores denominados PRRs (del inglés Pattern Recognition Receptor),
presentes en la superficie o en el interior de determinados tipos celulares, o bien, en forma
soluble en el suero sanguineo y/o liquidos extracelulares. Dichos PRRs estan
especializados en el reconocimiento de los denominados MAMPs (del inglés Microbial-
Associated Molecular Patterns) que son estructuras moleculares altamente conservadas,
compartidas por distintos tipos de microorganismos, fundamentales para la supervivencia
de éstos y ausentes en el hospedador (Chu & Mazmanian, 2013). Ejemplos de MAMPS son,
el lipopolisacarido (LPS) de las bacterias Gram-negativas, el peptidoglicano (PGN) y el
acido lipoteicoico (LTA) de las bacterias Gram-positivas, los mananos y p-glucanos de
los hongos, los &cidos ribonucleicos de cadena sencilla o doble (ARNSss, ARNdSs) de los
virus, o islas de dinucleétidos de citosina y guanina metilados (CpG) abundantes en el
ADN bacteriano, pero escasos en el ADN de vertebrados, entre otros. Ademas, los PRRs
también reconocen estructuras del propio organismo que se liberan como consecuencia
de dafio tisular asociado a procesos inflamatorios, infecciosos o de estrés celular. Dichas
estructuras propias se denominan DAMPs (del inglés Damage-Associated Molecular
Patterns) y entre ellas encontramos proteinas de shock térmico, HMGB-1 (del inglés high

mobility Group box 1), &cido Urico, acido hialurénico o ATP.
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Los PRRs se encuentran expresados en un amplio espectro de tipos celulares que
incluyen neutrofilos, macréfagos, células dendriticas, células endoteliales, células
epiteliales y linfocitos. Dentro de los PRRs encontramos receptores pertenecientes a
diferentes familias estructurales como son los receptores tipo Toll (TLRs) (Kopp &
Medzhitov, 1999), receptores tipo NOD (NLRs o NOD-like receptors) (Platnich & Muruve,
2019), receptores tipo RIG (RLRs o RIG-like receptors) (Kato et al., 2006), receptores
tipo AIM2 (Aim-2-like receptors o ALRs)(Burckstimmer et al., 2009) , receptores tipo
lectina (C-type lectin receptors o CLRs) (Flihmann et al., 1995) y receptores tipo
Scavenger (Kigerl et al., 2014). Algunos de estos receptores son proteinas de secrecion o
se expresan en la superficie celular (receptores tipo scavenger y algunos TLRs), lo que
facilita la vigilancia del entorno extracelular. Otros receptores se expresan
intracelularmente (receptores tipo NOD o RLR) y facilitan la vigilancia del medio interno.
La activacion de estos PRRs conduce a la produccién de mediadores inflamatorios que
ayudan a eliminar los patdgenos o a restaurar la homeostasis del medio celular (interno o
externo), lo que subsecuentemente amplifica la respuesta inmunitaria innata y activa la
respuesta adaptativa. No obstante, la activacion persistente o cronica de estos receptores

puede causar enfermedades inflamatorias 0 autoinmunitarias.

1.1.1 Receptores tipo Scavenger

Los receptores scavenger (SR) son un grupo estructuralmente muy heterogéneo
de receptores solubles o unidos a membrana, que fueron descubiertos inicialmente por su
importante papel en la endocitosis y la degradacién de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) modificadas, asi como en la diferenciacion de los macrofagos y la inflamacion
cronica asociada a la aterosclerosis. Actualmente, los SR se clasifican en doce clases
estructuralmente diferenciadas, con muy poca o ninguna homologia entre si y designadas
de la A a la L (Figura I-2). En mayor o menor medida, los SR muestran afinidad por
ligandos similares como lipoproteinas, fosfolipidos, ésteres de colesterol, células
apoptoticas, carbohidratos, proteoglicanos y ferritina, considerandose una subclase
importante de PRRs (Ashraf & Sahu, 2012) . Estos receptores intervienen en diversos
mecanismos celulares que incluyen la adhesion, la endocitosis, la fagocitosis, el
transporte y sefializacion, que conduce a la eliminacion de sustancias degradadas o

dafinas (PrabhuDas et al., 2014) . Entre los SR se encuentra un grupo estructuralmente
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homogéneo (aunque funcionalmente heterogéneo) de receptores, caracterizados por la
presencia de una o varias repeticiones de un dominio extracelular de 90-110 aminoacidos
denominados SRCR (del inglés Scavenger Receptor Cysteine-Rich) (Sarrias et al., 2004).
Entre los receptores SR con dominios SRCR se encuentran miembros de la clase Ay de
la clase I, que se expresan tanto en células hematopoyéticas (p.ej., macrofagos y
linfocitos) o no hematopoyeéticas (p.ej., epitelios de los tractos digestivo, respiratorio y
urinario) (Sarrias et al., 2007). Son objetivo de estudio en esta Tesis Doctoral, los
receptores SR linfocitarios CD5 y CD6 que se caracterizan por su pertenencia a la clase |

y que seran descritos en detalle mas adelante (ver apartados 2 y 3 de esta Introduccion).
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Figura I-2. Representacion esquematica de diferentes clases de SR y sus caracteristicas estructurales. Fuente:
Lokhande et al. 2019.

1.2 Inmunidad adaptativa

Las respuestas del SI adaptativo (especifico o adquirido) son més tardias que las
del innato, y se caracterizan por su alta especificidad frente al reconocimiento de
estructuras propias y extrafias. Dicho reconocimiento implica una interaccion
estrechamente regulada entre diferentes tipos celulares: células presentadoras de
antigenos (APC, del inglés Antigen Presenting Cell) como son las células dendriticas y
macrofagos y también las células dotadas de receptores clonotipicos y especificos de
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antigeno como los linfocitos T y B, que facilitan las vias efectoras inmunoldgicas
especificas de los patdgenos, la generacion de memoria inmunolégica y la regulacion de
la homeostasis inmunitaria del huésped. Los linfocitos T y B se desarrollan en los 6rganos
linfoides primarios (timo y médula 6sea, respectivamente) y se activan en los érganos
linfoides secundarios (ganglios linfaticos y bazo). En los 6rganos linfoides primarios se
genera el repertorio de reconocimiento linfocitario mediante recombinaciones de genes
que codifican las cadenas de los receptores de las células T (T-cell receptor o TCR o, By
v) o de las células B (B-cell receptor o BCR heavy y light chains) que son exclusivos y

especificos (clonotipicos) de cada linfocito T y B.

Las células B y T maduras y naive son portadoras del receptor clonotipico para
células T (TCR) o B (BCR) y que tras el reconocimiento de un antigeno concreto, se
activan y se diferencian, por un lado, en células efectoras de vida media corta encargadas
de la produccion de anticuerpos (células B plasmaticas), la citotoxicidad (células T CD8*
citotoxicas) y la secrecion de citocinas (células T CD4" colaboradores) y, por otro, en
células quiescentes de vida media larga (células memoria) que quedaran disponibles para
futuros encuentros con el mismo antigeno. Dichos encuentros dan lugar a las llamadas
respuestas inmunitarias secundarias, en las que las células memoria se activan
rapidamente para producir una respuesta protectora mas rapida, de mayor magnitud y mas

especificidad que la del primer encuentro (respuesta inmunitaria primaria).

Las respuestas inmunitarias adaptativas pueden ser: 1) de tipo humoral, mediadas
por los linfocitos B y caracterizadas por la produccion de anticuerpos, o 2) de tipo celular
mediadas por linfocitos T y caracterizadas por la produccién de citocinas y de fendmenos
de citotoxicidad (Bonilla & Oettgen, 2010). Para que ambos tipos de respuestas se pongan
en marcha, primero se necesita el reconocimiento especifico de antigenos por receptores
clonotipicos de los linfocitos B (BCR) y T (TCR), respectivamente, que dara lugar a la
llamada “primera sefial”. Acto seguido, la participacion de receptores o moléculas
adicionales denominadas accesorias 0 co-sefalizadoras daran lugar a la llamada “segunda
sefial” imprescindible para que los linfocitos se activen y diferencien en células B
efectoras productoras de anticuerpos (células plasmaticas) o células T efectoras
citotoxicas o productoras de citocinas (linfocitos T citotéxicos o0 CD8" y colaboradores o

CD4", respectivamente).
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1.2.1 Moléculas co-sefializadoras

Las moléculas co-sefializadoras constituyen puntos de control inmunitario que
permiten modular la duracion y/o intensidad de las primeras sefiales generadas por el TCR
0 el BCR y/o participar en la estabilizacion de las interacciones entre los linfocitos B con
los linfocitos T por un lado y de los linfocitos T y las APC por otro, que darén lugar a la
activacion linfocitaria B y T, respectivamente (Shaw & Dustin, 1997). Son receptores de
membrana que transmiten sefiales intracelulares a la célula T, para modular positivamente
(co-estimuladoras) o negativamente (co-inhibidoras) la sefializacién procedente del
TCR/CD3 (Figura 1-3). La integracion de sefiales co-estimuladoras y co-inhibidoras,
determinan la naturaleza de las respuestas inmunitarias (Liechtenstein et al., 2012). Estos
receptores co-sefializadores se han descrito en diferentes tipos celulares, participando

tanto de la inmunidad innata como adaptativa (Shibru et al., 2021).
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Figura 1-3. Esquema de las principales moléculas co-sefializadoras implicadas en la regulacion de la activacion
de las células T. Flechas rojas indican sefiales inhibitorias y flechas verdes indican sefiales de activacion del TCR. Los
anticuerpos de color rojo indican ensayos clinicos para el cancer realizados con esas vias de sefializacion y los
anticuerpos mas oscuros indican uso clinico de esas vias de sefializacion. Fuente: Wykes & Lewin. 2018.
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Los estudios sobre la funcion activadora o inhibidora de las moléculas co-
sefializadoras han puesto de manifiesto el importante papel que desempefian en la
activacion linfocitaria y en la eficacia de la respuesta inmunitaria, asi como en la
patogénesis de las enfermedades infecciosas, autoinmunitarias y el cancer. Por ejemplo,
CD28 es una molécula co-estimuladora que se encuentra expresada constitutivamente en
todos los linfocitos T. Sus ligandos son CD80 y CD86 expresados en APCs, y la sumatoria
de interacciones y sefializaciones mediadas por el TCR y CD28 da lugar a la activacion
de NFAT, AP-1 y NF-kB, que promueven la transcripcién importantes genes para la
respuesta inmunitaria, como los implicados en la proliferacion linfocitaria y la secrecion
de citocinas (Collins et al., 2002). Sin embargo, en ausencia de la co-estimulacion de
CD28, la activacion de NFAT es mayor que la de AP-1 (o cuando no ocurre la
cooperacion de estas moléculas), lo que conduce a un aumento de expresion génica
asociada a la anergia de las células T (Macian et al., 2002). Asi, se activa la expresion de
receptores con funcién inhibidora, como CTLA-4 (del inglés cytotoxic T lymphocyte
antigen 4), que se une de forma competitiva a los ligandos CD80 y CD86 y evita la
activacion excesiva de la célula T y como consecuencia, previene fenomenos de

autoinmunidad no deseados (Qn et al., 2019).

Actualmente, existen terapias combinadas incluyendo como target los receptores
PD1 (del inglés programmed cell death protein 1) y CTLA-4, demostrando ser mas eficaz
que cualquiera de las dos terapias por separado para el tratamiento del melanoma (Larkin
et al., 2015). Asi como su demostrado éxito en el tratamiento del cancer, existen estudios
que sugieren la importancia de estos receptores en el tratamiento de diferentes
enfermedades infecciosas en las cuales no ha sido posible el desarrollo de una vacuna
eficaz, como la malaria (bloqueo de PD-L1 (Butler et al., 2011), la infeccion por el VIH
(ej. anti-PD1 o anti-CTLA-4 (Rasmussen et al., 2017)) y la tuberculosis (Blogueo de
TIM3 (Jayaraman et al., 2016)). No obstante, hay que reconocer que el bloqueo de los
puntos de control inmunitarios también puede provocar efectos adversos relacionados con
el sistema inmunitario, ya que CTLA-4, PD1, LAG3 y TIM3 también participan en la
regulacion y mantenimiento de la tolerancia periférica (Wykes & Lewin, 2018).

Los receptores linfocitarios CD5 y CD6 sobre los que versa esta Tesis Doctoral,
aparte de su funcion PRRs como miembros que son del grupo de receptores SR, también

son moléculas co-sefializadoras que tienen la capacidad de modular la activacion
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linfocitaria. En consecuencia, CD5 y CD6 se posicionan como posibles dianas
terapéuticas, tanto en patologias en las que conviene potenciar la respuesta inmunitaria
(infeccion y cancer) como en las que es necesario atenuarla (autoinmunidad, trasplante,

alergia).

2.CD6

CD6 fue una de las primeras moléculas de superficie de las células T en ser
identificadas y caracterizadas. Mas concretamente, CD6 se descubri6 en 1981 gracias al
anticuerpo monoclonal (AcMo) 12.1 que reconocia a un antigeno de diferenciacién
linfocitica presente en células T normales y células B de leucemias linfatica cronica y
linfomas (Kamoun et al., 1981). Diez afios més tarde, se aislo por primera vez el ADNc
de CD6 (aunque incompleto) de una leucemia de células T (HPB-ALL), caracterizandose
su patron de expresion tisular, asi como su adscripcion a la superfamilia de receptores con
dominios SRCR (Aruffo etal., 1991). Luego de su descubrimiento, AcMos anti-CD6 T12
se utilizaron como agentes inmunosupresores en pacientes trasplantados de médula dsea
para deplecionar las células T del donante y prevenir un posible rechazo (EL et al., 1982).
En 1995, el grupo de la Dra. Parnes cloné la secuencia completa del homdlogo murino
de CD6 a partir de la primera secuencia parcial de ADNc (Robinson, Prohaska, et al.,
1995). La aparente discrepancia entre el tamafio del dominio citoplasmico de la molécula
CD6 humana (44 aa) y la murina (243 aa), los llevo a utilizar la reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa de ARNm de linfocitos de sangre periférica humana,
logrando identificar finalmente la secuencia completa de ADNc de CD6 humano
(Robinson, de Vegvar, et al., 1995).

2.1 Genes y estructura molecular de CD6

El receptor linfocitario CD6 es una glicoproteina de transmembrana tipo | y
pertenece a los receptores con dominios ricos en cisteinas tipo scavenger (SRCR,
Scavenger Receptor Cisteine-Rich) que actualmente incluye a receptores SR de clase Ay
clase I (PrabhuDas et al., 2014; Sarrias et al., 2004). CD6 tiene dos formas moleculares

gue se encuentran en un equilibrio dinamico y sélo difieren en su grado de fosforilacion:
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una de 105 kDa (naciente, no fosforilada) y otra de 130 kDa (madura, fosforilada)
(Cardenas et al., 1990).

CD6 consta de un péptido sefial (24 aa), una region extracelular (397 aa)
compuesta por tres dominios SRCR consecutivos en tandem (D1, D2, D3), una region
espaciadora (stalk) (33 aa), una region de transmembrana (26 aa) y una region
citoplasmatica (244 aa), aunque ésta puede ser de menor tamafo segun el procesamiento
alternativo de su RNA (splicing) (Figura I-4). Esta region citoplasmatica no tiene
actividad catalitica intrinseca, pero contiene numerosos motivos consenso de unién a
proteinas implicadas en la transduccion de sefiales (Robinson, de Vegvar, et al., 1995).
En consecuencia, posee 2 motivos ricos en prolina que contienen la secuencia consenso
de union al dominio SH3, 3 motivos ricos en Ser/Thr, 3 motivos de fosforilacion para la
proteina cinasa C (PKC), 1 sitio de union a dominio SH2, 10 motivos de sitio de
fosforilacion para caseina cinasa 2 (CK2) y 9 residuos Tyr (Bonet et al., 2013). Los
residuos Ser/Thr estan fosforilados de forma constitutiva y los residuos Tyr son

fosforilables de forma inducible post activacion del TCR (Cardenas et al., 1990).

CD6 esta codificado por genes localizados en el cromosoma 11 humano (region
11g12.2) y en la region ortéloga del cromosoma 19 murino (region 19) (Padilla et al.,
2000), en posicion inmediatamente 5’ con respecto al gen CD5, un gen altamente
homologo con similar patron de expresion tisular y funcion (ver apartado 3 de esta
introduccidn). Esto ha llevado a suponer que ambos genes derivan de la duplicacion de
un gen ancestral comun (Lecomte et al., 1996). EI gen CD6 contiene al menos 13 exones
(2 para el péptido sefial, 3 para la region extracelular (dominios SRCR), 1 para la region
stalk, 1 para la region transmembrana y 6 para la region citoplasmatica). Procesos de
splicing alternativo pueden dar lugar a distintas isoformas de CD®6, que afectan sobre todo
la region citoplasmatica (M. A. Bowen et al., 1997; Robinson, de Vegvar, et al., 1995),
pero tambien la region extracelular (Castro et al., 2007).

Se han detectado niveles circulantes de una forma soluble de CD6 (sCD6) en
rangos de pico/nano molar tanto en suero humano como de raton (Sarrias et al., 2007).
Los niveles de séricos de SCD6 aumentan en pacientes con Sindrome de Sjogren primario
(Ramos-Casals et al., 2001) y con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)
(Aibar et al., 2015), que se han relacionado con procesos de escision proteolitica

(shedding) mediados por metaloproteasas y resultantes de la activacion linfocitaria de

42



Introduccién

células T (Carrasco et al., 2017), de forma similar a lo que sucede con otros receptores

leucocitarios (Garton et al., 2006).
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Figura I-4. Esquema de las interacciones extracelulares e intracelulares mediadas por CD6 y sus isoformas
expresado en células Ty B. CD6 se representa compuesto por tres dominios extracelulares SRCR (D1, D2 y D3),
una region espaciadora (stalk), una regién transmembrana y una cola citoplasmatica. Se representan los ligandos
enddgenos y exdgenos de CD6. También se representan sustituciones de los aminoacidos en los dominios D2 y D3 (R
> Wy A >V, respectivamente). El punto de escision proteolitica que da lugar a la forma soluble de CD6 (sCD6) tras
la activacion linfocitaria se representa por una tijera También se representan esquematicamente los multiples residuos
Ser (S), Thr (T) y Tyr (Y) que pueden ser fosforilados de forma constitutiva o inducible por parte de las proteinas
serin/treonin (CK2, PKC) y tirosin (Lck, Zap-70) cinasas y el posterior acoplamiento de moléculas efectoras de
sefializacion intracelular (TSAd, SLP-76, GADS, Syntenin). Se representan las isoformas de CD6 que carecen de

dominios extracelulares (CD6AD3) o intracitoplasmicos (CD6ACyt). Fuente: Consuegra-Fernandez M et al. 2018.

43



Introduccién

2.2 Expresion tisular de CD6

CD6 se encuentra expresado en la membrana de todos los linfocitos T (af y ).
Su expresion aumenta durante el proceso de maduracion de células T, donde los timocitos
més inmaduros doble negativos (DN) tienen menor expresion que los doble positivos
(DP), y éstos, a su vez, menos que los simple positivos (SP), siendo los timocitos SP

CD4" los que expresan niveles mas elevados de CD6 (Kamoun et al., 1981).

En el linaje B, CD6 se expresa solo en una fraccion de células B maduras. En
humanos, se ha reportado una expresion relativamente alta de CD6 en las celulas B-1a de
amigdalas, que a su vez expresan CD5 (CD5" CD45RA™) (Alonso et al., 2010). En
ratones, CD6 se expresa en células B-1a provenientes de sangre periférica y bazo, pero
no del peritoneo (Enyindah-Asonye, Li, Xin, et al., 2017). No obstante, no existen hasta
la fecha estudios detallados de la expresion de CD6 en las diferentes subpoblaciones de

células B humanas.

Al contrario de CD5, CD6 también se expresa en una subpoblacion de células NK
periféricas (CD56%™ CD16"), en un grupo de precursores hematopoyéticos de la médula
6sea (CD34* rho123M4°) y en algunas regiones del parénquima cerebral (Braun et al.,
2011; Cortes et al., 1999; Mayer et al., 1990), pero no en células Treg humanas (Garcia
Santana et al., 2014).

Aunque existen resultados contradictorios, en los estudios recientes se observd
que tras la activacion in vitro via TCR (con AcMos anti-CD3 y anti-CD28 o PHA) de
células T humanas disminuye la expresion de CD6 en la membrana, cosa que no sucede
en presencia de IL-2 (Carrasco et al., 2017) o en células efectoras de tipo Thly Thl7
(Briick et al., 2022). Estos tltimos hallazgos son importantes para el desarrollo de terapias
dirigidas a CD6 y muestran una expresion diferencial de este receptor tras la activacion.
Algunas leucemias y linfomas B y T también expresan CD6. Al igual que CDS5, el
receptor CD6 se expresa en las celulas leucémicas de pacientes con leucemia linfocitica
cronica de tipo B (LLC-B) (Kamoun et al., 1981). También, se expresa en neoplasias de
células T como la leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T) y el linfoma de
células T (LCT), en las cuales se ha reportado una menor supervivencia asociada en los

casos con expresion baja o nula de CD6 (y CD5) (Sui et al., 2022).
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2.3 Ligandos de CD6

El ligando mejor estudiado de CD6 es CD166/ALCAM (del inglés Activated
Leukocyte Cell Adhesion Molecule) (M. A. Bowen et al., 1995). CD166/ALCAM es un
receptor transmembrana de tipo | perteneciente a las moléculas de adhesion de la
superfamilia de las inmunoglobulinas (SF-1g). CD166/ALCAM consta de 5 dominios Ig
extracelulares (2 N-terminales del tipo V y 3 C-terminales del tipo C2), 1 dominio
transmembrana hidrofobico y 1 reducido dominio citoplasmatico que se une al
citoesqueleto de actina (M. A. Bowen et al., 1995). CD166/ALCAM tiene una amplia
distribucidn tisular encontrandose expresado en linfocitos T y B activados, en diferentes
tejidos epiteliales (queratinocitos y células epiteliales de los tractos mucosos digestivo,
mamario, pancreatico y genito-urinario), células endoteliales, fibroblastos y varios tipos
de cancer como osteosarcoma, melanoma, cancer colorrectal, cancer de prostata y cancer
de pancreas (M. A. Bowen et al., 1995; Chitteti et al., 2013), en los que su alta expresion

se correlaciona con un mal prondstico (van Kempen et al., 2000).

CD166/ALCAM establece interacciones moleculares adhesivas tanto homo-
como hetero-filicas. La interaccion heterofilica es con CD6 y su constante de afinidad
(Kd) es 100 veces mayor que las interacciones homofilicas ALCAM-ALCAM (Hassan
et al., 2004). La interaccion de CD6 con CD166/ALCAM se establece entre el dominio
mas amino terminal (D1) de CD166/ALCAM y el dominio méas proximal a la membrana
(D3) de CD6, mientras que la interaccion ALCAM-ALCAM se hace a través de sus
dominios D1 (Chappell et al., 2015; Whitney et al., 1995) (Figura I-5). Las interacciones
ALCAM-CDG6 tienen un papel critico en la estabilizacién de la sinapsis inmunitaria, la
activacion linfocitaria y las respuestas linfoproliferativas y de diferenciacién
subsiguientes (Zimmerman et al., 2006), mientras que las homofilicas ALCAM-ALCAM
lo tienen en la migracion celular transendotelial y en procesos de metastatizacion (van
Kempen et al., 2000).
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Figura I-5. Representacion de la estructura tridimensional de los dominios extracelulares de CD6 (izquierda) y
los dos dominios (D1-2) de CD166/ALCAM (derecha En rojo se ha marcado la zona de interaccion entre el dominio
proximal de membrana de CD6 (D3) y el dominio distal de membrana de CD166/ALCAM (D1). Fuente: Chappell et
al. 2015.

Otros ligandos reportados para CD6 incluyen las galectinas 1 y 3 (Escoda-Ferran
et al., 2014) y mas recientemente CD318 (Enyindah-Asonye, Li, Ruth, et al., 2017). Las
galectinas son un grupo de proteinas solubles situadas en las membranas celulares o en la
matriz extracelular, poseen un dominio de 130 aa de reconocimiento de carbohidratos
(CRD, del inglés Carbohydrate-Recognition Domain), con el cual reconocen -
galactosidos (Rabinovich, 1999). Pueden interactuar con glicoconjugados de la superficie
celular y de la matriz extracelular (glicoproteinas y glicolipidos), a través de interacciones
lectina-carbohidrato (Liu, 2005). Se expresan tanto en células inflamatorias como no
inflamatorias, incluyendo monocitos, macrofagos, células dendriticas, mastocitos y
células By T. Las galectinas pueden actuar tanto a nivel intracelular como extracelular,
afectando a procesos tan diversos como la adhesion celular, la sefalizacion, la
proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis (Dhirapong et al.,, 2009). Mas
concretamente, se ha visto que tanto galectina 1 como 3, interaccionan con CD6 y con
CD166/ALCAM, interfiriendo en la interaccion CD6-CD166/ALCAM. Ademas, la
expresion de CD6 protege a los linfocitos de la apoptosis inducida por estas galectinas
(Escoda-Ferran et al., 2014).

Por su parte, CD318 es una glicoproteina de superficie celular de

aproximadamente de ~140 kDa que se expresa ampliamente en las células cancerigenas,
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correlacionandose su grado de expresion con la agresividad del cancer y el potencial
metastasico (Ruth et al., 2021). También, se encuentra expresado en tejidos sinoviales y
participa junto a CD6 en la adhesion de las células T a los fibroblastos sinoviales, esto
indicaria la importancia de la interaccion entre CD318-CD6 para el diagndstico y el
tratamiento de enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple y la artritis

reumatoidea (Enyindah-Asonye, Li, Ruth, et al., 2017).

Al igual que sucede con CD5 también se ha reportado la interaccion de CD6 con
ligandos microbianos. En este caso se trata de MAMPs constitutivos de bacterias como
LPS, LTAy PGN (Martinez-Florensa et al., 2014; Sarrias et al., 2007), de virus como el
loop V3 de gp120 del VIH-1 (Carrasco et al., 2014), de parasitos como componentes del
tegumento (PSEx) de Echinococcus granulosus (Mourglia-Ettlin et al., 2018) y de
especies fungicas saprofitas a través de estructuras todavia no identificadas (Vera et al.,
2009). Todas estas interacciones con diferentes MAMPs permiten asignar un papel
adicional como receptor reconocedor de patrones moleculares asociados a

microorganismos (PRR o pattern-recognition receptor).

2.4 Funcién de CD6

2.4.1 Regulacion de la activacién de células Ty B

Se ha demostrado que el receptor CD6 estd implicado en procesos de regulacion
de la activacion y diferenciacion de las células T. Esto se debe por su asociacion fisica
con el receptor clonotipico especifico de antigeno de las células T, es decir, el complejo
TCR/CD3 (Gimferrer et al., 2004). Los primeros estudios que identificaron el papel
funcional de CD®6, fueron realizados con AcMos y los méas recientes con ratones
knockouts para CD6 (Cd6™). A pesar de ser una molécula estudiada desde hace 40 afios,
aun se mantiene cierta incertidumbre sobre su funcion bioldgica. En 1989, estudios in
vitro demostraron que la activacion de células T mediada por AcMos anti-CD3, puede
aumentar significativamente mediante sefiales adicionales inducidas por el ligamento de
CD6 con el AcMo T12 de tipo IgM (a concentraciones 0.5 a 5 pg/mL) (Gangemi et al.,
1989). En la misma linea, otro estudio realizado con células T aisladas de sangre
periférica humanas activadas con PMA (por phorbol-myrisitate acetate) demostro que al

adicionar el AcMo 2H1 (anti-CD6) producia aumentos significativos de la expresion del
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receptor de IL-2 (CD25/IL-2R) con respecto a s6lo PMA (Morimoto et al., 1988). En
1998, el grupo del Dr. Chow demostré que las células T purificadas humanas estimuladas
con AcMo anti-CD28 inducia la proliferacion y que esta aumentaba significativamente
con la adicion de diferentes concentraciones del AcMo anti-CD6 IOR-TI (Osorio,
Rottenberg, et al., 1998). Este conjunto de estudios apoya la idea de que CD6 actuaria
como un regulador positivo (co-estimulador) de la respuesta linfocitaria.

Cabe mencionar, que al utilizar AcMos dirigidos contra diferentes receptores de
superficie se pueden generar artificialmente efectos similares a los que se producen
durante el reconocimiento de antigeno por el TCR. Por ejemplo, si se ligan
simultdneamente receptores como CD2 y CD4 que asocian tirosin cinasas (gj., p56Ick),
se fosforila el complejo TCR/CD3 de forma analoga a lo que sucede durante el
reconocimiento de antigenos (Barber et al., 1989; Carmo et al., 1993). Se debe destacar
que en todos los estudios descritos con AcMos, no se afecto la proliferacion de células T
cuando se utilizaron AcMos anti-CD6 como unico estimulo. En cambio, cuando de forma
simultanea se ligd CD6 y el complejo TCR/CD3, se produjo una potenciacion de la
respuesta, que incluia un aumento de la concentracién de Ca2* intracelular, la
produccion/liberacién de IL-2 y, en consecuencia, de la proliferacion de las células T, tal

y como haria un receptor co-estimulador.

Después de estos estudios iniciales, se obtuvieron resultados contradictorios con
nuevos AcMos anti-CD6 como es el caso de UMCDG6. En uno de estos estudios, el AcMo
UMCD6 aumento de forma significativa la proliferacion de células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) co-estimuladas con PMA. Incluso, observandose una potencia
superior a otros AcMos reportados anteriormente (Bott et al., 1993). Dos afios mas tarde,
el mismo grupo publicd que este AcMo UMCDSG inhibia la proliferacion inducida por
Toxina Tetdnica (TT) (Singer et al., 1996), demostrandose una funcion totalmente
contraria. Una posible explicacion sobre estas diferencias observadas, en donde un mismo
AcMo anti-CD6 puede regular positiva o0 negativamente la proliferacion celular, es que
la sefializacion mediada por CD6 implica la participacion de diversos factores que pueden
desequilibrar la balanza hacia un lado u otro (Pinto & Carmo, 2013) como consecuencia de
la utilizacion de diferentes co-estimulos o del reconocimiento de distintos epitopos en la

misma molécula.
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Posteriormente, el grupo del Dr. Carmo propuso un diferente sistema
experimental, en donde utilizé una linea celular T (Jurkart E6.1) que provienen de una
leucemia aguda de células T y que previamente se selecciond fraccion negativa para CD6.
Esta linea celular fue transducida de forma estable con el receptor CD6 humano completo.
Se observé que luego de estimular con el AcMo OKT3 (anti-CD3), las células T que
expresan CD6 producian tres veces menos IL-2 que las células negativas para CD6
(Oliveira et al., 2012), resultando una vez mas contradictorio a los primeros estudios
realizados con este receptor. Posteriormente, nuestro grupo desarrolld una linea de
ratones C57BL/6N deficientes para la expresion de CD6 en membrana (Cd6™) lo que
permitiria comprender los mecanismos moleculares de CD6 in vivo. Se aislaron células
T CD4* proveniente de los bazos de ratones Cd6” y se compararon con las células de
ratones wild type (Cd6*"*), después de su estimulacion por 72 h en presencia de diferentes
concentraciones de AcMo anti-CD3. Se observo que las células deficientes en CD6
proliferaron més, lo que indic6 que este receptor tiene la capacidad de modular
negativamente la activacion de las células T (Orta-Mascaro et al., 2016). Esta observacion
fue posteriormente validada en una linea de ratones Cd6” en fondo genético DBA/1. Las
celulas T provenientes de estos ratones se activaron con AcMos anti-CD3 y anti-CD28,
y donde se observd, una proliferacion reducida como consecuencia del aumento
significativo de la apoptosis celular inducida por activacion (AICD, Activation-Induced
cell death) (Y. Lietal., 2017). Todo ello abogaria a favor de un papel regulador negativo
de CDG6 en la activacion linfocitaria. Aunque estos estudios con ratones Cd6” parecen
bastante concluyentes, también incluyen la utilizacion de AcMos como sistemas de
estimulacion. Estos sistemas se caracterizan por proporcionar condiciones supra-
fisioldgicas, en cuanto a la afinidad y la duracion del estimulo. Por lo tanto, quedaria por
reevaluar los datos en condiciones equiparables a las fisioldgicas, es decir, similares a las
inducidas durante el reconocimiento especifico de antigenos por las células T.

Para conciliar toda la informacién disponible, actualmente, se postula que CD6
puede inducir efectos duales, a veces antagdnicos, en las células T en funcion del tipo y
la fuerza de las interacciones que establece tanto a través de sus dominios de tipo
scavengers con ligandos extracelulares, asi como con efectores intracelulares a través de

la larga cola citoplasmatica (Carmo, 2016).
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A diferencia de las células T, hay poca informacién sobre la relevancia de la
expresion y funcion de CD6 en las células B. Existe un estudio que indaga en la funcién
y expresion de este receptor en células B de LLC-B) estimuladas con anti-IgM y anti-
CD6, en el que se observo un efecto protector frente a la apoptosis inducida por activacion
(Osorio et al., 1996). Dicho efecto estaria mediado por un aumento de la relacién a nivel
de ARNm de bcl-2/bax, Posteriormente, el mismo grupo confirmd que tras el ligamiento
de CD6 se induce la expresion de proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 en las mismas células
leucémicas (Osorio, Jondal, et al., 1998). Estos datos sugieren que una interaccion entre
CD6 y su ligando podria contribuir a la supervivencia de la LLC-B a través de la
modulacion de la relacion Bcl-2/Bax, disminuyendo su sensibilidad a la apoptosis y
favoreciendo su anormal expansion. En linea con esta afirmacidn, nuestro grupo demostré
que la expresion de CDG6 interfiere con la apoptosis inducida por galectinas en células
linfoides (Carrasco et al., 2017; Escoda-Ferran et al., 2014).

2.4.2 Factores extracelulares y su efecto en la sefializacion de CD6

Como se ha comentado previamente, CD6 modula sefiales de activacion y
diferenciacion de las células T como consecuencia de su unién a diferentes ligandos,
incluidos patrones moleculares asociados a microbios (MAMPs), al igual que otros
miembros de la SF-SRCR (Martinez et al., 2011). La interaccion con CD166/ALCAM
tiene un efecto sobre la activacion celular, a través de la estabilizacion de la union entre
células T y APCs, y de su co-localizacién con el TCR/CD3 en la zona central del
Complejo Supramolecular de Activacion (cSMAC, por central supramolecular
activation complex), también conocido como sinapsis inmunitaria (Gimferrer et al.,
2004). Durante el reconocimiento especifico de antigenos por el TCR, CD6 se concentra
en el cSMAC de forma dependiente de la unién a su ligando CD166/ALCAM, expresado
en la APC. Es posible que la participacion de CD6 refuerce la activacion de las células T
de forma indirecta, ya que esta interacciébn CD6-ALCAM puede influir en la duracion o
estabilizacion de la sinapsis inmunitaria (IS, por immunological syinapse). Asi pues,
podria preverse una funcion dual para CD6, de equilibrio en los procesos de adhesion y
modulacion de la sefializacion en las células T (Hassan et al., 2006).
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Ademas, se ha observado que la activacion de las células T da lugar a un aumento
de la tasa de transcripcion de CD6 y, concomitantemente, a la omision (skipping) del exén
5, dando lugar a la expresion de la isoforma CD6AD3 que, al carecer del tercer dominio
SRCR de union a CD166/ALCAM, no permite su co-localizacion en la IS (da Gloria et
al., 2014). Este hecho se ha interpretado como un posible mecanismo regulador negativo
de sefiales de activacion via TCR/CD3 (Castro et al., 2007), aunque un estudio demostro
que la capacidad inhibitoria de CD6 depende de su expresion per se y no se ve afectada
por la de la isoforma CD6AD3 (Oliveira et al., 2012).

Otro aspecto importante por considerar es que la union de CD6 a galectinas 1y 3
interfiere con la interaccion de CD6-ALCAM en la IS y, en consecuencia, afecta la
proliferacion de las células T (Escoda-Ferran et al., 2014). También, dicha interaccion
puede estar interferida por proteinas solubles de CD6 y CD166/ALCAM (sCD6, CD6-Fc
0 ALCAM-Fc) o AcMos bloqueantes contra CD6 o CD166/ALCAM (Escoda-Ferran et
al., 2014; Gimferrer et al., 2004; Zimmerman et al., 2006). Sin embargo, no se puede

descartar los efectos estéricos en la alteracién observada de la IS.

Por ultimo, debemos considerar que no todas las moléculas de CD6 de la
superficie celular estan asociadas al TCR o interactuando con CD166/ALCAM durante
la formacién de la IS. Por lo tanto, estas moléculas pueden actuar como PRRs y contribuir
a la sefializacion de una manera diferente, mediante el reconocimiento de determinados
MAMPs (Sarukhan et al., 2016) lo que puede tener también consecuencias funcionales
en la activacion y diferenciacion de las células T. Especificamente, en un estudio se
demostré que CD6 unido a membrana es capaz de reconocer LPS y enviar sefiales
intracelulares a través de la via de MAPK (Sarrias et al., 2007), Asimismo, en modelos
de infeccion intraabdominal monobacteriana y polimicrobiana por ligadura y puncién
cecal (CLP, por cecal ligation and puncture) en ratones Cd6™ se observd una
supervivencia disminuida, aumento de carga bacteriana y citocinas proinflamatorias, lo
que indicaria un papel relevante de CD6 en la respuesta contra la infeccion bacteriana

(Catala, Velasco-de Andrés, Leyton-Pereira, et al., 2022).
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2.4.3 Factores intracelulares y su efecto en la sefializacion de CD6

CD6 es un receptor de transmembrana que tiene la capacidad de transmitir sefiales
gracias a una larga cola citoplasmatica que carece de actividad enzimatica intrinseca, pero
contiene residuos susceptibles de ser fosforilados por cinasas de residuos Ser/Thr (PKC,
CaMKII, CK2) o Tyr (Lck, Fyn, ZAP-70) que interactian posteriormente con moléculas
efectoras de cascadas de sefializacion intracelular como las MAPK (Nica et al., 2003;
Tarakhovsky et al., 1995). Al igual que sucede con la funcion de CD6, aln no esta

suficientemente caracterizada la via de sefializacion intracelular mediada por CD6.

Mediante el ligamiento de CD6 con diferentes AcMos (161.8, SPV-L14.2 y
MAEZ1-C10) se demostro la induccion de fosforilacion de Erk1/2, p38 y JNK en linfocitos
T (Ibafiez et al., 2006). También, se ha descrito que la fosforilacion de los residuos de Tyr
(Y622 e Y629) de la cola citoplasmatica de CD6 permite el reclutamiento de efectores
intracelulares como GADS/SLP-76 (Hassan et al., 2006), TSAd (adaptador especifico de
células T) (Hem et al., 2017) o Syntenin-1 (Gimferrer et al., 2005). A través de
espectrometria de masas en tdndem, se demostrd que tanto en células Jurkat humanas
como en células T CD4" primarias de ratén, CD6 puede iniciar las vias de sefializacion
reclutando SLP-76, independientemente de la presencia de LAT (Linker for activaction
of T cells) (Roncagalli et al., 2014). También, se postula que la via de sefializacién de
CD6 es inducible por el TCR e independiente de LAT, lo que podria explicar el hallazgo
de células T citotdxicas deficientes en LAT siguen siendo capaces de matar a las células
diana mediante la liberacion de granulos preformados (Ou-Yang et al., 2012).

Un reciente andlisis protedmico ha dilucidado los componentes del signalosoma
de CD6 que contribuyen a la ampliacién temprana de la sefializacién del TCR (Mori et
al., 2021), en donde se confirma una serie de interacciones intracelulares con reguladores
tanto positivos (SLP-76, ZAP-70, VAV1) como negativos (UBASH3A, SHIP1)
mencionados en estudios previos (Figura I-6). Estos nuevos resultados indican que CD6
tiene la capacidad de reclutar proteinas efectoras positivas y negativas en su signalosoma
con funciones opuestas en la activacion de las celulas T, lo que explica las dificultades
anteriores para clasificar a CD6 como co-inhibidor o co-estimulador. Sin embargo,

debemos considerar que todos estos estudios también se han realizado con estimulos
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supra-fisiolégicos como AcMos u otros activadores de la célula T como el pervanadato,
lo que podria estar distorsionando la verdadera via de sefializacion utilizada en

condiciones fisiologicas como consecuencia del reconocimiento especifico de antigenos.
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Figura 1-6. Representacién de la diversificacion de sefiales de CD5, CD6 y LAT. Los puntos rojos representan los
residuos de tirosina presentes en los segmentos intracitoplasmicos de CD5, CD6 y LAT que son fosforilados por la
PTK, LCK 0 ZAP70 que se asocian con el TCR tras activacion (flechas amarillas discontinuas). Después de 30 s de la
activacion del TCR, se forman diferentes signalosomas fosforilados en tirosina de los receptores transmembrana CD5
y CD6 y del adaptador transmembrana LAT. Se indican el nimero de copias por célula T de CD5, CD6 y LAT (por
ejemplo, se expresan 28409 copias de CD6 por célula T) y complejos asocian a cada uno de ellos (ejemplo CD5-
UBASH3A son 989). Las flechas continuas corresponden a las interacciones inducidas por el TCR, mientras que las

punteadas corresponden a interacciones constitutivas. Fuente: Mori et al. 2021.

Por ultimo, dado que muy pocas células T no expresan CD6, es posible que se
logre una regulacion de la funcién de sefializadora y el ajuste de los umbrales de
activacion/inhibicion que ejerce esta molécula, mediante la generacion de isoformas
intracelulares de CD6 producidas en distintas etapas de la activacién o diferenciacion
linfocitarias. En linfocitos humanos se han descrito mdaltiples isoformas por
procesamiento alternativo (splicing) de uno o varios exones que codifican la region

citoplasmatica (CD6Acyt) (Bonet et al., 2013; M. Bowen et al., 1997; Kureel et al., 2019).

2.5 Polimorfismos de CD6

A pesar de que no se han reportado hasta la fecha de individuos con expresion
deficiente de la molécula CD6, si que se han identificado polimorfismos genéticos de un

unico nucleétido (SNP por single nucleotide polymorphism) funcionalmente relevantes
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que apoyan su papel inmunomodulador. El gen CD6 ha sido identificado recientemente
como un locus de susceptibilidad para esclerosis maltiple (EM). Dicha susceptibilidad
esta ligada a un polimorfismo localizado en el intréon 1 (rs17824933, C>G) responsable
de un splicing alternativo por el que se genera una isoforma de CD6 (CD6AD3) que
carece del dominio de interaccion con CD166/ALCAM (M. Kofler et al., 2016). A pesar
de no haber diferencias de la expresion total de CD6 en la membrana linfocitaria entre
sujetos homocigotos GG e individuos CC, se ha descrito que los primeros tendrian una
expresion relativa disminuida de la isoforma wild type y que seria compensada por un
aumento en la expresion de la isoforma CD6AD3. También se asocian a EM dos SNPs
sindnimos, rs11230563C (C>T, R225W) y rs2074225C (T>C A257V), que introducen
cambios aminoacidicos en el segundo dominio SRCR (D2) de CD6. El haplotipo
protector (CC) correspondiente a estos dos SNPs se caracteriza por una expresion
aumentada de CD6 en células T CD4*, T CD8" y NKT (Swaminathan et al., 2013).
Estudios posteriores han demostrado que estos polimorfismos de CD6 también actdan
como factores de susceptibilidad o como modificadores de enfermedad en otros procesos
autoinmunitarios como la enfermedad de Behget (Zheng et al., 2016), Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (Casad6-Llombart, VVelasco-de Andrés, et al., 2022; Ellinghaus et
al., 2016) y Psoriasis (Consuegra-Fernandez, Julia, et al., 2018). Los SNPs de CD6 estan

sefialados en la Figura 1-4.

Ratones Cd6™ de dos fondos genéticos diferentes (C57BL/6 0 DBA-1) presentan
formas atenuadas o exacerbadas de enfermedades autoinmunitarias experimentales en
funcion del modelo de enfermedad (encefalomielitis autoinmune experimental, artritis
inducida por colageno, uveitis autoinmune, lupus-like inducido por la enfermedad crénica
de injerto contra huésped o psoriasis inducida por imiquimod) (Consuegra-Fernandez,
Isamat, et al., 2017; Consuegra-Fernandez, Julia, et al., 2018; Y. Li et al., 2017; Orta-
Mascard et al., 2016). Incluso, considerando la misma cepa C57BL/6 de ratones Cd6™se
puede observar este contraste: atenuada encefalomielitis autoinmune experimental (EAE)
y exacerbada artritis inducida por colageno (CIA) (Orta-Mascard et al., 2016) o o lupus-
like inducido por enfermedad crénica de injerto contra huésped (Consuegra-Fernandez,
Martinez-Florensa, et al., 2017). Esto indicaria que CD6 podria desempefiar diferentes

funciones en distintos modelos de enfermedad autoinmunitaria.
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También se ha descrito el SNP rs12360861, G>A en el exdn 5 que codifica el
dominio SRCR D3, en donde individuos AA tienen 3 veces menos riesgo a desarrollar
EM que los sujetos GG (Wagner et al., 2014). Ademas, se observo una menor expresion
de ARNm de CD6 en pacientes que en individuos sanos. Este SNP también afecta la
interaccion de CD6 y CD166/ALCAM. De hecho, favorece la isoforma que carece del
dominio 3 (CD6AD3) (como ocurre con en el SNP rs17824933) y en este caso, seria un
factor protector frente el desarrollo de EM, ya que la menor unién entre CD6 y
CD166/ALCAM interferiria la transmigracion de linfocitos T CD4" autorreactivos al
sistema nervioso central. De manera anéaloga, se ha descrito que individuos homocigotos
TT para el SNP rs12288280 (G>T) presentan un menor riesgo de neuromielitis éptica en

una poblacion asiatica (Park et al., 2013).

Un estudio publicado recientemente, detalla diferentes SNPs de CD6 rs17824933,
rs11230563 y rs12360861 descritos en el sindrome de Sjogren primario (SSp). Los
resultados indican la asociacion entre el SNP rs17824933C con neutropenia, mientras que
el SNP rs11230563T con un leucopenia y neutropenia exacerbada, pero con una
disminucion del indice de ESSDAI (del inglés EULAR Sjogren's Syndrome Disease
Activity Index) de afectacion del sistema nervioso periférico. Dado que ambos alelos
afectan a la region extracelular de CD6, el SNP rs17824933 se relaciona a un aumento de
la expresion de la isoforma CD6AD3 y el SNP rs11230563 a una sustitucion de Arg225
por Trp en el dominio SRCR D2. El haplotipo rs17824933%-rs11230563¢-rs12360861°

se asoci6 con ESSDAI de afectacion cutanea (Casadd-Llombart, Gheitasi, et al., 2022).

También se han evaluado SNPs de CD6 en pacientes con enfermedades
inflamatorias del intestino (EIl) como la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa
(CU). EI analisis no observd ninguna asociacion de SNPs individuales con la
susceptibilidad a estas enfermedades. Sin embargo, si se observé asociacion de
rs17824933 y rs12360861 con localizacion ileal y prondstico, respectivamente, en
pacientes con EC, asi como de rs17824933 con la extension de la CU y la presencia de
espondilitis anquilosante en la Ell (Casadd-Llombart, Velasco-de Andrés, et al., 2022).
Por dltimo, se ha reportado la asociacion del SNP rs12360861 (G>A; Ala271>Thr) a
cancer de prostata. Mas concretamente, homocigosis AA es un factor pronostico de

recidiva bioquimica de cancer de préstata (Casado-Llombart et al., 2022).
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2.6 Aplicaciones terapeuticas de CD6

El reconocimiento de MAMPSs bacterianos por parte de CD6 ha permitido obtener
evidencias de su utilidad en modelos experimentales de infeccion. En primer lugar, se
observaron efectos beneficiosos (aumento de supervivencia y disminucion de citocinas
proinflamatorias) de la infusion profilactica de proteina CD6 soluble humana en un
modelo experimental murino de shock séptico inducido por LPS (Sarrias et al., 2007).
Més tarde se observaron los mismos beneficios, tanto a nivel profilactico como
terapéutico (dosis y tiempo dependiente) en distintos modelos de sepsis bacteriana
(Martinez-Florensa et al., 2014, 2017). Estudios posteriores han permitido identificar
cortas secuencias peptidicas (11 aa) presentes en cada uno de los dominios SRCR de CD6
y que conservan las propiedades de union a bacterias, y de proteccion frente a la sepsis
bacteriana de la proteina nativa (Martinez-Florensa et al., 2018). Por otro lado, la
demostracion de la union de la region extracelular de CD6 a componentes tegumentales
(PSEX) de E. granulosus ha permitido evidenciar su potencial profilactico frente a
hidatidosis secundaria (Mourglia-Ettlin et al., 2018). Estas evidencias experimentales

avalan el uso de CD6 como diana terapéutica en infecciones sistémicas.

Nuestro grupo ha demostrado el potencial terapéutico de CD6 también en cancer.
Mediante el estudio de ratones transgénicos que expresan altos niveles circulantes de
SCD6 humano (shCD6IckEnTg) desafiados via subcutanea con células cancerigenas de
diferentes origenes (melanoma B16-F0, sarcoma MCA-205 y linfoma RMA-S). Se
observo un menor crecimiento tumoral en los ratones con altos niveles de sCD6 en
comparacion con ratones control wild type (Simdes et al., 2020). También, se observaron
similares resultados favorables (disminucion del crecimiento tumoral y de la formacion
de metéastasis) mediante la infusién de proteina sCD6 humana en ratones wild type
desafiados con tumores. Estos resultados preclinicos en céancer, han sido validados
recientemente mediante la infusion de un AcMo anti-CD6 (UMCDS6) que internaliza la
molécula CD6 y potencia la actividad NK (Ruth et al., 2021).

Existen estudios preclinicos con AcMos anti-CD6 de ratén y humanos utilizados
en el tratamiento de enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoidea (AR) y la
psoriasis. Entre ellos cabe mencionar Itolizumab, un AcMo que reconoce el dominio
SRCR D1 de CD6 y que es la version humanizada del anticuerpo murino IOR-T1.

Itolizumab se utiliza en pacientes con psoriasis desde el afio 2013, con buenos resultados
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de eficacia y duracion de remision, ademas de efectos inmunomoduladores vy
antiinflamatorios (Budamakuntla et al., 2019; Krupashankar et al., 2014). Incluso, se
muestra ventaja sobre otros tratamientos bioldgicos como anti-TNF, ya que presenta un
menor riesgo de efectos adversos o infecciones sistémicas graves (Dogra et al., 2020).
Itolizumab no solo tiene efectos en la psoriasis, sino también se ha visto su eficacia en un
estudio de fase | de pacientes con artritis reumatoide tratados durante 6 semanas
(Rodriguez et al., 2012). Por altimo, un estudio propone el uso de Itolizumab como opcion
terapéutica para sindrome de Sjogren, ya que en estos pacientes se detectan células Ty B
que expresan CD6 en las glandulas salivales y una sobreexpresion de ALCAM (le Dantec
etal., 2013).

El efecto de Itolizumab se asocia a la reduccion de la liberacion de citocinas
proinflamatorias, como el IFN-y, 1a IL-6 y el TNF-a. Debido a esto, se comenz0 a utilizar
en pacientes graves y en estado critico de COVID-19, en donde el sindrome de liberacién
de citocinas inflamatorias esta asociado a la progresion de la enfermedad. El Itolizumab
fue capaz de reducir las concentraciones de I1L-6 en todos los pacientes. Dos de los tres
pacientes mostraron una mejora respiratoria y radioldgica y se recuperaron por completo
(Filgueira et al., 2021). Este anticuerpo con su potencial antiinflamatorio podria reducir
la morbilidad y la mortalidad asociadas a la COVID-19. Asimismo, se utilizé en 19
pacientes de edad avanzada con comorbilidad y COVID-19, en donde el 94.7% de los
pacientes se recuperaron transcurridos 13 dias de tratamiento. Sorprendentemente, luego
de una dosis de Itolizumab, la IL-6 circulante disminuy6 en las primeras 24-48 h en los
pacientes con valores basales altos de esta citocina, mientras que, en los pacientes con
niveles bajos, esta concentracion se mantuvo. Incluso, el tratamiento con Itolizumab
redujo la mortalidad en comparaciéon con el grupo control (Diadz et al., 2020). Estos
resultados también se observaron en otro estudio con 70 pacientes, con una media de edad
de 68 afios y también presentaban comorbilidad (Caballero et al., 2020). Estos estudios
apoyarian el uso de Itolizumab en combinacion con otros antivirales para abordar la

tormenta de citocinas relacionada con la COVID-19 y sus complicaciones.
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3.CD5

CD5 fue también uno de los primeros receptores linfocitarios de superficie
identificados hace ya més de 40 afios. Sin embargo, no fue hasta mediados de los afios 80
y principios de los 90 cuando se realizaron estudios moleculares y funcionales sobre el
papel del CD5. Inicialmente fue nombrado como Lyt-1 en raton y Leu-1 en humano
(Contor & Boyse, 1975). Su nombre oficial se asignd durante el primer Workshop
Internacional y conferencia sobre antigenos humanos de diferenciacion leucocitaria
(HLDA) (Ledbetter et al., 1980). A la vez, el aloantigeno de raton Lyt-1 (también llamado
Ly-A, Ly-1, y mas tarde conocido como CD5) surgié como uno de los primeros sistemas

de antigenos especificos de linfocitos (Boyse et al., 1968).

3.1 Genes y estructura de CD5

CDS5 es una glicoproteina de transmembrana de tipo | de 67 kDa, cuyo gen se
encuentra en el cromosoma 11 humano y el cromosoma 9 murino (M. A. Bowen et al.,
1997). Por su estructura y funcion pertenece a la SF-SRCR y actualmente se incluye
dentro de los receptores SR de clase | (PrabhuDas et al., 2014; Sarrias et al., 2004). CD5
se asocia fisicamente al receptor clonotipico especifico de antigeno presente en las células
T (TCR/CD3) como en las B-1a (BCR) (Lankester et al., 1994; Osman et al., 1992). Su
gen esta constituido por 11 exones: los exones 1 (18 aa) y 2 (6 aa) codifican el péptido
sefial, los exones 3, 5y 6 codifican cada uno de los tres dominios extracelulares SRCR
(D1, D2y D3), el exon 4 codifica la region espaciadora rica en residuos Pro/Ser/Thre (25
aa) que conecta los dominios SRCR D1y D2, el exon 7 codifica la region transmembrana
y los exones 8, 9 y 10 codifican la region intracitoplasmatica (Padilla et al., 2000). Los
dominios SRCR méas N-terminales (D1 y D2) presentan glicosilaciones en N-, la regién
espaciadora tiene glicosilaciones en O- y el dominio D3 carece de glicosilacion alguna
(Julenius et al., 2005).

Un mecanismo de regulacion de la expresion de CD5 en la membrana es a través
de la utilizacién de dos exones diferentes: el exén 1A mas proximal codifica para la
proteina completa y se expresa en membrana, mientras que el exon 1B maés distal en

direccion 5’ codifica una isoforma truncada y queda retenida en el citoplasma. Las células
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B regulan esas dos isoformas a través de la enzima metiltransferasa de ADN (Garaud et
al., 2008).

La region intracitoplasmatica (94 aa) carece de actividad catalitica intrinseca, pero
contiene residuos de Ser, Thry Tyr que son susceptibles de ser fosforilados y permiten la
transduccion de sefiales de forma tanto dependiente como independiente de la
sefializacion del TCR. Particularmente, se encuentran tres motivos principales
relacionados con la transduccion de sefiales. En primer lugar, un "pseudo” motivo de
activacion de inmunoreceptores basado en tirosina (ITAM, immunoreceptor tyrosine-
based activation motif), que comprende los residuos Y429 e Y441; en segundo lugar, un
motivo de inhibicién de inmunoreceptores basado en tirosina (ITIM immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motif ) y maltiples sitios potenciales de fosforilacion Ser/Thr.,
como por ejemplo cerca de la regién carboxi-terminal de CD5, un dominio de union a la
Caseina Kinasa 2 (CK2) (S458-S461) (Calvo et al., 1998). Cuando el linfocito se activa
via TCR, estos dominios se fosforilan permitiendo el reclutamiento de distintas proteinas
sefializadoras, incluyendo p56lck, CD3(, PI3K, c-Cbl, RasGAP, Zap70 y CK2 (Dennehy
et al., 1998; Raman & Kimberly, 2022). La naturaleza exacta, tanto de las cinasas como de
los residuos implicados en la hiperfosforilacion inducible de CD5 se analizard con mas
detalle mas adelante (véase apartado 3.4).

Se ha demostrado que, tras la activacién linfocitaria, el receptor CD5 unido a la
membrana celular se proteoliza liberando una forma soluble (SCD5), que puede detectarse
en suero en un rango pico /nano molar y es similar a la encontrada en sueros de pacientes
que sufren diversos trastornos autoinmunitarios (LES, sindrome de Sjogren primario, AR,
dermatitis atopica) y no autoinmunitarios (insuficiencia renal cronica, leucemia
linfocitica crénica de células B, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica ) (Calvo et
al., 1999; Velasco-de Andrés et al., 2020). Se especula con que sCD5 pueda actuar como
un “decoy receptor” uniéndose a al/los ligando/s natural/es del receptor CDS5 de
membrana tanto enddgenos como exogenos, interfiriendo en dichas interacciones e
influyendo en la homeostasis de ciertas subpoblaciones linfocitarias (Axtell et al., 2004;
Fenutria et al., 2014; Simdes et al., 2017; Vera et al., 2009).
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3.2 Expresion tisular de CD5

CDS5 esta principalmente expresado en todos los linfocitos T (aff y y0) y en la
subpoblacion de linfocitos B-1a (CD5* CD23~ IgM" IgD'*") productora de anticuerpos
naturales polirreactivos y que esta expandida en ciertos procesos autoinmunes (AR, LES,
Diabetes Mellitus tipo 1, Tiroiditis de Graves-Basedow, Sindrome Sjogren), infecciosos
(Hepatitis C) o linfoproliferativos (LLC-B, Linfoma del Manto y Tricoleucemia)
(Zuckerman et al., 2002). Aungue en niveles bajos CD5 también se expresa en la
superficie de ciertos macrofagos (Borrello et al., 2001), endotelios (Gogolin-Ewens et al.,
1989) y subpoblaciones de células dendriticas (H. Li et al., 2019).

CD5 es uno de los marcadores mas tempranos del linaje T y su expresién esta
regulada a su vez por los niveles de expresion del complejo TCR/CD3 durante el proceso
madurativo en el timo, por este motivo el nivel de expresion aumenta progresivamente
desde las fases mas inmaduras a las mas maduras (DN < DP < SP CD8" < SP CD4"). Por
otro lado, los niveles de CD5 expresados en timocitos y células T maduras son
proporcionales a la avidez de la interaccion del TCR con los complejos MHC-péptido; es
decir, a mayor afinidad mayor expresién de CD5 (Azzam et al., 1998) .

Existe una alta expresion de CD5 en células T reguladoras (Treg;
CD4*"CD25Foxp3*) tanto generadas en el timo (Trg Naturales o nTrg) como en la
periferia (Treg inducibles o iTrg). Dado que la expresién de CD5 estd influenciada
cuantitativamente por la intensidad de la sefializacion del TCR durante el desarrollo de
los timocitos, el aumento de la expresion de CD5 en las células T reguladoras naturales
(nTreg) €s consistente con la nocién de que estas células se seleccionan bajo interacciones
de alta avidez (Ordofiez-Rueda et al., 2009).

En el linaje B, CD5 se expresa en la subpoblacion de linfocitos B-1a, que
representa =20% de los linfocitos B circulantes durante la edad adulta y que es
responsable de la produccion de anticuerpos naturales. Dichos anticuerpos se caracterizan
por su baja afinidad, polireactividad y autorreactividad, y se les ha asignado un papel
protector de tipo innato frente a las infecciones (Havelock Wortis, 2002). También se ha
propuesto que la expresion de CD5 en ceélulas B-la autorreactivas podria ayudar a
prevenir la activacion inapropiada de dichas células como consecuencia de su papel como
regulador negativo de la sefializacién BCR (Berland & Wortis, 2002) . Asimismo, en ratones

se ha descrito la expresion de CD5 en una subpoblacion de células B reguladoras (Breg;
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CD19* CD1d"9" CD5") también llamadas B10 (como los linfocitos Treg SON también
productoras de IL-10 y participarian en la prevencion de autoinmunidad) (Yanaba et al.,
2009). Se debe considerar que los trabajos se refieren casi exclusivamente a estudios en
ratones. En los seres humanos existen dos clases de células B CD5", de las cuales sélo
una parece compartir propiedades fenotipicas con las células B-1a murinas. Al igual que
las células B-1a murinas, las células B humanas CD5" de sangre periférica producen
anticuerpos poliespecificos y autorreactivos. Sin embargo, no han sido muy bien
estudiadas y no esta claro hasta qué punto son equivalentes a las células B-1a murinas.
Por el momento, se sabe que los anticuerpos naturales de baja afinidad son producidos
por los linfocitos B-1a en el ratén y en el hombre, por las células de memoria de la
inmunoglobulina M (IgM) (Carsetti et al., 2004).

Se ha reportado la expresion aberrante de CD5 en algunas neoplasias de linfocitos
B como la LLC y el linfoma de células del manto (LCM), mientras que otras neoplasias
de células B suelen ser CD5 negativas o débilmente positivas. Casos raros de leucemia
pro-linfocitica B (LPL-B), linfoma B difuso de células grandes (LDCB), linfoma folicular
(LF), linfoma esplénico de la zona marginal (LZSE) e incluso leucemia linfoblastica
aguda tipo B (LLA-B), también pueden presentar una expresion aberrante de CD5
(Broker et al., 1988; Jaseb et al., 2019).

Recientemente, se ha observado que algunas DCs humanas expresan CD5 y que
pueden subdividirse en poblaciones CD5'°" y CD5"9". Las DCs CD5"9" inducen una
proliferacion mas potente de las células T. Por otro lado, la subpoblacién CD5'" induce
células T productoras de IFN-y, mientras que la CD5"9" induce células T productoras de
IL-10, IL-22 e IL-4, por lo que podrian desempefiar funciones opuestas en la inmunidad

o la tolerancia (Yin et al., 2017).

3.3 Ligandos de CD5

Por ahora no hay consenso sobre la naturaleza del ligando de CD5. Inicialmente,
se identificé el receptor CD72 (de Velde et al., 1991) expresado en células B, como
probable ligando de CD5. Posteriormente, diferentes estudios han ido reportando la
interaccion de CD5 con ligandos tan diversos como: la region framework de la IgVH (a
través del D2) (Pospisil et al., 2000), gp200 (Haas & Estes, 2001), gp40-80 (expresado en
células T) (Biancone et al., 1996; Bikah et al., 1998), gp150 (a través del D1y D2) (Calvo
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etal., 1999), el propio CD5 (a través del D1) (Bikah et al., 1998) y mas recientemente IL-
6 (Masuda & Kishimoto, 2016) (Figura 1-7). En cualquier caso, ninguno de ellos ha podido

ser confirmado de forma fehaciente por distintos grupos independientes.

Por otro lado, existe evidencia de que CD5 puede interaccionar con diferentes
MAMPs, tales como los B-D-glucanos constitutivos de hongos (Veraet al., 2009), el virus
de la hepatitis C (Sarhan et al., 2012) o el tegumento del parasito helminto Echinococcus
granulosus (Mourglia-Ettlin et al., 2018). La interaccion con -D-glucanos es de la misma
afinidad (Kq) que la reportada para Dectin-1, considerado el principal receptor de -D-
glucanos en células mieloides. Esta interaccion parece ser especifica, ya que no se observa
con componentes de las paredes bacterianas (LPS, PGN, LTA) ni con otras estructuras
fangicas (mananos), y estaria mediada por todos y cada uno de los dominios SRCR de
CD5 (Veracet al., 2009). Alternativamente, se ha demostrado que la expresion de CD5 es
necesaria para la entrada del virus de la Hepatitis C (HCV, del inglés Hepatitis C Virus,)
en células T humanas, primarias y leucémicas (Sarhan et al., 2012), planteando la
posibilidad de ser un receptor importante en el reconocimiento virico. Sin embargo, ya
que todos estos trabajos se han realizado in vitro, se requieren diferentes estudios
independientes, que puedan corroborar estos hallazgos o demostrar otras interacciones de
CD5 in vivo.
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Figura I-7. Esquema de las interacciones extracelulares e intracelulares mediadas por CD5 expresado en células
Ty B. El receptor CD5 se representa como un compuesto por tres dominios extracelulares SRCR (D1, D2 y D3), una
region espaciadora (stalk), una region transmembrana y una cola citoplasmatica. Se representan los ligandos: gp200,
gp40-80, gp150 (D1 yD2); IgVH y CD5 (D1); zymosan (B glucano) (D1, D2 y D3); HCV; IL-6 y CD72. También, se
representan sustituciones de los aminoéacidos en el dominio extracelular de rs2241002 (P224L) y en la cola
citoplasmatica de rs2229177 (A471V). Tras la activacion de los linfocitos, se puede producir una escision proteolitica
(representada por una tijera) que da lugar a la forma de CD5 soluble (sCD5). También se representan esquematicamente
los multiples residuos Ser (S), Thr (T) y Tyr (Y) que pueden ser fosforilados de forma constitutiva o inducible. El
dominio citoplasmatico de CD5 presenta un motivo de activacion pseudo-ITAM que sirve para reclutar enzimas que
participan en la sefializacion celular, como Lck, Fyn, Ras-GAP o c-Cbl (tirosinas cinasas). También muestra un motivo
de inhibicion pseudo-ITIM cercano a la membrana, que interactiia con la tirosina fosfatasa SHP-1. También, por las
proteinas Ser/Thr cinasas (CK2, PKC, CaMK-II) que interactlan en la cola citoplasmatica. Las estructuras no estan

dibujadas a escala. Fuente: Marta Consuegra-Fernandez et al. 2018.
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3.4 Funcién de CD5

3.4.1. Regulacién de la activacion de células Ty B

CD?5 esté fisicamente asociado al receptor clonotipico de los linfocitos T (TCR) y
B-1a (BCR) (Lankester et al., 1994; Osman et al., 1992) gracias a lo cual participa en el
reajuste fino (fine tuning) de la sefializacion intracelular durante el reconocimiento
antigénico. CD5, junto con otras moléculas co-sefializadoras, forma parte de la zona
central del SMAC (o 1S), donde tiene funciones de modulacion del TCR, sin influir en la
estabilizacion via contactos adhesivos de los conjugados T-APC (Gimferrer et al., 2003).
Por este motivo, se considera a CD5 como una molécula accesoria involucrada en la

regulacion de la activacion linfocitaria.

De la misma manera que con CD6, los primeros estudios sobre la funcionalidad
de CD5 se realizaron estimulado células T en presencia de AcMos anti-CD5, anti-CD3 y
anti-CD28, concluyendo que se trataba de un receptor co-estimulador (Alberola-lla et al.,
1992; Ceuppens & Baroja, 1986; Hollander et al., 1981; Imboden et al., 1990). Estos hallazgos
iniciales marcaron la pauta en los futuros experimentos, proponiendo a CD5 como un
regulador/co-estimulador positivo de las sefiales del TCR que se mantuvo durante un
tiempo. Posteriormente, experimentos con ratones deficientes (knockout) para CD5 (Cd5
") demostraron fehacientemente que este receptor modulaba negativamente las sefiales
mediadas por el TCR y el BCR en células Ty en linfocitos B-1a, respectivamente (Bikah
et al., 1996; Tarakhovsky et al., 1995). En concreto, se demostré que los timocitos de
ratones Cd5” son hiper-respondedores a la estimulacion via TCR/CD3, mostrando una
mayor movilizacion del Ca*? intracelular y fosforilacion en tirosinas de PLC-y1, CD3(y
Vav (Tarakhovsky et al., 1995). De acuerdo con estos hallazgos, se observo también que
CD5 es una de las moléculas que contribuye a establecer el umbral de procesos de
seleccidn negativa durante la transicion de timocitos DP a SP (Azzam et al., 2001; Kishimoto
& Sprent, 1999) y que la expresion de CD5 en timocitos maduros (SP) es proporcional a la
avidez de la interaccion TCR/MHC-péptido (Azzam et al., 1998). Consiguientemente, el
nivel de expresion de CD5 en superficie es considerado un marcador sustituto de la
afinidad del TCR con los péptidos propios en las células T periféricas maduras, hasta el
punto de que muchos investigadores utilizan la expresion del CD5 para distinguir las
células T que se unen a los péptidos propios de forma fuerte o debil (Matson et al., 2020).

Por lo tanto, CD5 se correlaciona con la auto-reactividad y se encuentra incrementada su
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expresion en la subpoblacién de células Treq y células T anérgicas generadas durante la
estimulacion cronica con autoantigenos. Ademas, un estudio demuestra que las T
efectoras con altos niveles de expresion de CD5 (CD5M"9"), estan mejor preparadas para
la actividad anti-patogénica, ya que presentan un reclutamiento y expansion clonal més
eficiente frente a determinados antigenos (Fulton et al., 2015). De igual manera, en el
caso de las células B autorreactivas, se caracterizan por una gran expresion de CD5 en la

membrana, siendo clave para regular la tolerancia.

Existen datos experimentales que apoyan la hipdtesis de que CD5 regularia
negativamente la sefializacion del receptor de Ig y, en consecuencia, inhibiria el desarrollo
de respuestas autoinmunitarias asociadas a células B (Hippen et al., 2000).
Especificamente, el dominio intracelular de CD5 tiene multiples residuos Ser (n=11), Thr
(n=4) y Tyr (n=4) susceptibles de ser fosforilados en varias etapas de la activacion de las
células T (Voisinne et al., 2018). Durante la estimulacion via TCR/CD3, el dominio
citoplasmatico de CD5 se fosforila muy rapidamente, siendo los residuos Tyr429 y
Tyr463 los principales sitios de fosforilacion (Dennehy et al., 2001; Vii et al., 2001). La
tirosin cinasa Lck parece ser la responsable de la mayor parte de la fosforilacion de Tyr
de CD5, aungue Fyn e Itk pueden complementar o regular este aspecto de la funcién de
Lck (Dennehy et al., 2001; Nica et al., 2003; Vii et al., 2001). Se ha propuesto que estas
fosforilaciones por cinasas Src servirian como sitios de acoplamiento para efectores
intracelulares como RasGAP o fosfatidilinositol 3-cinasa (P13K) (Dennehy et al., 1998).
Por otro lado, residuos citoplasméaticos Ser mas distales (Ser458, Ser459 and Ser461)
servirian de sitios de union constitutiva y fosforilacion de la serin/treonin cinasa casein
cinasa 2 (CK2) (Calvo et al., 1998; Raman et al., 1998). Se ha demostrado que tras la
activacion de CD?5 la actividad de Fyn disminuye significativamente, contribuyendo a la
inhibicion mediada por CD5 (Bamberger et al., 2011). Asi mismo, CD5 se asociaria con
el dominio SH2 de fosfatasas como SHP-1 en células T Jurkat, timocitos murinos y
células B-1a (Carmo et al., 1999; Perez-Villar et al., 1999; Sen et al., 1999).

En consecuencia, CD5 podria inhibir la sefializacion temprana del TCR a través
de varias rutas que implican a ZAP-70. Por ejemplo, CD5 puede asociarse con SHP-1,
que podria defosforilar directamente a ZAP-70, inhibiendo su actividad. Paralelamente,
CD5 puede inhibir a Fyn, que también es importante para la activacion de ZAP-70

(Brockdorff et al., 1999; Plas et al., 1996). La convergencia de estas vias puede garantizar
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un control eficaz de esta molécula durante la sefializacion. Ademas de estas moléculas,
CD?5 se puede asociar con Cbl, Cbl-b y Grb2 tras la estimulacion del TCR (Voisinne et
al., 2016). Cbl controla la ubiquitinacion y la degradacion de las cadenas de CD3 y la
actividad de las tirosin cinasas Lck y ZAP70, mientras que Cbl-b regula negativamente
la via co-estimuladora de CD28 amortiguando la actividad de PI3K (Voisinne et al.,
2018). Asi mismo, las proteinas Ay B asociadas a ubiquitina y que contienen el dominio
SH3 (UBASH3A, UBASH3B, también conocidas como STS-2 y STS-1) también se
asocian a la regulacion negativa de la via de sefializacion del TCR (Carpino et al., 2004).
Un estudio reciente indica que la funcién reguladora negativa se produce por el
reclutamiento de moléculas como Cbl-b, UBASH3A, ANKRD13A en el signalosoma de
CD?5, confirmando las moléculas sefialadas anteriormente (Mori et al., 2021) (Figura I-
6).

3.4.2. Regulacion de la transmision de sefiales de supervivencia

CD?5 seria un importante regulador de la supervivencia de las células T y B-1a, lo
que explicaria que los ratones Cd5” no padezcan fendmenos autoinmunitarios
espontaneamente, a pesar de que pierdan la regulacion negativa de las sefiales inducidas
por el TCR o BCR (Soldevila et al., 2011). Se ha demostrado que los linfocitos T
citotoxicos (CTL) con especificidad antitumoral y alta expresion de CD5 (CD5"9") son
menos susceptibles a la muerte celular inducida por activacion autéloga (AICD) que los
de baja expresion (CD5'%). También, se ha demostrado que los mecanismos implicados
en la mayor sobrevivencia de estas células, seria una disminucion de la expresion de FasL
y una mayor inhibicidn de la caspasa 8 (Friedlein et al., 2007). Un estudio reciente, indica
que CD5 altera la actividad basal de la sefializacion NF-«xB en las células T periféricas en
reposo. En donde, las células T CD5"9" en reposo expresan mas proteina NF-«B que las
células CD5'", en ausencia de sefiales del TCR. La existencia en condiciones basales de
aumento de NF-kB confiere una ventaja de supervivencia a las células T CD5"9" sobre
las CD5'" (Voisinne et al., 2018). Aunque no se ha dilucidado completamente el efecto
de CD5 en el aumento de sefiales de supervivencia, se cree que podria estar implicado el
aumento de expresion de moléculas como Bcl-2, Bel-xI y NF-xB o la via de sefializacion
de PI3K/AKkt (Charo et al., 2005; Ordofiez-Rueda et al., 2009; N. Zhang & He, 2005).

En el caso de las células B, la resistencia a la apoptosis esta claramente asociado

a CD5. Posterior a la estimulacion del BCR (anti-lgM), CD5 disminuye la movilizacion
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del Ca*™? e induce la produccion de IL-10 (Gary-Gouy et al., 2002). Por otro lado, se ha
demostrado que el complejo CK2-BLNK-CD5 estaria implicado en la fosforilacion
constitutiva de STAT3, la cual estaria implicada en procesos de la fisiopatologia de
celulas de LLC como el crecimiento celular, la supresion de la apoptosis o la
tumorigénesis (Rozovski et al., 2017). Ademas, un estudio de polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP) que codifica un cambio aminoacidico en la cola citoplasmaética
(Alad71>Val) adyacente al dominio pseudo ITAM se relaciona con supervivencia libre
de progresion en pacientes con LLC-B (Delgado et al., 2017; Sellick et al., 2008), aunque
el mecanismo y las consecuencias funcionales de este SNP aln no esté esclarecido. Por
consiguiente, CD5 podria jugar un papel importante en la activacion o estimulacién via
BCR, promoviendo la supervivencia y la regulacion de la homeostasis en las células B-
la.

3.4.3. Funcion de reconocimiento de patégenos (PRR)

Hoy en dia sabemos que CD5 funciona como PRR para el reconocimiento de
ciertos MAMPs presentes en las superficies fungicas, virales y parasitarias, pero no
bacterianas. Tanto la forma de membrana como la forma soluble de CD5 humano (sCD5)
pueden unirse a particulas ricas en B-glucanos como es el zymosan, asi como a diferentes
B-glucanos solubles expresados en los hongos e inducir cascadas de sefializacion como la
via de las MAPK y liberar citocinas. Se ha demostrado también que sCD5 se une y agrega
un grupo diverso de células flngicas tanto saprofitas como patdgenas, como
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Aspergillus fumigatus,
Candida albicans y Criptococcus neoformans (Vera et al., 2009). Por otro lado, se ha
demostrado el potencial uso terapéutico de la administracién de sCD5 en un modelo
experimental murino de sepsis fungica inducido por zymosan, dado que aumentaba
significativamente la supervivencia de los ratones tratados y disminuia los niveles séricos
de citocinas proinflamatorias (IL-6 e IL-1B), la leucocitosis y la actividad de la
mieloperoxidasa (MPQ) hepética (Lenz, 2009; Vera et al., 2009). También se han
demostrado efectos beneficiosos de la infusion de sCD5 en modelos experimentales de
infeccion fangica sistémica inducida por especies patogenas (Candida albicans y
Cryptococcus neoformans) (Andrés et al., 2020). Por ultimo, un estudio en ratones

deficientes de CD5 infectados con Candida albicans, confirma una menor supervivencia
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y un aumento de carga fungica en comparacion con los ratones wild type (Velasco-de-
Andrés et al., 2021).

La doble funcion de CD5 (y CD6) como molécula PRR e inmunomoduladora, ha
hecho que se postule la hipdtesis de que tendria un importante papel regulador
potenciando las respuestas antiinfecciosas y previniendo las autoinmunitarias (Lenz,
2009). Por un lado, las sefales inhibitorias de CD5 permitirian aumentar el umbral de
activacion de los linfocitos T y B implicados en la respuesta antimicrobiana, de forma
que se expandirian y seleccionarian solamente los clones con mas alta afinidad por los
patdgenos. Por otro lado, se sabe que las infecciones son un factor desencadenante de
autoinmunidad. La deteccién de productos microbianos via CD5 proporcionaria sefiales
inhibitorias que dificultaria la expansion de clones de células T y B autorreactivas con

baja afinidad de reconocimiento de autoantigenos.

3.5 Polimorfismos de CD5

A pesar de que no se han reportado hasta la fecha individuos con expresion
deficiente de la molécula de CD5, si se han identificado polimorfismos genéticos
funcionalmente relevantes. Asi, se ha observado que individuos portadores de
determinadas combinaciones alélicas de los SNPs rs2241002 (Pro224>Leu) y rs2229177
(Ala471>Val) de CD5 son hiperreactivos a la estimulacion via TCR/CD3 y se asocia a
formas clinicamente severas de LES (Cenit et al., 2014), asi como a un mejor prondstico
en enfermedades neoplasicas tales como LLC (Delgado et al., 2017) o Melanoma

(Potrony et al., 2016) o carcinoma de préstata (Casado-Llombart et al., 2022).

El SNP rs2241002 es frecuente en individuos caucasicos y se caracteriza por una
sustitucion de un residuo Pro a Leu en la posicion 224 en el dominio SRCR D2, mientras
que el SNP rs2229177 introduce una sustitucion no sinbnima de Ala a Val en la posicién
471 (en lazona C-terminal con respecto al motivo citoplasmatico pseudo-ITAM). Existen
evidencias de que la seleccion positiva ha operado en épocas relativamente recientes de
la evolucion de la especie humana, en este caso sobre el locus CD5 y mas concretamente
del SNP rs2229177. La variante ancestral (Ala471) y la més reciente (Val471) existen en
proporciones equivalentes en poblacion europea. Por el contrario, en poblaciones

asiaticas la variante ancestral es practicamente inexistente y predominaria la de aparicion
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mas reciente (Carnero-Montoro et al., 2012) (Figura 1-8). Se ha reportado que los
portadores homocigotos para la variante Pro224-Ala471 de CD5 proporcionan sefiales
inhibitorias menos potentes de la via de sefializacion del complejo TCR/CD3 que los
homocigotos para Pro224-Val471 y que presentarian formas clinicamente mas agresivas
de LES, como es el desarrollo de nefritis lUpica (Cenit et al., 2014) . La homocigosis para
la variante Pro224-Ala471 también se asocia a mejor supervivencia en pacientes con
melanoma (Potrony et al., 2016) y a una supervivencia libre de progresion (SPL) mas
prolongada en el grupo de pacientes de LLC con genes IGHV mutados (presentan una
enfermedad menos agresiva y eso favorece que se pueda observar mejor el efecto
protector de la variante de CD5) (Delgado et al., 2017). ElI modo en que las variantes
Ala/Val471 de CD5 pueden influir en el comportamiento natural de las células de la LLC
es una cuestion adn no resuelta. Sin embargo, sabemos que la variante Ala471 tiene una
menor capacidad de transduccion de sefiales inhibidoras (Carnero-Montoro et al., 2012;
Cenit et al., 2014) y puede influir en una menor capacidad para modular negativamente
el BCR o una menor sefializacion anti-apoptética (Tibaldi et al., 2011). Por lo tanto, CD5
no es solo un marcador fenotipico, sino es un actor relevante en la normal biologia
linfocitaria y en los procesos patoldgicos resultantes como son la infeccion, la

autoinmunidad o el cancer.

34 Papuan EE—

rs2229177
O C allele (Ala)
. T allele ( Val)

MMHMFWPMillIMMIIIIIIII

3 Mbuti Pygmies
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Figura 1-8. Distribucion geogréfica de los alelos ancestrales CD5 rs2229177€ (Ala471, blanco) y los derivados
rs22291777 (Val471, negro) en el Panel de Diversidad del Genoma Humano. Las poblaciones, numeradas de 1 a
39, se mencionan en el grafico de barras de la derecha de frecuencia alélica. Fuente: Carnero-Montoro et al. 2012.
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Finalmente, un reciente estudio de nuestro grupo ha reportado la asociacion de la
variante Pro224 de CD5 con la localizacion en la enfermedad inflamatoria intestinal, de
Pro224-Val471 con la necesidad de terapia biologica en la enfermedad de Crohn y de
Leu224-Val471 con mal prondstico en la colitis ulcerosa (Casadd-Llombart, Velasco-de
Andrés, et al., 2022). Todo ello sugiere que CD5 influye de forma diferencial
dependiendo de la enfermedad, lo que posiciona a CD5 como biomarcador y una
herramienta Util para el diagnostico y prondstico, asi como potencial diana en terapias

inmunomoduladoras.

3.6 Aplicaciones terapéuticas de CD5

CD5 actlia como PRR de B-glucanos, caracteristica que le otorga una importante
capacidad antifngica y potencial uso en micosis invasivas de gran mortalidad. En un
modelo experimental de inflamacion inducida por zymosan, se demostrdé un aumento de
la supervivencia tras infundir de forma profilactica la proteina sCD5 humana. De forma
analoga, también se observaron efectos beneficiosos similares en modelos de raton de
infeccion sistémica por especies fungicas patogenas (C. albicans y C. neoformans).
Paralelamente a una mayor supervivencia, los ratones mostraban reduccion de la carga
fangica, aumento de los niveles de IFN-y y una mayor infiltracién de células linfoides
(NK'y B) y mieloides (DCs, macrofagos y granulocitos) en los 6rganos diana (Andrés et
al., 2020; Vera et al., 2009). Sin embargo, no se observo eficacia al utilizar la sSCD5 en
ratones inmunodeficientes NSG (del inglés NOD scid gamma) infectados por C. albicans,
lo que sugiere la necesidad de un sistema inmunitario intacto (Velasco-de-Andreés et al.,
2021).

Por otro lado, también se ha estudiado el valor terapéutico de sCD5 en modelos
experimentales murinos de infeccion por E. granulosus, responsable de la hidatidosis
humana. El uso profilactico de sCD5 redujo de forma significativa el nimero de ratones
infectados, y el recuento total y del peso de los quistes hidatidicos por raton (Miles et al.,
2020; Mourglia-Ettlin et al., 2018) . El papel de CD5 en infecciones viricas no esta muy
estudiado, pero se ha informado que CD5 es una molécula importante para la entrada del
VHC (virus de hepatitis C) en los linfocitos T humanos (Sarhan et al., 2012). Todos estos
resultados confieren a CD5, un potencial terapéutico frente a infecciones (fungicas,

parasitarias, viricas u otras todavia por explorar).
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Las propiedades inmunomoduladores de CD5 son relevantes en la respuesta
inmunitaria frente al cancer o en enfermedades autoinmunes. Con respecto a lo primero,
estudios en ratones Cd5” han demostrado mejor respuesta de las células T frente a
melanoma en las primeras etapas del crecimiento tumoral, aunque en etapas avanzadas se
observaron fendmenos de AICD en las células T CD8" asociadas a la infiltracion tumoral
(Tabbekh et al., 2011). Del mismo modo, la administracion repetida de la proteina SCD5
y quimioterapia en ratones wild type se asocia a una disminucion del crecimiento tumoral
(melanoma) en comparacion con aquellos ratones tratados sélo con quimioterapia
(Fenutria et al., 2014). Recientemente, se ha publicado un estudio con células T
transducidas con un CD5CAR que tiene la capacidad de lisar in vitro de forma especifica
y potente diferentes lineas de células T malignas y tumores primarios (Wada et al., 2020).
Esto apoya el potencial uso de las células CD5CAR-T en el tratamiento de neoplasias de
células T, lo que resulta esperanzador ante las limitadas estrategias actuales. Las
leucemias y los linfomas de células T suelen hacer metastasis en el SNC, donde los
resultados son pobres y las opciones de tratamiento estan asociadas a efectos secundarios
graves. Un primer estudio preclinico con CD5CAR ha demostrado su eficacia, logrando
una ablacién rapida de pocas semanas de los linfoblastos del SNC, lo que provoco la
remision exitosa del linfoma de un paciente, a pesar de que experimentd una aplasia de
células T breve y transitoria debido a la expresion de CD5 en las células T normales (Feng
et al., 2021). Recientemente, se ha utilizado la linea celular NK-92 como fuente de
inmunoterapias celulares adoptivas. Sin embargo, en modelos preclinicos, las células
CAR-T parecen ser superiores a las células CAR-NK-92. Interesantemente, se evaluo la
eficacia de la inmunoterapia CAR-NK anti-CD5 en un modelo de raton de leucemia
linfoblastica aguda de células T CD5* (LLA-T), cabe destacar que el CAR-NK anti-CD5
tenia un dominio co-estimulador asociado a NK y favorablemente, se observd una
prolongacion de la supervivencia en estos ratones (Xu et al., 2019). En resumen, estas
nuevas estrategias CAR basadas en CD5 suponen soluciones prometedoras para el

tratamiento de procesos linfoproliferativos T.

En cuanto a la autoinmunidad, los AcMos anti-CD5 pueden inducir la
internalizacion de CD5 de membrana y subsiguientemente el agotamiento o suicidio de
los linfocitos T autorreactivos fruto de procesos de AICD (Velasco-de Andrés et al.,
2020). Estudios en ratones Cd5” muestran de un retraso en la aparicion y una disminucion

de la gravedad de la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), asociada a una
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frecuencia elevada de células T que sufrian AICD (Axtell et al., 2004). En cambio, los
ratones transgénicos que expresan niveles circulantes elevados de sCD5 desarrollan
formas maés graves de EAE y de artritis inducida por colageno (CIA) (Fenutria et al.,
2014). Estos resultados son contradictorios con lo anteriormente expuesto, dado que se
esperaria que la sCDS5 actuara como un “decoy receptor” e interfiriese la sefializacion via
CD5 al competir las uniones de éste con sus ligandos potenciales. No obstante, pueden
ser explicados por la idiosincrasia misma de los modelos experimentales utilizados, tanto
por lo que se refiere a las distintas cepas de ratones y como a los diferentes mecanismos
patogénicos inducidos, asi como por la mayor o menor eficiencia del bloqueo funcional
de CD5 inducido por sCD5.
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Hipdtesis y objetivos

Los receptores linfocitarios CD5 y CD6 son importantes moléculas con capacidad
sefializadora, que pertenecen a una gran familia de receptores del Sistema Inmunitario
Innato como son los receptores tipo scavenger y que, por otro lado, se expresan
principalmente en células del Sistema Inmunitario Adaptativo (linfocitos T, B y NK). En
base a ello, CD5 y CD6 permiten modular la funcion linfocitaria como consecuencia de
su interaccion con ligandos enddgenos (ya sean solubles o expresados en las superficies
de células hematopoyéticas, endoteliales o epiteliales) o exdgenos (estructuras
microbianas conservadas y ampliamente distribuidas, denominadas MAMPs) (Bikah et
al., 1998; M. A. Bowen et al., 1995; Calvo et al., 1999; de Velde et al., 1991; Escoda-
Ferran et al., 2014; Martinez-Florensa et al., 2014; Mourglia-Ettlin et al., 2018; Sarukhan
et al.,, 2016; Vera et al., 2009). Por tanto, podemos considerar a CD5 y CD6 como
receptores que estan a caballo o en la interfase entre la inmunidad innata y adaptativa.

Estudios previos, a los que nuestro grupo de investigacién ha contribuido,
demuestran que los receptores linfocitarios CD5 y CD6 tienen un papel regulador de las
respuestas inmunitarias anti-infecciosas, autoinmunitarias o anti-tumorales, que los
convierten en dianas terapéuticas en diversos procesos inmunomediados (Consuegra-
Fernandez et al., 2015; Consuegra-Fernandez, Lin, et al., 2018). Tanto CD5 como CD6
son co-receptores transductores de sefiales intracelulares y que se asocian fisicamente al
receptor clonotipico de los linfocitos T (TCR) y B (BCR), lo que les permite participar
en la modulacién positiva 0 negativa y en el ajuste (fine tuning) de las sefiales de
activacion, diferenciacién y muerte celular emitidas tras el reconocimiento especifico de
antigenos (Blaize et al., 2020; Cho & Sprent, 2018; Mori et al., 2021). Esta caracteristica
confiere a ambos receptores propiedades de immune checkpoint regulators respaldando
asi su implicacion en la fisiopatologia de algunos procesos infecciosos (p.ej, infeccion
fangica invasiva y sepsis bacteriana) (Catala, VVelasco-de Andrés, Leyton-Pereira, et al.,
2022; Velasco-de-Andrés et al., 2021), autoinmunitarios (p.ej., LES, psoriasis,
enfermedad inflamatoria intestinal y sindrome de Sjogren) (Casadé-Llombart, Gheitasi,
et al., 2022; Cenit et al., 2014; Consuegra-Fernandez, Julia, et al., 2018) y neoplasicos
(p.ej., LLC, melanoma, cancer de pulmon de células no pequefias y carcinoma de
préstata) (Delgado et al., 2017; Moreno-Manuel et al., 2020; Potrony et al., 2016). Estas
evidencias se han obtenido a partir del estudio de modelos experimentales de enfermedad
en ratones deficientes (knockout) para la expresion de CD5 (Cd57) o CD6 (Cd6™), asi
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como de pacientes portadores de diferentes polimorfismos genéticos relevantes para la

funcién de ambos receptores.

Mientras que multiples evidencias experimentales apoyan una funcion inhibidora
del receptor CD5 durante la activacion linfocitaria, existen hoy en dia evidencias
contradictorias en cuanto a la funcion moduladora positiva o negativa de CD6, en ese
mismo contexto. Los primeros estudios sobre la funcidén de CD6 realizados hace ya méas
de tres décadas, se llevaron a cabo en condiciones de estimulacion supra-fisioldgicas, es
decir, mediante potentes estimulos policlonales como AcMos anti-CD3g, lectinas
mitogénicas (fitohemaglutinina, Pokeweed mitogen) o agentes quimicos (ésteres de forbol
e iondforos de calcio) en presencia o ausencia de AcMos anti-CD®6, asignaron un papel
co-estimulador o regulador positivo para CD6 (Gangemi et al., 1989; Morimoto et al.,
1988; Osorio et al., 1994; Osorio, Rottenberg, et al., 1998; Swack et al., 1991). No
obstante, estudios in vitro e in vivo realizados en la ultima década con lineas celulares
linfoides transfectadas con formas nativas o mutadas de CD6 y con ratones Cd6™,
respectivamente, han permitido evidenciar un posible papel co-inhibidor o regulador
negativo para CD6 (Oliveira et al., 2012; Orta-Mascaro et al., 2016). Nuevamente, estos
estudios también estdn realizados en condiciones de estimulacion supra-fisioldgica
(AcMos anti-CD3g), es decir, en presencia de sefiales de intensidad y duracion muy
superiores a las generadas durante el reconocimiento especifico de antigenos por el
receptor clonotipico de los linfocitos. En consecuencia, seria importante abordar el
estudio del papel co-estimulador/inhibidor de CD6 en sistemas in vitro e in vivo de

estimulacion fisioldgica antigeno-especifica.

Tal y como se ha comentado anteriormente, existe un amplio consenso en
considerar a CD5 como un receptor eminentemente regulador negativo (inhibidor) de la
activacion linfocitaria. No obstante, las primeras investigaciones in vitro con sistemas de
estimulacion supra-fisioldgicos en presencia o ausencia de AcMos anti-CD5 también
apoyaban una posible funcion co-estimuladora de CD5 (Ledbetter et al., 1985; Ceuppens &
Baroja, 1986; Alberola-lla et al., 1992), pero fueron posteriores estudios in vivo en ratones
Cd5™ los que evidenciaron una indudable funcién co-inhibidora de CD5 (Bikah et al.,
1996; Tarakhovsky et al., 1995). Estos datos no han podido ser confirmados en linfocitos
humanos dado que, hasta la fecha, no se han reportado individuos con expresion
deficiente de CD5. Sin embargo, se han identificado individuos portadores de variantes

genéticas de CD5 funcionalmente relevantes que apoyan su papel inmunomodulador
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negativo (Carnero-Montoro et al., 2012; Cenit et al., 2014). Concretamente, se trata de
los polimorfismos de unico nucleétido (SNPs) no sindénimos rs2241002 (Pro224>Leu) y
rs2229177 (Alad71>Val) de CD5. Se ha demostrado que los linfocitos de individuos
homocigotos para las variantes Pro224 y Ala471 son hiperreactivos a la estimulacion con
AcMos anti-CD3e y presentan formas clinicamente mas severas de LES (Cenit et al.,
2014), asi como un mejor prondstico en procesos neoplasicos, tales como LLC (Delgado
etal., 2017), melanoma (Potrony et al., 2016) o carcinoma de prostata (Casado-Llombart,
Ajami, et al., 2022).

Aunque se han hecho importantes avances en descifrar las sefiales bioquimicas
tempranas implicadas en la modulacién de la activacion linfocitaria por parte de CD5 y
CD6, se desconoce qué consecuencias tienen esas sefiales a nivel de la expresion de
génica. Existen evidencias de que la expresion de CD5 en células linfoides es capaz de
inducir cambios relevantes en el patron de expresion génica (Gary-Gouy et al., 2007;
Whitley et al., 2022), pero se desconoce si esos cambios difieren entre individuos
portadores de las variantes genéticas de CD5, asi como, si la expresion de CD6 induce
cambios transcriptomicos similares a los de CD5. Por consiguiente, seria importante
abordar estudios de expresion génica con el proposito de validar la importancia funcional
y las vias de sefializacion resultantes de la expresion en células linfoides de variantes

genéticas de CD5, asi como de la expresion de CD6.

En base a todo lo anteriormente expuesto, la presente Tesis Doctoral propone
profundizar en el papel inmunomodulador de los receptores linfocitarios CD5 y CD6.
Para esto, una de nuestras hipétesis es abordar el papel regulador positivo y negativo de
CD6 en la funcidn linfocitaria. En el caso del receptor CD5, nuestra hipétesis es que las
variantes de CD5 inducen cambios en el perfil transcriptomico de células linfoides

funcionalmente relevantes, asi como por la expresion de CD6.

Finalmente, la presente Tesis Doctoral propone el estudio de los siguientes

objetivos especificos:

1. Analizar las propiedades inmunomoduladoras de CD6 en condiciones de

estimulacién fisioldgica antigeno-especifica tanto in vitro como in vivo.
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2. Analizar cambios en el perfil transcriptomico inducido en células linfoides por la
expresion de variantes genéticas funcionalmente relevantes de CD5, asi como por

la expresion de CD6.
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1. Ratones OT-11 Cd6”y OT-II Cd6*'*

Para evaluar la funcién del receptor linfocitario CD6, se generé en nuestro
laboratorio una nueva linea de ratones C57BL/6 provenientes del cruce entre: ratones
transgénicos OT-I1 ((Tcra Tcrb) 425Cbn/Crl) y ratones Cd6™. Los ratones OT-11 fueron
proporcionados por la Dra. Pilar Martin (Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares, Madrid) y se caracterizan por expresar un TCRaf} que reconoce
especificamente el péptido 323-339 de la ovoalbumina (OVA323-339,
ISQAVHAAHAEINEAGR) en el contexto de I-AP. Los ratones Cd6™ fueron generados
tal y como se ha descrito previamente (Orta-Mascaro et al., 2016). El entrecruzamiento
de al menos diez generaciones permitié estabilizar la colonia de ratones OT-II Cd6” y
sus hermanos OT-1I Cd6** (littermates, pero seran sefialados como wild type para
referirse a la condicion Cd6**) como control. Para determinar el fenotipo de los ratones
OT-Il Cd6” y OT-Il Cd6*"*, se sangraron mediante puncion de la vena facial y los
linfocitos se tifieron con un AcMo anti-CD6-PE para analizar la expresion de CD6 y anti-
Va2-APC para evaluar la expresion de la cadena alfa del receptor de células T de raton.

Se observo que los ratones homocigotos de OT-II expresan la misma cantidad de
receptor TCR transgénico que los heterocigotos (>90% de las células T CD4" son TCR-
Va2*). Por lo tanto, se fenotip6 cada camada proveniente de cruces heterocigotos u
homocigotos y asi poder distinguir de los ratones no OT-11 (<20% de las células T CD4*
presentan TCR- Va2*), como se representa en la Figura M-1. La cria y mantenimiento
de la colonia de ratones OT-I1 Cd6™ (y Cd6*"*) se hizo en el estabulario de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Barcelona, en condiciones convencionales de estabulacion
(ventilacién, luz y temperatura controladas y condiciones de agua y alimento ad libitum).
Todos los ensayos in vivo e in vitro se hicieron con ratones de 8 a 12 semanas de edad de
ambos sexos, segun procedimientos aprobados por el Comité Etico de Experimentacion
Animal (CEEA) de la Universidad de Barcelona (CEEA: OB 43/20).
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Figura M-1. Estrategia de “gating” usada para el fenotipado de la linea de ratones OT-Il Cd6” y OT-Il Cd6*".
Se muestran histogramas y zebra plot representativos de la estrategia de andlisis utilizada para el estudio de linfocitos
T CD4* provenientes de ratones OT-II Cd6** (rosa) y OT-1l Cd6” (gris). También se representa en el histograma el

control FMO (del inglés Fluorescense minus one) (linea punteada).

2. Cultivo celular

Para los cultivos celulares se utilizé un medio RPMI 1640 con 2 mM L-Glutamina
(Sigma & Aldrich, ref. R8758) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS, del
inglés Fetal Bovine Serum, BioWest, ref. S1810-500), penicilina sodica 100 U/mL
(Laboratorios ERN, Espana), estreptomicina 100 pg/mL (NORMON, Espafa). En este
trabajo este medio sera referido como medio RPMI completo. EI mantenimiento de los
cultivos celulares se hizo en incubadores estandar (AutoFlow, NUAIRE), a una
temperatura constante de 37 °C y a una presion parcial de CO; del 5%, en frascos de
cultivo de 75 y 182,5 cm?, con tapon ventilado (VWR, ref. 734-2313 y 734-2315).
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2.1 Cultivo de células murinas

Los ensayos ex vivo con células murinas, se cultivaron en medio RPMI completo,
suplementado con 50 uM de 2-B-Mercaptoetanol (ThermoFisher, ref. 31350-010).

2.1.1 Procesamiento de 6rganos y aislamiento de celulas murinas

Todos los bazos y ganglios linfaticos utilizados se homogeneizaron presionando
con un émbolo de jeringuilla (Plastipak 2 mL BD, ref. 300185) sobre una malla de 40 pm
(cell strainer, BIOLOGLX, ref. 15-1040). A continuacion, se lavaron dos veces con
exceso de tampon fosfato salino (PBS, del inglés phosphate-buffered saline),
centrifugando a 350 x g por 5 min. En el caso del bazo, una vez procesado el 6rgano, se
lisaron los eritrocitos con solucién de lisis comercial (eBioscience, ref. 00-4333-57) a
razén de 4 mL durante 4 min a temperatura ambiente (TA), seguido de dos lavados méas
con PBS. En cuanto a la sangre total, se realizd una puncion de la vena mandibular con
una aguja de 19G (BD Microlance, ref. 301700) o una puncidn cardiaca con jeringuilla
de 1 mL (BD Plastipak, ref. 300014), en caso de sacrificio del animal. La sangre se
recogié en eppendorfs con heparina (Laboratorios Farm. ROVI, S.A., ref. 58.693).
Finalmente, se lisaron los eritrocitos durante 60 min, y se lavé el exceso de solucién de

lisis con PBS.

I Aislamiento de células T CD4* aisladas de bazo murino

Los linfocitos T CD4" se aislaron por separacién magnética con el kit Dynabeads
Untouched Mouse CD4 Cells (Invitrogen, ref. 11415D) a partir de bazo. Una vez extraido
el 6rgano y separadas las células a través de una malla o cell strainer, las células se
incubaron durante 20 min a 4 °C con 100 pL de coctel de anticuerpos del kit (Antibody
Mix), 100 puL de FBS y 500 uL de solucion de separacion (Isolation buffer, PBS sin
calcio/magnesio al 2% de FBS, suplementado con 2 mM de EDTA. Pasado este tiempo,
las células se lavaron por centrifugacion con exceso de solucion de separacion (350 x g
por 8 min). Posteriormente, las células se incubaron con 1 mL de Microbeads o bolas

magnéticas previamente lavadas con 2 mL de solucion de separacion. La incubacion se
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hizo a TA durante 15 min, en agitacion suave y constante. Al finalizar, se afiadieron 5 mL
de solucion de separacion a cada tubo y se introdujeron en el iman proporcionado por la
casa comercial. En este punto, el iman atrae las células T CD4", marcadas con anticuerpos
unidos a las Microbeads magnéticas, dejando las células T CD4" en suspensién. Por
ultimo, después de retirar la suspension celular con la ayuda de una pipeta, las células se
lavaron con exceso de solucién de separacion. La pureza de la suspension celular es

mayor a un 95%, lo que fue confirmado por citometria de flujo.

I1. Obtencién de células dendriticas derivadas de la médula 6sea

Las células progenitoras de médula dsea fueron aisladas de tibias y fémures de
ratones wild type C57BL/6 de 8-20 semanas de edad. Se sembraron en placas de Petri de
150 mm (no tratadas, Cultex, ref. 45351058) a una concentracion de 4 x 10° células/mL
en RPMI completo suplementado con 20 ng/mL de factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF; PeproTech, ref. 315-03) durante 10 dias para
diferenciarlas en células dendriticas derivadas de la médula ésea (BMDCs, del inglés
bone marrow-derived dendritic cells,). Para madurar las células dendriticas se incubaron
durante 24 h con 250 ng/mL de lipopolisacarido (LPS, LipoPolySaccharide) del serotipo
0111:B4 de E. coli (Sigma-Aldrich, ref. L2630). Las células dendriticas se utilizaron en
el experimento a dia 10 tras testar el grado de diferenciacion y activacion por citometria
de flujo con los anticuerpos que se detallan en la Tabla M-1.

2.1.2 Estimulacién in vitro de esplenocitos totales y células T CD4*

Para la estimulacion in vitro de esplenocitos totales de ratones OT-Il Cd6™ y OT-
11 Cd6*"*, se repartieron 2 x 10° células/pocillo en placas de 96 pocillos de fondo en “U”
(Jet Biofill, ref. TCP 012096) y se incubaron sin péptido, con péptido OV Az23-339 (1-10
pg/mL; ISQAVHAAHAEINEAGR, InvivoGen, vac-isq), péptido OVA2s7264 (1-10
pug/mL; SHNFEKL; InvivoGen, vac-sin) o con AcMo 145-2C11 anti-CD3e soluble
(TONBO Biosciences, ref. 70-0031-U100) a diferentes concentraciones (0.1-0.5 pg/mL)

y tiempos (Figura M-2). Para estimular células T CD4" purificadas, se sensibilizé
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previamente la placa de cultivo durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo AcMo 145-
2C11 anti-CD3e (0.5-5 pg/mL; TONBO Biosciences, ref. 70-0031-U100) diluido en
PBS. Antes de adicionar las células, se lavd con PBS el exceso de anticuerpo no pegado
a la placa. Una vez adicionadas se incluy6é como co-estimulo AcMo anti-CD28 (1 pug/mL;
TONBO Biosciences, ref. 70-0281-U100) en forma soluble. Las células fueron incubadas

a diferentes tiempos y concentraciones de estimulos dependiendo del experimento.

@
(L4

Estimulos:

Péptido de OVA;); 339
0-CD3¢ mAb (control positivo)

Péptido de OV A,s7.564 (control negativo)
O-TII Cd6 -

‘@ - - @ -

Proliferacion
Apoptosis
AICD

O-TII Cdé6 *™* Esplenocitos Cultivo ctlular

Esplenocitos Cultivo celular

Figura M-2. Esquema de cultivo de esplenocitos de raton OT-11 Cd6** y OT-11 Cd6™. Se representan los estimulos

afiadidos y las determinaciones realizadas posteriormente.

2.1.3 Formacion de conjugados T-APC e inmunofluorescencia

Los bazos de ratones OT-11 Cd6™ y OT-I1l Cd6*"* fueron disgregados para el
aislamiento de células T CD4" por separacion magnética con el kit EasySep™ Mouse
CD4" T Cell Isolation (STEMCELL Technologies, ref. 19852) siguiendo las
instrucciones del proveedor. Paralelamente, se obtuvieron BMDCs tal y como se
menciono en el apartado anterior, las cuales fueron previamente maduradas 24 h con LPS
(250 ng/mL; Sigma-Aldrich, L2630) y cargadas durante 2 h con el péptido OV Az23-339 (5
ug/mL). También, en otra condicion de estimulacion se utilizé la proteina ovoalbdmina
(100 pg/mL; Sigma-Aldrich, ref. A2512) que se administré a BMDCs simultaneamente
con el LPS. Luego, se marco con CMAC (10 uM; 7-amino-4 chloromethylcoumarin) a
las BMDCs para distinguirlas de las células T. Ambos tipos celulares (T CD4" y los
BMDC) se co-cultivaron (proporcion 2:1) en portaobjetos recubiertos de poly-L-Lys (50
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pg/mL) durante 1 h a 37 °C y luego se fijaron con paraformaldehido (PFA; 4% durante
10 min a TA). Las células se bloguearon y permeabilizaron con una solucién de PBS
conteniendo BSA (3 %), Fc-block, Triton X-100 (0.1 %), globulina-y humana (50
pg/mL), suero de pollo (10 %) y azida (0.1 %) durante 30 min. Las muestras se tifieron
después con anticuerpos primarios y secundarios: anti-CD3z (rabbit antibody 448;
proporcionado por Dr. B. Alarcon), chicken anti-rabbit AF647 A-21443, phalloidin-
AF568 (5 pg/mL; Invitrogen) Yy anti-a-tubulin-FITC (0.1 pg/mL; Sigma). Los
cubreobjetos se montaron sobre Prolong Diamond y se analizaron con un microscopio
confocal Leica SP8 (Leica) equipado con un objetivo HCX PL APO 40x o 63x. Las
iméagenes se procesaron y montaron utilizando el software Imaris y el software
Photoshop. Para el célculo de la distancia del centro organizador de microtdbulos

(MTOC, microtubule organizing centre) al area de contacto se utilizé el software Imaris.

2.1.4 Ensayos de Western Blot (WB)

Para los ensayos de WB se utilizaron células T CD4" aisladas de bazos de ratones
OT-1l Cd6™y OT-II Cd6** que fueron co-cultivadas con BMDCs maduras (precargadas
con el péptido de OVA) durante 0, 5 0 20 min (proporcion 5:1). Las células se lisaron
durante 20 min a 4 °C en solucion Tris-HCI (50 mM, pH 7.5) con NP40 (1%), Tritén X-
100 (0.2%), NaCl (150 mM), EDTA (2 mM), MgCl: (1.5 mM) e inhibidores de fosfatasas
(PhosSTOP, Roche, 4906837001) y proteasas (Complete, Roche, 11836145001). Los
extractos se mezclaron con solucion de Laemli y B-Mercaptoetanol (concentracion final
150 mM), se hirvieron durante 10 min a 100 °C, se separaron por SDS-PAGE vy se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas se bloguearon con
solucion salina tamponada con Tris que contenia TWEEN-20 (0.2%) y BSA (5%).
Posteriormente, se incubaron con anticuerpos primarios (durante la noche a 4 °C): anti
CD3( (Y83; Abcam, ref. ab68236), anti-PLCy (Y783; Cell Signaling, ref. 2821), anti-
ERK 1/2 T202/Y204 (Calbiochem) y anti-B-actina (Sigma Aldrich, ref. SAB3500350). A
continuacion, se aplicaron anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa (30 min a
TA) y se revelaron con Immobilon Forte Western HRP substrate (Sigma Aldrich, Ref.
WBLUF0500) con la ayuda de un sistema de imagen de quimioluminiscencia y

fluorescencia ImageQuant LAS-4000 (Fujifilm). La intensidad Optica de las bandas se
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midié con ImageJ, normalizada con respecto al control de carga y a un control interno

(lisado idéntico para todos los geles).

2.2 Cultivos de células humanas

Se utiliz6 una linea celular Daudi derivada de un paciente afecto de linfoma
Burkitt B y células B primarias provenientes de sangre periférica de adultos y de cordén
umbilical. Todas las células humanas fueron cultivadas en medio RPMI completo.

2.2.1 Enriquecimiento de células B CD19*

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC, del inglés
peripheral blood mononuclear cells) de adultos y de sangre de cordén umbilical (UCB,
del inglés umbilical cord blood) de donantes sanos. Las muestras se obtuvieron previo
consentimiento de los padres o donantes, de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y la
aprobacion del comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Duisburg-
Essen (BO-10-4380). Las células se aislaron mediante centrifugacion en gradiente de
densidad con Ficoll (densidad 1,077 g/mL; PAN-Biotech, Ref: P04-601000), seguida de
una seleccion positiva con microbeads magnéticas recubiertas de AcMo anti-CD19*

(Miltenyi Biotec, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.2.2 Estimulacion in vitro de linfocitos B

Células B CD19" (5 x 10%pocillo) se cultivaron in vitro durante 24 y 48 h en
medio RPMI completo en presencia de estimulos dependientes (TD) e independientes
(TI) de celulas T. La estimulacion TD se realizé con anti-lIgs (0.03 pg/uL; Jackson
imunoResearch, ref. 109-006-064) y CD40-L (1 pg/mL; R&D Systems, ref. 6420-CL-
025/CF) y anticuerpos anti-HA (5 ng/mL; R&D Systems, ref. MAB060), mientras que la
TI se realiz6 con cytosine-phosphate-guanine oligonucleotide type B (CpG-B ODNSs type
B 0 R848) (2.5 uM; InvivoGen). Ademas, otra condicion de estimulacion fue BCR-
dependiente con anti-IgM F(ab’)2 (10 pg/mL; Jackson ImmunoResearch). Post-

estimulacion las células fueron lavadas con PBS y se tifieron para evaluar la expresion de
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CD6 en las subpoblaciones de células B, siguiendo la estrategia de gating representada
en la (Figura M-3).
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Figura M-3. Andlisis de subpoblaciones de células B provenientes de sangre de cordon umbilical y sangre
periférica de adultos sanos. (A) Estrategia de gating usada para la seleccion de subpoblaciones de células B en adultos;
las células B de memoria IgM (CD27* IgD* IgM*), las células B CD5* (CD5*CD27- CD38'% IgD*), linfocitos B
virgenes o naive (CD20*CD27-CD38'°" IgD*), las células B transicionales (CD27-CD38"d") y las células de memoria

88



Materiales y métodos

con cambio de clase (CD27* IgD" IgM"), en inglés switch memory cells (CSW) en sangre periférica de adultos. (B)
Estrategia de gating usada para la seleccion de subpoblaciones de células B en recién nacidos; células B CD5*
(CD5*CD27- CD38'*w IgD*), linfocitos B virgenes o naive (CD20*CD27-CD38'*" IgD*), las células B transicionales
(CD27-CD38"a") en recién nacidos.

3. Anélisis por citometria de flujo

La lectura se hizo en el citdmetro FACS CANTO Il (BD), del Servicio de
Inmunologia del Hospital Clinic de Barcelona y en CytoFLEX (Beckman Coulter,
Krefeld, Germany) del Institute of Cell Biology (Cancer Research) de la University of
Duisburg-Essen. Se utiliz6 FAC-SAria Ill cell sorter (BD Biosciences, Heidelberg,
Germany) /FACSAria Fusion cell sorter (BD Bioscience) se utilizd para la separacion de
células en suspension equipado con BD FACSDiva software (BD Biosciences). Los
analisis fueron realizados en el software Flowjo VX y en CytExpert 2.5 (Beckman
Coulter).

3.1. Antigenos de superficie e intracelulares

Para la determinacion de antigenos de superficie, se bloquearon 10° células con
PBS-FBS (10%), durante 20 min a 4 °C. En el caso de células murinas, se afiadio un
blogueador de Fc anti-CD16/CD32 (1 pg/10° células; 2.4G2, TONBO Biosciences, ref.
35-0161-U025). A continuacion, se centrifugaron a 1.500 rpm durante 5 min a 4-8 °C y
se descartd el sobrenadante. En el siguiente paso se afiadieron los anticuerpos
inmunorreactivos (Tabla M-1, M-2 y M-3) para los antigenos de interés, marcados con
fluorocromos, y se incubaron durante 25 min a 4-8 °C. Posteriormente, las muestras se
lavaron dos veces con exceso de PBS, centrifugando a 1.500 rpm durante 5 min y se
adquirieron por citometria de flujo. Se adquirieron y analizaron un minimo de 20.000

eventos/muestra.

Para la tincion de linfocitos Tregs, las células se tifieron con anticuerpos de
superficie de la misma manera que en el caso anterior. Posteriormente, se lavé el exceso
de anticuerpo con PBS y se incubaron con la solucion de fijacion y permeabilizacion
(TONBO Biosciences, ref. 1020-L050) durante 30 min a 4 °C. Posteriormente se lavaron
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(2.100 rpm 5 min a 4 °C) e incubaron con la solucion de permeabilizacion (TONBO
Biosciences, ref. 1213-L150) donde se encontraba diluido el anticuerpo anti-FoxP3-PE.
Pasados 30 min de incubacion, las células se lavaron con exceso de PBS a 2.100 rpm 5

min, para su posterior adquisicion por citometria de flujo.

Tabla M-1. Lista de anticuerpos usados con células murinas.

Especificidad Fluorocromo Clon Proveedor

CD3 APC 145-2C11 TONBO Biosciences
CD8 PE 53-6.7 BiolLegend

CD4 V450 75-0042 TONBO Biosciences
CD19 PE 1D3 TONBO Biosciences
NK1.1 PE PK136 BD Pharmigen
CD44 Percp-Cy5.5 IM7 TONBO Biosciences
CD62L APC MEL-14 TONBO Biosciences
CD25 APC PC61.5 TONBO Biosciences
CD69 eF450 H1.2F3 eBioscience™
FOXP3 PE 3G3 TONBO Biosciences
PD1 FITC J43 eBioscience™
CD11c V450 N418 BD Biosciences
GR-1 APC RB6-8C5 TONBO Biosciences
CD86 PE GL1 BD Pharmigen
CD40 APC 3/23 BioLegend

Va2 TCR APC B20. BD Biosciences
CD6 PE 0OX-129 BiolLegend

CD24 Bv421 ML5 BD Biosciences
CD21 APC/Fire™ 750 Bu32 BiolLegend

Abreviaciones: Allophycocyanin (APC), Phycoerythrin (PE), Fluorescein Isothiocyanate (FITC), violet Fluor 450
(\V450), Peridinin Chlorophyll Protein-Cyanine5.5 (PerCP-Cy5.5), Allophycocyanin/ Fire 750 (APC/Fire™ 750),
eFluor™ 450 (eF450).

Tabla M-2. Lista de anticuerpos usados en experimentos de activacion de células Daudi

Especificidad Fluorocromo Clon Proveedor
CD40 Bv421 5C3 BD Pharmigen
CD69 PE-Cy7 L78 BD Biosciences
CD80 FITC MEM-233 ImmunoTools
CD83 PE HB15e BiolLegend
CD86 APC FUN-1 BD Biosciences
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CD6 FITC M-T605 BD Biosciences
CD5 PerCP-Cy5.5 L17F12 TONBO Biosciences
CD21 PE-Cy7 B-ly4 BD Biosciences
CD19 PE-Cy7 HIB19 TONBO Biosciences
CD20 APC-Cy7 2H7 BioLegend

IgD PE 1A6-2 BD Biosciences
Anti-HLA-DR V450 L243 BD Biosciences

Abreviaciones: Brilliant Violet 421 (BV421), Phycoerythrin-Cy7 (PE-Cy7), Fluorescein Isothiocyanate (FITC),
Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin (APC), Peridinin Chlorophyll Protein-Cyanine5.5 (PerCP-Cy5.5), violet Fluor
450 (\VV450) Allophycocyanin -Cy7 (APC-Cy7).

Tabla M-3. Lista de anticuerpos usados con células B humanas.

Especificidad Fluorocromo Clon Proveedor

CD6 APC M-T411 Miltenyi Biotec
CD69 PE FN50 BD Pharmigen
Anti-IgM BV650 MHM-88 BioLegend
CD20 APC-H7 2H7 BD Pharmingen
CD5 BVv421 L17F12 BiolLegend
Anti-lIgD PE-Cy7 1A6-2 BD Pharmingen
CD27 PE/Dazzle 594 M-T271 BiolLegend
CD38 APC-R700 HIT2 BD Horizon
CD25 FITC M-A251 BD Pharmingen
CD80 FITC L307.4 BD Pharmingen
CD86 PE IT2.2 BD Pharmingen
Anti-1gA FITC IS11-8E10 Miltenyi Biotec
Anti-1gG PE 1IS11-3B2.2.3 Miltenyi Biotec

Abreviaciones: Allophycocyanin (APC), Phycoerythrin (PE), Brilliant Violet 650 (BV650), allophycocyanin - H7
(APC-H7), Brilliant Violet 421 (BV421), Phycoerythrin-Cy7 (PE-Cy7), phycoerythrin/Dazzle 594(PE/Dazzle 594),
Allophycocyanin -R700 (APC-R700), Fluorescein Isothiocyanate (FITC).

3.2 Marcaje de apoptosis celular (Anexina V' y 7AAD)

Los marcajes con Anexina V y 7-aminoactinomycin D (7AAD) se hizo durante
15 min a TA y siguiendo las instrucciones del fabricante (Biolegend, ref. 640930). Las
células Anexina V*y 7TAAD" se consideraron como células en apoptosis, mientras que las

células con tincion Anexina V- y 7TAAD™ como células en apoptosis tardia y necrosis.
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3.3 Determinacion de la proliferacion celular

La determinacion del porcentaje de células proliferantes se llevé a cabo mediante
tincién con Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE; Life Technologies, ref.
C34554) y posterior analisis de fluorescencia por citometria de flujo. En este caso, las
células se incubaron con CFSE (0.5 uM) durante 15 min a 37 °C. A continuacién, las
células se lavaron para retirar el exceso de CFSE y se incubaron a 37 °C con medio RPMI
completo durante 30 min, antes de lavarlas por Gltima vez y ponerlas en cultivo. A las 72
y/o0 96 h las células se tifieron y se analizaron por citometria de flujo. Las células muertas
se excluyeron tifiendo las células con el colorante LIVE/DEAD Fixable Violet Dead Cell
Staining dye (Invitrogen, ref. L34964). También, se utilizé para medir la proliferacion de
células T CD4" la tincion con Cell TraceTM Violet (Invitrogen, C34557). Brevemente,

las células T se tifieron con Cell Trace Violet antes del cocultivo de BMDCs.

4. Analisis de expresion de citocinas y factores de transcripcion

4.1 PCR semicuantitativa a tiempo real

4.1.1 Extraccién y purificacion de ARN

Se extrajo ARN de muestras de orejas y de ganglios linfaticos drenantes
locorregionales provenientes del modelo murino experimental in vivo. Para extraer el
ARN de las orejas, se sumergio el tejido en un eppendorf con 1 mL TRIzol™ Reagent
(Invitrogen, ref. 15596018) y se homogeneiz6 durante 4 min con Polytron TM PT1200E
(Thermo Fisher Scientific) para continuar segun indicaciones del fabricante. En el caso
de los ganglios linfaticos drenantes locorregionales, el ARN se extrajo con el kit illustra™
RNAspin Mini Isolation (Cytiva, ref. GE25-0500-71) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para extraer el ARN de esplenocitos murinos o células humanas se utilizo el
kit RNeasy® Micro (Qiagen, ref. 74004) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion y la calidad del ARN purificado se analiz6 mediante la lectura de la
absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotometro NanoDropTM 2000/2000c (Thermo
Fisher Scientific). Solo se consideraron aquellas muestras con valores de pureza proximos

a un cociente 260/280nm de 2.
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4.1.2 Retrotranscripcion y analisis de la expresion géenica diferencial

Todas las muestras de ARN extraidas se retrotranscribieron a ADN
complementario (ADNCc) siguiendo las instrucciones del kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription with RNase Inhibitor (Applied Biosystems, ref. 4374966), con las
siguientes condiciones de termociclacion: 1 ciclo de 10 min a 25.5 °C, 1 ciclo de 120 min
a 37 °C, 1 ciclo de 5 min a 85 °C y para finalizar a 4 °C.

El analisis de la expresion genica diferencial de muestras provenientes de células
murinas se hizo por PCR semicuantitativa a tiempo real (RT-gPCR, del inglés real-time
guantitative Polymerase Chain Reaction) con sondas Tagman en un termociclador
7900HT fast real-time PCR system (Applied Biosystems, Foster City, CA, US). Para ello
se mezclaron 2 uL. de ADNc de cada muestra, 2.5 pL de H20, 0.5 pL de Master Mix
(Tagman Fast universal PCR Master Mix, Life Technologies, ref. 4352042) y 0.5 pL de
cada coctel de primers y sonda Tagman para diferentes citocinas o factores de
transcripcion (Tabla M-4). El andlisis de la expresion de cada citocina se normalizo
respecto a los valores de expresion de un gen no inducible como es Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GADPH, Mm99999915 g1, Life Technologies), siguiendo la
formula: 2°2'; dénde ACt = (CTaen de interés muestra — CTGAPDH muestra). LOS resultados se

representan en cantidad relativa.

El analisis de la expresion génica diferencial a partir del ARN proveniente de
orejas y ganglios linfaticos drenantes locorregionales murinos se realiz6 por qPCR
mediante SYBR® Green (Applied Biosystems) y el termociclador de PCR StepOne Plus
(Applied Biosystems). Para ello se mezclaron 9 puL de ADNc de cada muestra diluida
(1:20), 10 uL de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, ref. 4368702) y
1 uL del coctel oligonucleodtidos especificos para las diferentes citocinas (Tabla M-5).
La expresion de cada citocina se normalizo respecto a los valores de dos genes no
inducibles como son HPRT-1 (del inglés hypoxanthine phosphoribosyl transferase 1) y
GAPDH (del ingles glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) mediante la formula 2°

AACt siguiendo las instrucciones de Applied Biosystem's.
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Tabla M-4. Sondas TagMan usadas para la cuantificacion de ARN especificos

Gen Proteina Ensayos TagMan

Cd274 Ligando 1 de la Proteina de muerte celular programada 1(PD-L1) MmO00452054 m1
Pdcdl  Proteina de muerte celular programada 1(PD-1) MmO00435532_m1
Ifng interferén-y (IFN-y) MmO00801778_m1
112 Interleucina-2 (I1L-2) MmO00434256_m1
Faslg  Tumor necrosis factor ligand superfamily member 6 (FasL) MmO00438864_m1
Fas Tumor necrosis factor receptor superfamily member 6 (Fas) Mm01204974 _m1

Tabla M-5. Secuencias de oligonucleétidos utilizadas para la cuantificacion de ARN

Gen Proteina Secuencias (5"- 3") Referencia

Ifng interferon-y FW: TGAAAGACAATCAGGCCATC Phoon R et al,
(IFN-y) R: TTGCTGTTGCTGAAGAAGGT 2008.(Phoon et al., 2008)

Tnf Factor de FW: CCCCAAAGGGATGAGAAGTT Wright CR et al,
necrosis tumoral R: GGTCTGGGCCATAGAACTGA 2015.(Wright et al., 2015)
(TNF)

111b Interleucina-1p~ FW: GCAGGCAGTATCACTCATTGTGG  Shi Y et al., 2020.(Shi et
(IL-1B) R: GAGTCACAGAGGATGGGCTCTTC al., 2020)

14 Interleucina-4 FW: TCAACCCCCAGCTAGTTGTC Phoon RK et al,
(IL-4) R: TGTTCTTCGTTGCTGTGAGG 2008.(Phoon et al., 2008)

116 Interleucina-6 FW: TTCCATCCAGTTGCCTTCTT Yang YH et al., 2004.(Y.
(IL-6) R: ATTTCCACGATTTCCCAGAG H. Yang et al., 2004)

1110 Interleucina-10  FW: ATTTGAATTCCCTGGGTGAGAAG  Yee CS et al., 2005.(Yee
(IL-10) R: CACAGGGGAGAAATCGATGACA et al., 2005)

l117a Interleucina- FW: ATCAGGACGCGCAAACATGA Kreymborg K et al,,
17A (IL-17A) R: TTGGACACGCTGAGCTTTGA 2007.(Kreymborg et al.,

2007)

FW: TTGAGGTGTCCAACTTCCAGCA
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1122 Interleucina-22  R: AGCCGGACGTCTGTGTTGTTA Kreymborg K et al,

(IL-22) 2007.(Kreymborg et al.,
2007)

Csf2 Factor FW: ACCACCTATGCGGATTTCAT Kim DH et al,
estimulante de R: TCATTACGCAGGCACAAAAG 2008.(Kim et al., 2008)
colonias de
granulocitos y
macréfagos
(GM-CSF/ CSF)

Thx21 Factores de FW: CCTGGACCCAACTGTCAACT Phoon RK et al,
transcripcion T- R: AACTGTGTTCCCGAGGTGTC 2008.(Phoon et al., 2008)
box (TBX21/T-
bet)

Rorc Receptor FW: GACAGGGAGCCAAGTTCTCAG Yang J & Xu L., 2010.(J.
Nuclear (ROR- R:TCGGTCAATGGGGCAGTTC Yang & Xu, 2016)

)

Gata3  Factor de FW: GAACCGCCCCTTATCAAG Kemp KL et al,
transcripcion R: CAGGATGTCCCTGCTCTCCTT 2010.(Kemp et al., 2010)
especifico  de
células T
(GATA-3)

Foxp3  Forkhead box FW: AGACCCCTGTGCTCCAAGTG Devaud C et al,
protein P3 R: CAGACTCCATTT-GCCAGCAG 2014.(Devaud et al.,
(FOXP3) 2014)

Ahr Receptor de FW:GGCTTTCAGCAGTCTGATGTC Qiu Jet al., 2012.(Qiu et
hidrocarburosde R: CATGAAAGAAGCGTTCTCTGG al., 2012)
arilos
(AhR)

Tgfbl Transforming FW: CCGAAGCGGACTACTAT Martin P et al,
growth factor B- R: GTAACGCCAGGAATT GT 2010.(Martin et al., 2010)
1 (TGF-p-1)

Gapdh  Gliceraldehido FW: AACTTTGGCATTGTGGAAGG Wu PC et al., 2015.(Wu
3-fosfato R: ACACATTGGGGGTAGGAACA et al., 2015)

deshidrogenasa
(GAPDH)
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Hprt Hipoxantina FW: TCCTCCTCAGACCGCTTTT Surette FA et al,
fosforribosil- R: CCTGGTTCATCATCGCTAATC 2021.(Surette et al., 2021)
transferasa
(HPRT)

4.2 Analisis de citocinas por ELISA

La determinacién de citocinas (IL-2, IFN-y) presentes en los sobrenadantes del
cultivo celular, se hizo por ELISA, empleando los kits de BD Bioscience OptEIA (IFNy
ref. 555142, 1L-2 ref. 555148), en placas de 96 pocillos (Maxisorp Nunc-Immunoplate,
ref. 439454) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

5. Modelo murino de hipersensibilidad retardada inducida por Ovoalbumina

Los ratones OT-11 Cd6™ y OT-II Cd6*"* se inmunizaron mediante una inyeccion
intradérmica (i.d.) de 100 pg de OVA (EndoGrade®, ref. #300028) diluida en 200 pL de
solucién salina estéril (0,9%) y libre de pirégenos (suero fisioldgico Braun, ref. 354-
5180), se inyecto en la zona abdominal sin adyuvantes y la piel sin afeitar (Figura M-4).
Debido a que los ratones de fondo C57BL/6 tienen una respuesta DTH a OVA
comparativamente reducida a la de otras cepas murinas, se realizaron 2 inmunizaciones
i.d. de 100 pg en 2 dias consecutivos. Al 4° dia se inyectaron ambas orejas con 10 ul via
i.d. con OVA (5 ug) en solucién salina (grupo sensibilizado a OVA) bajo anestesia con
isoflurano (1.5-2.5 %, Abbott Laboratories). Los ratones de los grupos control se
“inmunizaron” de manera idéntica con 200 pL del diluyente y se desafiaron las orejas con
10 pL via i.d. con OVA (5 pg) (control PBS-OVA) o solucidn salina (PBS-PBS). Se
controld el peso de los ratones durante el tratamiento y el grosor de las orejas con un
micrémetro (Neoteck Company, China) antes y 24 h después del desafio. El aumento del
grosor de la oreja se expres6 como media = SEM (en mm). La inflamacion de las orejas
también se midi6 después de la exposicion mediante el andlisis de las diferencias de peso
(en mg) entre los discos de 4 mm obtenidos de las orejas del grupo control y grupo
sensibilizado a OVA. En el dia del sacrificio de los ratones, se aislaron bazo, orejas y
ganglios linfaticos drenantes locorregionales. Parte de las orejas y ganglios se

sumergieron en formol durante 24 h y luego se incluyeron en parafina. El tejido restante
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se usO para analizar la expresion diferencial de ARNm de citocinas. El bazo se utilizd

para analisis por citometria de flujo.

Grupo OVA-OVA 6%
A ) S » o B
MR AR AR R
Q?Y 22
Dia 0 1 5 6

OVA OVA OVA Medidas y
(100pg) (100pg) (Spg) sacrificio

Grupo Control ’
S 6

PBS PBS OVA Medidas y
(5ng) sacrificio

Figura M-4. Esquema del modelo murino de hipersensibilidad retardada inducida con Ovoalbumina, en ratones
OT-11 Cd6™ y OT-11 Cd6*"*. (A) Esquema del modelo de hipersensibilidad retardada inducida con OvoalbGmina en el
grupo sensibilizado con OVA (OVA-OVA) y control. (B) Se muestran unas iméagenes representativas del

procedimiento.

6. Analisis histoldgicos y tincion inmunohistoquimica (IHC)

Las orejas y ganglios linfaticos drenantes locorregionales se extirparon
inmediatamente después del sacrificio y se almacenaron durante la noche en una solucion
con PFA (4%) a TA. Al dia siguiente, las muestras se lavaron en PBS durante 3 h, luego
se deshidrataron en etanol graduado (70%, 90% y 100%) se permearon en xileno y se
incluyeron en parafina (Merck, ref. 107150). Luego, las muestras se cortaron en secciones
de 5 um de espesor (Microtomo Leica HistoCore MULTICUT) y se tifieron con
hematoxilina (Sigma-Aldrich, ref. MHS16) y eosina (Sigma-Aldrich, ref. HT110116).
Para la tincion de IHC, se utilizé un kit de deteccion de HRP/DAB de Abcam (Abcam,
ref. ab64261) y se continu6 segun indicaciones del fabricante. Brevemente, los cortes de
tejidos de 5 um de espesor se desparafinaron en xileno y luego se rehidrataron en una
serie de graduaciones decrecientes de alcohol etilico (100 %, 100 %, 95 %, 70 % y 50
%). A continuacion, los cortes se sumergieron en una solucion de tampén citrato (pH 6),
y se calentaron a 121 °C en autoclave durante 10 min para la recuperacion antigénica.
Luego, fueron lavados en solucion tamponada TBST conteniendo Tris 50 mM y Tween
20 (0,025 % v/v). Seguidamente, los cortes se incubaron en solucion de perdxido de

hidrogeno durante 10 min para bloquear la actividad endogena de peroxidasa, seguido de
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una solucién de bloqueo de proteinas durante 30 min a TA, con la intencidn de bloquear
sitios de union inespecificos. Después, se afiadieron los anticuerpos primarios contra IL-
22 (1:500; Invitrogen, ref. PA121358) e IFN-y (1:500; Thermo Scientific, ref.
PA595560), durante toda la noche a 4°C, en cdmara humeda. Posteriormente, los cortes
fueron lavados en solucion TBST e incubados durante 30 min con un anticuerpo
policlonal de cabra biotinado. En seguida se afiadié estreptavidina-peroxidasa (SAv-PO)
durante 10 min siguiendo las instrucciones del fabricante (Abcam). Finalmente, se
incubaron durante 3 min con cromogeno 3,3'-diaminutosobencidina (DAB) y su sustrato
para revelar la reaccion. La tincion positiva dio como resultado un producto de reaccion
marrén. Los tejidos se contrastaron con hematoxilina antes de montarlos con medio DPX
(Sigma-Aldrich, ref. 1005790500). Los controles negativos se trataron como antes, pero
omitiendo el primer anticuerpo. Todas las muestras fueron observadas con el microscopio
Olympus BX41 y Camara Olympus XC50 a 20, 40 y 60x. Las imagenes digitales fueron
analizadas con el software Image J (NIH Image, Bethesda, MD, USA).

7. Expresion de variantes de CD5 y CD6 en células Daudi y analisis del
transcriptoma.

Mediante técnicas de expresion lentiviral se transdujeron y seleccionaron células
Daudi (una linea celular B derivada de un linfoma de Burkitt CD5"% y CD6"?) para que
expresen establemente CD6, asi como las variantes Ala471 y Val471 de CD5 o una
proteina fluorescente verde de control (ZsGreen). Para ello, se sintetizo la version con
codones optimizados de ADNc completo de CD6 humano (Proteogenix, Schiltigheim,
France) y de las variantes Ala471 y Val471 de CD5 (GenScript, Leiden, Paises Bajos)
para su posterior clonacion (como fragmentos EcoRI y Xbal) en el vector lentiviral de
segunda generacion pLV X-puro.

A continuacion, se generaron particulas lentivirales completas mediante la
cotransfeccidn con el kit Lipofectamine2000 (Thermo Fisher Scientific) de la linea celular
empaquetadora HEK293T con dichos vectores pLVX-Puro y los plasmidos de
empaquetamiento pPCMV-VSV-G y psPAX. Después de 3 dias en cultivo con medio
DMEM (Gibco) conteniendo FBS (10 %; Sigma-Aldrich), penicilina (100 Ul/mL;
Laboratorios ERN) y estreptomicina (100 pug/mL Laboratorios Normon), se recogieron

los sobrenadantes ricos en particulas lentivirales y se purificaron por centrifugacion y
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filtracion (0.45 pm). Para la transduccion lentiviral, las células Daudi se incubaron
durante 48 h con particulas lentivirales que codificaban para CD6 o para las variantes
Ala471 o Val471 de CD5 en presencia de polibreno (Merck Millipore).

Las células transducidas se seleccionaron en presencia de medio de cultivo RPMI
completo que contenia puromicina (1 pg/uL; Gibco). Mediante el marcaje con AcMo
anti-CD6 FITC humano (M-T605, BD Biosciences) o anti-CD5 PerCP-Cy5.5 humano
(clon 53- 7.3, BioLegend), segun corresponda, se seleccionaron por cell sorting en un BD
FACSAria células Daudi con una expresion elevada y estable de CD5 o CD6. Se
determind la expresion de marcadores de activacion mediante citometria de flujo en
estado basal o en condiciones de estimulacion y se extrajo ARN para su analisis por
secuenciacion masiva paralela (RNA-seq), con el Kit RNeasy Mini (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En el caso de las lineas Daudi que expresan las variantes de
CD5, las librerias para la secuenciacion se prepararon con NEBNext rRNA Depletion Kit
and the NEBNext Ultra Il Directional RNA Library Prep Kit for lllumina (New England
BioLabs) para la secuenciacion en una plataforma MiSeq (lllumina). El procesamiento de
las muestras para la preparacion de las librerias y la secuenciacion se llevo a cabo en el
Centro Nacional de Analisis Gendmico (CNAG-CRG) y el anélisis de los datos se realizd
con el apoyo del equipo de Gendmica Funcional del CNAG-CRG. Las lecturas de RNA-
seq se mapearon contra el genoma humano de referencia y el vector CD5
(GRCh38*vector CD5) utilizando STAR/2.7. 8% (Dobin et al., 2013) con parametros de
ENCODE. La cuantificacion de genes se realizé con RSEM/1.3.0 8(B. Li & Dewey, 2011)
con parametros por defecto y anotacion de genes (gencode38). La normalizacion y
analisis de expresion diferencial se realizé con limma/3.34.9 con la transformacion 'voom'
(Law et al., 2014). El anélisis de enriquecimiento de conjuntos de genes se realiz6 con

GSEA software (http://software.broadinstitute.org/gsea/) y la visualizacion e

interpretacion con Cytoscape (http://www.cytoscape.org/) (EnrichmentMap vy
AutoAnnotate).

Finalmente, para las lineas Daudi que expresan el receptor CD6, el procesamiento
de las muestras para la preparacion de las librerias y la secuenciacion, asi como el analisis
de los datos se llevd a cabo con el apoyo del grupo de investigacion de Immunology and
Lymphomagenesis del Hospital universitario de Essen, Alemania. Las librerias para la

secuenciacion se prepararon con NUGEN Trio RNA-seq System (NUGEN, Redwood City,
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California). Las muestras se dividieron en partes iguales y se procesaron en pasos de
secuenciacion independientes para permitir la correccion de los efectos del lote. La
secuenciacion se llevé a cabo con secuenciacion de extremo emparejado y de una longitud
de 2 x 100 pb. Las secuencias se alinearon con HiSAT2 version 2.1.0. al genoma humano
hg38 y se analizaron con DESeq2. El analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes

se realizo con la herramienta GSEA software (http://software.broadinstitute.org/gsea/) y

la visualizacion e interpretacion con Cytoscape (http://www.cytoscape.org/)

(EnrichmentMap y AutoAnnotate).

8. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en este trabajo se hizo con el
software GraphPad PRISM version 7.03 (2017, USA). Para comparar dos grupos
independientes se usé la prueba estadistica de T-student bilateral (paramétrico). Para
distribuciones no gaussianas (no normales) se uso la prueba de Mann-Whitney. Para
comparar tres 0 mas grupos independientes se usé el Andlisis de la Varianza (ANOVA).
Tanto para un anélisis como para otro, el valor de probabilidad (p) se representa con
*p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001 y, en los gréficos que representan resultados
provenientes de células humanas se muestra la desviacion estandar de los valores (SD) y

en el caso de modelos murinos se representa el error estandar de la media (SEM).
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IV. RESULTADOS






1. Generacion y caracterizacion fenotipica de la linea de ratones OT-11 Cd6™"

Para estudiar la relevancia fisioldgica de CD6 y sus interacciones moleculares en
la funcion de las células T, se generd una linea de ratones transgénicos OT-I1 deficientes
de CD6 (OT-11 Cd6™) (ver apartado 1 de la seccion de Material y Métodos). Los ratones
transgénicos OT-Il expresan un receptor TCRaf especifico para un péptido de la
ovoalbumina de pollo en el contexto de moléculas MHC de clase Il. Esto da como
resultado células T CD4" que reconocen péptidos OV Az23-339 cuando son presentados por
la molécula MHC de clase 11 I-A° (Kikuchi et al., 2006). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a celularidad (tanto en nimeros absolutos como
de porcentaje relativo) en bazo y ganglios linfaticos (LN, del inglés lymph node) entre los
ratones OT-II Cd6™ y sus hermanos OT-11 Cd6*"*, indicando que la ausencia de CD6 no
produce defectos relevantes a nivel de la celularidad de los 6rganos linfoides secundarios
(Figura R-1).

. ] - (n=
L5105 OT-11 Cd6™ (n=10) 6106

o OT-lI Cd6™* (n=10)

= . 6x10° o
% 1x10%4 o
L ] . a

% % E 4x10°4 i
=
- ) 0
£ 5x1074 . %— . :.% g
s <1054 b
4 .® oo o

[ — ——E— 0 T T

Bazo LN

Figura R-1. Analisis de la celularidad total en bazo y ganglios linfaticos de ratones OT-11 Cd6” y OT-11 Cd6*"*.
Numero total de células del bazo (A) y ganglios linfaticos (LN) (B) de ratones OT-II Cd6** y OT-1l Cd6” en estado
basal. Se muestran los resultados (media £ SEM) de un experimento representativo (n=10) de 3 independientes

realizados (test T de Student).

Dada la asociacion fisica reportada entre CD6 y el complejo TCR/CD3 (Gimferrer
et al., 2004) y las moléculas accesorias que lo acompafian, se determino si la ausencia de
CD6 afectaba la expresion de membrana de estos receptores. El analisis de células T de
ganglios linfaticos y bazo demostro una expresion similar de los receptores CD3, CD4 y
CD8 en ambos grupos de ratones OT-1I Cd6” y OT-11 Cd6** (Figura R-2A). El estudio
fenotipico de las principales poblaciones linfocitarias tampoco objetivé diferencias

significativas tanto en bazo como en ganglios linfaticos en cuanto a la frecuencia de



linfocitos B (CD19%) y linfocitos T (CD3") entre ratones OT-1I Cd6™ y OT-II Cd6**
(Figura R-2B). El nimero de linfocitos T CD4" fue similar en ambos grupos de ratones,

mientras tanto el porcentaje como el nimero absoluto de linfocitos T CD8" estaba

aumentado en bazo de ratones OT-II Cd6™ (Figura R-2B).
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Figura R-2. Andlisis de las principales poblaciones linfocitarias periféricas de ratones OT-11 Cd6**y OT-11 Cd6
", (A) Histogramas representativos de la expresion de CD3, CD4 y CD8 en esplenocitos de ratones OT-I1 Cd6*/* (rosa)
y OT-II Cd6” (gris). (B) Porcentaje (arriba) y nimero total de células (abajo) CD19*, CD3*, CD4* y CD8* en bazo
(izquierda) y ganglios linfaticos (derecha). Se muestran los resultados (media + SEM) de la sumatoria (n=10) de 2

experimentos independientes realizados. **, p<0.01, ***, p<0.001 (test T de Student).

De manera similar, las poblaciones de células NK y NKT del bazo estaban

aumentadas significativamente en el grupo de ratones OT-1l Cd6™ (Figura R-3)
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Figura R-3. Analisis de las poblaciones linfocitarias NK y NKT de ratones OT-Il1 Cd6” y OT-1l1 Cd6**. (A)
Estrategia de seleccion de la poblacion de células y porcentaje de células NKT (Nk1.1* CD3*) y NK (Nk1.1* CD3).
(B) Porcentaje (izquierda) y nimero total de células (derecha) NKT (arriba) y NK (abajo) en bazo y ganglios linfaticos.
Se muestran los resultados (media + SEM) de la sumatoria (n=10) de 2 experimentos independientes realizados. *,
p<0.05 (test T de Student).

El anlisis de poblaciones T naive (Tnaive, CD44"°% CD62L"9"), asi como memoria
central (Tcm, CD44M" CD62L"9") y memoria efectora (Tem, CD44M" CD62L'"Y)
objetivo un incremento estadisticamente significativo del namero total de células Tem y
Tnaive tanto CD4* como CD8* en bazo de ratones OT-11 Cd6™, pero no asi de Tem (Figura
R-4). En ganglios linfaticos, se observé una disminucion significativa de la frecuencia de
células Tcm CD4* en ratones OT-11 Cd6™ (Figura R-4). Por su parte, el analisis de células

Treg (CD4™ CD25" FoxP3") mostré un aumento de su porcentaje tanto en bazo como en



ganglios linfaticos de ratones OT-1l1 Cd6™, sin que se observaran diferencias en cuanto a

su expresion de CD69 (Figura R-5).
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Figura R-4. Analisis de poblaciones linfocitarias T naive y memoria en ratones OT-1l1 Cd6” y OT-1l Cd6**en

estado basal. (A) Zebra plot representativos de la estrategia de analisis de subpoblaciones de linfocitos T CD4*y T
CD8 *provenientes de bazo de ratones OT-11 Cd6**y OT-11 Cd6”-tefiidos con anti-CD62L y anti-CD44. (B) Porcentaje
(izquierda) y nimero total de células (derecha) CD8* Tcm, CD4* Tem, CD8* Temy CD4* Temen bazo (arriba) y ganglios
linfaticos (abajo). Se muestran los resultados (media + SEM) de la sumatoria (n=10) de 2 experimentos independientes

realizados. *, p<0.05, **, p<0.01, ***, p<0.001 (test T de Student).
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Figura R-5. Andlisis de células Treg OT-11 Cd6™ y OT-Il1 Cd6**. (A) Estrategia de seleccion de la poblacion de
células Treg en bazo y ganglios linfaticos (LN). (B) Porcentaje y nimero total de células Treg (CD4*CD25*FoxP3*)
dentro de la subpoblacion CD4* ® bazo y ganglios linfaticos (LN). (C) Canal medio de intensidad de fluorescencia
(MFI) de la expresion de CD69* en células Treg de bazo y ganglios linfaticos. Se muestran los resultados (media + SEM)

de la sumatoria (n=10) de 2 experimentos independientes realizados. ***, p<0.001 (test T de Student).

En conclusion, el anélisis inmunofenotipico de los ratones OT-1I Cd6™" revela
hallazgos similares a los previamente reportados por nuestro grupo en ratones Cd6™ en
fondo C57BL7/6 (Orta-Mascard et al., 2016) que incluian un aumento significativo de
ciertas poblaciones linfocitarias T minoritarias con fenotipo efector/memoria (CD8  Tcwm,
CD4"Tem) y regulador (Treg, CD4*CD25"FoxP3*), cuya generacion requiere condiciones



de elevada avidez del TCR y/o de co-estimulacion. Estos cambios serian compatibles con
una funcion de CD6 como regulador negativo de las sefiales generadas por el complejo
TCR/CD3. Por otro lado, la ausencia de diferencias inmunofenotipicas significativas
entre los ratones Cd6” y OT-Il Cd6” validaria el uso de éstos Gltimos para los estudios

objetivo de la presente Tesis.

2. Andlisis de la activacion in vitro antigeno-especifica de esplenocitos OT-11 Cd6-
y OT-11 Cd6*'*,

Con el objetivo de analizar las consecuencias de la deficiencia de CD6 en la
activacion antigeno-especifica de células T CD4", se cultivaron esplenocitos totales de
ratones OT-II Cd6” y OT-II Cd6** durante 24 h en presencia de diferentes
concentraciones de péptido OVAs23.339 (1, 5y 10 pg/mL) y de AcMo anti-CD3g 145-
2C11 soluble (0.5y 1 pg/mL) como control positivo. Como control negativo se utilizo el
péptido OV Azs7-264 que es reconocido en el contexto de MHC de clase | por linfocitos T
CD8* (citotdxicos). Posteriormente se monitorizé por citometria de flujo la expresion en
membrana de los marcadores de activacion linfocitaria temprana (CD69 y CD25). Como
puede observarse en la Figura R-6, las células T CD4* OT-Il Cd6” mostraron una
expresion significativamente mayor (medido como porcentaje de células positivas y/o
canal medio de intensidad de fluorescencia; MFI) de los marcadores de activacién CD25
(Figura R-6 A) y CD69 (Figura R-6 B), compatible con una regulacién negativa de
fendmenos tempranos de activacion linfocitaria por parte de CD6 en los linfocitos T
CD4".
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Figura R-6. Anélisis de marcadores de activacion temprana post estimulacién antigeno-especifica de
esplenocitos OT-11 Cd6™ y OT-11 Cd6**. Esplenocitos de ratones OT-11 Cd6” y OT-II Cd6** fueron estimulados
durante 24 h con un anti-CD3eb (0.1y 0.5 pg/mL) y el péptido OV Asz3-339 (1-10 ug/mL). (A-B) Se muestra el porcentaje
de células positivas (izquierda) y la intensidad media de fluorescencia (MFI; derecha) para los marcadores CD25* y
CD69* en esplenocitos OT-I1 Cd6” y OT-Il Cd6*'*. El control representa a los valores basales de células de ratones
OT-11 Cd6” y OT-11 Cd6*'* tratados con OV Azs7-264 (10 pg/mL). Se muestra la media = SEM de un experimento (n=4-

8) representativo de 5 independientes realizados. * p<0.05; ** p< 0.01; *** p<0.001 (test T de Student (A) y test de
Mann-Whitney (B)).

Con el fin de estudiar la respuesta linfoproliferativa antigeno-especifica de células
T CD4" deficientes para CD®6, se cultivaron durante 72-96 h esplenocitos de ratones OT-
Il Cd6™ y OT-II Cd6** marcados con CFSE y en presencia de OVAsz3-339 (1, 5y 10
ug/mL) o AcMo anti-CD3¢ soluble (0.1 y 0.5 pug/mL) como control positivo. Como
control negativo se utilizo el péptido OVA2s7264 (10 pg/mL). Posteriormente se
monitorizd por citometria de flujo el nimero de células CFSE"9"y CFSE'™". Tal y como
se observa en la Figura R-7 By C, los cultivos de esplenocitos OT-11 Cd6™ presentaron
un porcentaje significativamente mayor de células T CD4* CFSE'" (proliferantes) que
los OT-II Cd6*"* tras 72 h de estimulacion con péptido de OV Aszs-330 y manteniéndose la
tendencia a las 96 h de activacion. Estos datos apoyarian una respuesta proliferativa

antigeno-especifica aumentada de las células T CD4" deficientes de CD6, de forma



analoga a lo previamente reportado en ratones Cd6”- con AcMos anti-CD3 (Orta-Mascard
etal., 2016).
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Figura R-7. Andlisis de la respuesta proliferativa antigeno-especifica de esplenocitos de ratones OT-1l Cd6™ y
OT-11 Cd6**. (A) Histograma representativo de la seleccion de células proliferantes en la subpoblacion CFSE'¥ dentro
de las células T CD4* de bazo de ratones OT-11 Cd6*/* (rosa) y OT-11 Cd67 (gris). La linea de puntos representa las
células sin estimular. (B) Esplenocitos OT-11 Cd6**y OT-11 Cd6” estimulados durante 72 0 96 h con AcMo anti-CD3e
(0.5 pg/mL) y el péptido OVAsz23339 (1 y 5 pg/mL). El control representa los valores de esplenocitos OT-11 Cd6™ y
OT-11 Cd6*"* tratados con OV Azs7-264 (10 ug/mL). Se representa el porcentaje de células CFSE'™" (proliferantes). (C)
Analisis por citometria de flujo del porcentaje células T CD4* proliferantes (CFSE'™") a 48, 72 y 96 h post estimulacion
con AcMo anti-CD3¢ (0.5 pg/mL) o péptido OV Aszs-339 (1 y 5 pg/mL). Se muestran los resultados (media + SEM) de

un experimento (n=4-5) representativo de 5 independientes realizados. *, p<0.05; **, p< 0.01 (test T de Student (B) y
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias (C)).



Para analizar con mas detalle la respuesta proliferativa se utilizé la herramienta
“proliferation modeling” de FlowJo. No se observaron diferencias entre los grupos de
estudio, en cuanto al nimero de divisiones o generaciones o al nimero de células T CD4*
presentes en cada division obtenidas a partir de la cinética de proliferacion (Figura R-8
B). El indice de division es el nimero medio de divisiones celulares que ha sufrido una
célula de la poblacion original. Este es un promedio incluso para las células que nunca se
dividieron (es decir, incluye el pico no dividido). Por otro lado, el porcentaje de células
en division define la fraccion de la poblacion original que se dividio al menos una vez
durante el periodo de cultivo. El calculo del indice de division y del porcentaje de células
divididas permitio objetivar un aumento de estos parametros en el caso de los esplenocitos
OT-1l Cd6™ (Figura R-8 C-E). Estos resultados apoyarian un papel para CD6 en la

regulacién negativa de las respuestas proliferativas.
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Figura R-8. Analisis de ciclos de proliferacion antigeno-especifica de esplenocitos OT-I1 Cd6™ y OT-11 Cd6**,
(A) Histograma representativo del analisis de ciclos de células T CD4* de esplenocitos marcados con CFSE, realizado
con la herramienta “proliferation modeling” de FlowJo. (B) Se representa el porcentaje de células T CD4* en funcion
del nimero de divisiones de esplenocitos marcados con CFSE y cultivados durante 96 h con péptido OV As23-339 (10
pg/mL). (C-E) Se representan el indice de division, el porcentaje de células divididas y el porcentaje de células vivas
de células T CD4* OT-II Cd6” y OT-Il Cd6**, realizado con la herramienta “proliferation modeling” de FlowJo. Se
muestran los resultados (media + SEM) de un experimento representativo de 5 independientes realizados (n=7-8). *,
p<0.05 (test T de Student (C-E) y analisis de varianza (ANOVA) de dos vias (B)).



El analisis de los marcadores Anexina V'y 7AAD en esplenocitos OT-Il Cd6™ y
OT-1l Cd6** cultivados 24, 48 y 72 h, con AcMo anti-CD3g (0.5 pg/mL) soluble o
péptido OVA=23.339 (1 Yy 5 pg/mL) evidencid una ausencia de diferencias entre ambos
grupos de esplenocitos tanto tras la estimulacion antigeno-especifica como la
estimulacion inespecifica policlonal con anti-CD3 (Figura R-9). Estos datos indicarian
que el aumento de activacion linfocitaria observado en ausencia de CD6 no conlleva una

mayor apoptosis inducida por activacion (AICD).
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Figura R-9. Analisis de apoptosis post estimulacion antigeno-especifica de esplenocitos OT-11 Cd6™ y OT-1I
Cd6**. Esplenocitos de ratones OT-Il Cd6” y OT-1I Cd6** se cultivaron 24, 48 y 72 h con AcMo anti-CD3¢ (0.5
pg/mL) o péptido OVAs23-339 (1 0 5 pg/mL). (A) Estrategia de seleccion de la poblacion de células Anexina V* 7AAD"
y células Anexina V* 7AAD™ dentro de la poblacion T CD4*. (B) Porcentaje de células T CD4* apoptéticas (Anexina
V*7AAD"). (C) Porcentaje de células en apoptosis tardia y necrosis (Anexina V* 7AAD*). Se muestran los resultados



(media = SEM) de un experimento (n=3) representativo de 5 independientes realizados (Analisis de varianza (ANOVA)

de dos vias).

Un estudio similar realizado con ratones Cd6” en fondo DBA-1 demostrd
previamente que las células T CD4" exhibian una menor proliferacion acompariada de
mayor apoptosis que las células T CD4* Cd6*"* (Y. Li et al., 2017). Para corroborar estos
resultados con nuestro modelo de raton transgénico OT-I1 Cd6™", se aislaron células T
CD4* por separacion magnética y se cultivaron durante 12, 24, 48 y 72 h, en placas
recubiertas con AcMo anti-CD3e¢ (5 pg/mL) en presencia o ausencia de AcMo anti-CD28
soluble (1 pg/mL). A pesar de la utilizacion de este sistema de estimulacion méas potente
tampoco se observaron diferencias a nivel de apoptosis entre los grupos experimentales
(Figura R-10). Este dato indicaria que, en ausencia de la funcion moduladora negativa
de CD6, los ratones C57BL/6 serian menos susceptibles a fendomenos de AICD que los
DBA/1.
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Figura R-10. Analisis de apoptosis post estimulacion antigeno-especifica de células T CD4* de ratones OT-I1
Cd6 y OT-11 Cd6*"*. Células T CD4 aisladas por separacion magnética de bazos de ratones OT-11 Cd6” y OT-II
Cd6** se cultivaron a 12, 24, 48 y 72 h, en placas recubiertas con AcMo anti-CD3¢ (5 pg/mL) en presencia o ausencia
de AcMo anti-CD28 soluble (1 pg/mL). (A) Estrategia de seleccién de la poblacion de células apoptéticas (Anexina
V*) y células en apoptosis tardia y necrosis (7AAD*) dentro de la poblacion T CD4*. (B) Porcentaje de células
apoptéticas (Anexina V*). (C) Porcentaje de células en apoptosis tardia y necrosis (7AAD*). Se muestran (n=6) los
resultados (media £ SEM) de un Unico experimento realizado. ***, p< 0.001 (andlisis de varianza (ANOVA) de dos

vias).

Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que tanto Gal-1 como Gal-3,
interaccionan con CD6 e interfieren en los fendmenos de adhesion celular mediados por
la pareja ligando-receptor (CD6-CD166/ALCAM) (Escoda-Ferran et al., 2014).

Asimismo, también han demostrado que la integridad de su region intracitoplasmatica de



CD6 es necesaria para la induccion de apoptosis mediada por galectinas en células T
activadas. En base a ello, se activaron esplenocitos de ratones OT-11 Cd6™ y OT-Il Cd6*"*
durante 96 h con AcMo anti-CD3¢ (1 ug/mL) fijado a placa y AcMo anti-CD28 soluble
(5 pg/mL) y a continuacién se indujo su apoptosis mediante la adicion de las proteinas
de fusion GST-Gal 1, GST-Gal 3 o de proteina GST control durante 30 min (Figura R-
11). La monitorizacion de los niveles de células apoptéticas (Anexina V* 7AAD") exhibio
una menor induccion de apoptosis inducida por Gall (pero no por Gal 3) en esplenocitos
OT-1l Cd6™. Estos resultados confirmarian la mayor susceptibilidad de células T OT-II
Cd6™ a la apoptosis inducida por Gal 1, cosa que no sucederia con la AICD inducida via
CD3 solo o combinado con CD28.

. OT-11 Cd6"™ (n=5)
I OT-1I Cd6™™ (n=5)
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Figura R-11. Andlisis de la apoptosis inducida por galectinas en células T CD4* activadas procedentes de bazos
de ratones OT-Il Cd6” y OT-11 Cd6**. Esplenocitos de ratones OT-11 Cd6” y OT-11 Cd6** se activaron 96 h con
AcMo anti-CD3¢ (1 pg/mL) en fase sélida y anti-CD28 soluble (5 pg/mL) y luego incubados durante 30 min con GST,
GST-Gal 1 0 GST-Gal 3 (50 pg/mL cada una). El porcentaje de células apoptéticas (Anexina V*) se determiné en la
poblacion CD4* B220" mediante citometria de flujo. Se muestran los resultados (media + SEM) de un Unico

experimento realizado (n=5). *, p<0.05 (test T de Student.).

Para analizar posibles diferencias a nivel de la induccion de marcadores de AICD
se cuantifico por qPCR la expresion relativa de ARNm especifico de PD-1 (Pdcdl), PD-
L1 (cd274), Fas (fas) y ligando de Fas (faslg) en esplenocitos de ratones OT-II Cd6”" y
OT-1l Cd6** estimulados durante 24 h con AcMo anti-CD3e o péptido OV Aszz3.339 (5
pug/mL). Dichas moléculas se encuentran ampliamente expresadas y ejercen una gran
variedad de funciones moduladoras de la activacion de células T, asi como en el
mantenimiento de la tolerancia periférica (Arasanz et al., 2017). Tal y como se ilustra en
la Figura R-12 Ay B, se observé un aumento de la expresion relativa de ARNm de PD-

L1, Fasy FasL pero no de PD-1 en los esplenocitos de ratones OT-11 Cd6™ estimulados



de forma antigeno (OVAszs-339)-especifica con respecto a los OT-II Cd6** (Figura R-12
C y D). Resultados similares se observaron después de la activacion inespecifica
policlonal con AcMo anti-CD3. Estos datos indicarian que la estimulacién especifica de
linfocitos T OT-Il Cd6” induciria una mayor expresion de marcadores de activacion no
solo temprana (CD69 y CD25) sino también tardia (Fas y FasL) relacionados con

fendmenos de AICD, a pesar de no traducirse en una mayor apoptosis.
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Figura R-12. Analisis por gPCR de la expresion de marcadores de AICD post estimulacion antigeno-especifica
de esplenocitos de ratones OT-11 Cd6” y OT-11 Cd6**. Esplenocitos de ratones OT-Il Cd6” y OT-Il Cd6** se
cultivaron 24 h con AcMo anti-CD3¢ (0,5 pg/mL) o péptido OV Aszs-339 (5 pg/mL). Seguidamente se extrajo el ARN
para su posterior retrotranscripcion y analisis por PCR cuantitativa a tiempo real de los niveles relativos de ARNm de
PD-L1 (A), PD-1 (B), Fas (C) y FasL (D). Se muestran los resultados (media + SEM) de un Gnico experimento realizado
(n=8). *, p<0.05; **, p< 0.01; **** p<0.0001 (test T de Student).

A continuacién, se evalu6 la influencia de la expresion de CD6 sobre otras
respuestas funcionales linfocitarias, como son la produccion de citocinas Thl IL-2 e IFN-
y. Para ello, se analizaron por ELISA los niveles de las citocinas IFN-y y IL-2 en los
sobrenadantes de cultivos de esplenocitos OT-II Cd6” y OT-II Cd6*"* estimulados
durante 24 h con AcMo anti-CD3¢ (0.5 pg/mL) o péptido OV Az23.339 (5 pg/mL). Tal y

como ilustra la Figura R-13 A-B, se observaron niveles mayores tanto de IL-2 como de



IFN-y en los cultivos de esplenocitos OT-11 Cd6”" con respecto a los de OT-11 Cd6*.
Dicha observacion podria deberse a un aumento de sintesis/liberacion o a un consumo
disminuido de las mismas. Esto ultimo se descarté dada la mayor proliferacion observada
en células OT-11 Cd6™ y por la constatacion mediante técnicas de RT-gPCR de niveles
relativos superiores de ARNm tanto de IL-2 como de IFN-y en esplenocitos OT-11 Cd6™-
estimulados (Figura R-13 C-D).
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Figura R-13. Andlisis de la expresion de IL-2 e INF-y post estimulaciéon antigeno-especifica de esplenocitos OT-
11 Cd6” y OT-11 Cd6*"*. Esplenocitos de ratones OT-11 Cd6”- y OT-11 Cd6*"* fueron estimulados durante 24 h con
AcMo anti-CD3g (0,5 pg/mL) o péptido OV As23-339 (5 pg/mL). (A, B) Niveles de IL-2 e IFN-y determinados por ELISA
en sobrenadantes de cultivo. Se muestran los resultados (media £ SEM) de un experimento representativo (n=8) de 4
realizados. (C, D) Niveles relativos de ARNm de IL-2 e IFN-y determinados por PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR).
Se muestran los resultados (media £ SEM) de un experimento representativo (n=7-8) de 2 realizados. *, p<0.05; **,
p<0.01 (test T de Student (C) y test de Mann-Whitney (A, B, D)).

3. Estudio de la funcion inmunomoduladora in vivo de CD6 en el modelo de
hipersensibilidad retardada (DTH) inducida por ovoalbumina

Como un enfoque alternativo para validar in vivo la funcién inmunomoduladora
de CD6 en la respuesta antigeno-especifica de células T CD4", se analiz6 la respuesta de
ratones OT-Il Cd6” y OT-Il Cd6"* en un modelo previamente descrito de



hipersensibilidad retardada (o DTH por Delayed-Type Hipersensitivity) inducido por
OVA (Nazimek et al., 2020). Como es ya sabido, todas las células T CD4" de estos ratones
expresan un TCR transgénico que reconoce OVA en el contexto de MHC clase Il. Para
la induccion del modelo se sensibilizé primero a los ratones OT-11 Cd6™ y OT-II Cd6**
mediante la administracion intradérmica (i.d.) de OVA (100 ug) sin adyuvante s en la
zona abdominal durante 2 dias consecutivos. En el 4° dia, se les administrd el mismo
antigeno (OVA, 5 pg) por via i.d. en ambas orejas y se analiz6 su reaccion trascurridas
las 24 h desde la re-estimulacion. Se realizo un seguimiento del peso desde el inicio de la
sensibilizacion sin observarse diferencias entre los grupos (Figura R-14 A). A las 24 h
de la reexposicion al antigeno, se observdé un aumento del grosor de las orejas
significativamente mayor en los ratones OT-11 Cd6™ que en el grupo control OT-11 Cd6*"*
(Figura R-14 B y C). La inflamacién de las orejas también se midio despues de la
exposicion mediante el analisis de las diferencias de peso (en mg) entre los discos de 4

mm obtenidos de las orejas del grupo control y sensibilizado a OVA (Figura R-14 D).
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Figura R-14. Andlisis del modelo de DTH inducida por OVA en ratones OT-11 Cd6” vs. OT-Il Cd6*"*. Ratones
OT-1l Cd67 (n=11) y OT-1l Cd6*"* (n=10) fueron sensibilizados con OVA (100 g, i.d.) 2 dias consecutivos, en la
zona abdominal. Después de 4 dias, se re-estimularon mediante la inyeccion de las orejas con OVA (5 g, i.d.) (A)
Porcentaje de variacion del peso corporal, representado como el peso por dia/peso inicial (%) (analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias). (B) Grosor de las orejas expresado en milimetros (mm) a tiempo 0y 24 h después de la re-
estimulacion con OVA. (C) Aumento neto del grosor de las orejas ((grosor de la oreja a tiempo 24 h) — (grosor de la

oreja a tiempo 0 h)). (D) Diferencias de peso (en mg) entre los discos de 4 mm obtenidos de las orejas del grupo control



(PBS-PBS y PBS-OVA) y grupo sensibilizado con OVA (OVA-OVA). Se muestran los resultados (media + SEM) de

un experimento representativo de 3 independientes realizados. *, p<0.05; **, p< 0.01 (test T de Student).

El analisis histologico de las orejas por hematoxilina y eosina (H&E) permitio
observar mayor edema e infiltracion celular en los ratones sensibilizados y re-estimulados
(OVA-OVA) en comparacion con los controles (PBS-PBS y PBS-OVA) (Figura R-15
A). El recuento total de leucocitos polimorfonucleares y linfocitos mostré una tendencia
a la mayor infiltracion de las orejas de ratones OT-1I Cd6”" en comparacion con las de
OT-1l Cd6*"* (Figura R-15 B). En los controles (PBS-PBS y PBS-OVA) apenas se pudo

detectar infiltracion leucocitaria alguna (datos no mostrados).
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Figura R-15. Anlisis histoldgico del modelo de DTH inducida por OVA en ratones OT-11 Cd6” vs. OT-11 Cd6**.
(A) Imagen representativa de la tincion con H&E de un corte histologico (5 um) de orejas de ratones OT-11 Cd6™
(n=14) y OT-II Cd6**(n=8) a las 24 h después de la re-exposicion a OVA. (B) Recuento total de células (media +
SEM) en cortes histoldgicos de las orejas del grupo re-estimulado con OVA (incluye células polimorfonucleares y
linfocitos). Barra = 100 pm (200x). (test de T de Student).

Para caracterizar la respuesta inflamatoria local se extrajeron los ganglios
locorregionales 24 h después de la re-estimulacion con OVA vy se analizd los niveles

relativos de ARNm de diferentes citocinas y factores de transcripcion. Para ello se



normalizo la expresion de cada gen analizado (IFN-y, IL-17, IL-4, ROR-yt, T-bet y Gata-
3) con respecto a los valores de expresion de dos genes no inducibles, como son GADPH
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) y HPRT-1 (Hypoxanthine phosphoribosyl
transferase 1). El andlisis resultante de las ratios de expresion de citocinas y factores de
transcripcion Th1/Th17 (Ifng/1117, Tbx21/Rorc) y Th1l/Th2 (Ifng/l1l14, Thx21/Gata3)
mostré una induccion aumentada de la respuesta Thl en los ganglios locorregionales de

ratones OT-1I Cd6™ con respecto a los controles OT-II Cd6*"* (Figura R-16).
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Figura R-16. Analisis de la expresion de ARNm en ganglios locorregionales de ratones OT-11 Cd6” y OT-11
Cd6** post DTH inducida por OVA. El ARNm de ganglios locorregionales extraidos 24 h después de la re-exposicion
a OVA de ratones OT-11 Cd6™- (n=8) y OT-Il Cd6*"* (n=6), se retrotranscribio y analiz6 por PCR cuantitativa a tiempo
real. (A) Ratios de expresion de citocinas (izquierda) y factores de transcripcion (derecha) Th1/Th17 (Ifng/Il17 y
Tbx21/Rorc, respectivamente). (B) Ratios de expresion de citocinas (izquierda) y factores de transcripcion (derecha)
Th1/Th2 (Ifng/1114 y Thx21/Gata3). La expresion de cada citocina y factor de transcripcion se normalizé respecto a los
valores de expresion de GADPH y HPRT-1. Se muestran los resultados (media £ SEM) de un Unico experimento. *,

p<0.05; **, p< 0.01 (test T de Student).

El analisis inmunohistoquimico también mostré un aumento del porcentaje de
tejido tefiido de IFN-y e IL-22 en ganglios locorregionales de los ratones transgénicos

OT-11 Cd6™ en comparacion con los OT-II cd6** (Figura R-17).
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Figura R-17. Analisis inmunohistoquimico de ganglios locoregionales de ratones OT-I1 Cd6y OT-Il Cd6*"* post
DTH inducida por OVA. (A, C) Imagen representativa de tincion inmunohistoquimica para IFN-y e IL-22 en ganglios
locorregionales 24 h después de la reexposicion a OVA. Barra = 100 pm (200x). (B, D) Porcentaje de tejido tefiido
para IFN-y e IL-22 en ganglios locorregionales de ratones OT-11 Cd6” (n=8) y OT-II Cd6** (n=5) tanto control como
re-expuestos a OVA (OVA-OVA). El porcentaje (media + SEM) de tejido teflido representa 100* area de DAB/ area
de tejido. *, p<0.05 (test T de Student).

Finalmente se realiz6 un ensayo de proliferacion celular inducida por OVA a partir
de esplenocitos de ratones OT-1l Cd6” y OT-11 Cd6** que habian sido sometidos
previamente al modelo de DTH inducido por OVA. Se observd un aumento
significativamente mayor de la proliferacion en las células OT-II Cd6™ en relacion con
las células OT-1l Cd6*™* (Figura R-18 A-C), de manera similar a los hallazgos en los
ensayos in vitro expuestos anteriormente. También, se realiz6 como control un recuento
de esplenocitos totales en los bazos, siendo comparativamente similar el recuento de los
ratones del grupo control y grupo sensibilizado a OVA (Figura R-18 D).

En conclusién, este apartado de resultados indicaria que la deficiencia de CD6 se
asocia a una respuesta in vivo exacerbada de tipo Thl frente a la induccion por OVA en
el modelo de DTH, lo que estaria de acuerdo con la funcion moduladora negativa



(inhibidora) de CD6 observada durante la activacion antigeno (OVA) especifica de
esplenocitos murinos OT-11 Cd6™" in vitro.
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Figura R-18. Andlisis de la respuesta proliferativa a la re-estimulacion ex vivo con OVA de esplenocitos de
ratones OT-Il Cd6” y OT-11 Cd6*"* previamente sometidos a DTH inducida por OVA. Esplenocitos de ratones
OT-ll Cd6™ (n=11) y OT-1l Cd6** (n=10) sometidos a DTH por OVA fueron marcados con CFSE y re-estimulados
durante 72 h con péptido OVAs23-339 (1 y 5 pg/mL) o control OV Azs7-264 (5 pg/mL). (A) Esquema representativo del
disefio del experimento. (B) Numero de esplenocitos totales de ratones del grupo control (que incluye PBS-PBS y PBS-
OVA) y sometido a DTH (OVA-OVA). (C) Ratio determinado por citometria de flujo del porcentaje de células T CD4*
proliferantes (CFSE'®") post estimulacion con OV As23-330 respecto a estimuladas con control OV Azs7-264. (D) Ratio
determinado por citometria de flujo del porcentaje de células T CD4* post estimulacion con OVAsz3-339 respecto a
estimuladas con control OV Axzs7-264. Se muestran los resultados (media £ SEM) de un experimento representativo de 3
independientes realizados. *, p<0.05; ** p< 0.01 (test T de Student).

4. Anélisis de la activacion antigeno-especifica de células T CD4* OT-11 Cd67 y

OT-11 Cd6*"* mediante la formacion in vitro de conjugados T-APC.

Otro modelo experimental in vitro, controlado y ampliamente utilizado para
estudiar fendmenos tempranos de activacion linfocitaria es la formacién de conjugados
de células T con celulas presentadoras de antigeno (APC) profesionales como son las
celulas dendriticas (DCs). El reconocimiento especifico por parte del TCR de antigenos
peptidicos presentados via MHC por la APC induce la formacién de la llamada sinapsis
inmunitaria (IS) y la subsiguiente induccién de sefales intracelulares activadoras de la
expresion genica y del ciclo celular.



Como se ha mencionado anteriormente, las células T CD4" de ratones OT-II
Cd6™ y OT-11 Cd6*"* comparten TCR transgénicos con especificidad para el péptido de
ovoalblimina (OVAsz3-339) presentado por moléculas MHC clase Il 1-AP. Esto nos
proporciona una herramienta para evaluar en condiciones fisiologicas antigeno-
especificas la posible funcion de CD6 como amplificador o atenuador de las sefiales del
receptor clonotipico generadas durante la formacion de la IS, asi como facilitador de los
contactos adhesivos célula-célula (T-APC), a través de la interaccion CD6-
CD166/ALCAM, que son necesarios para la estabilizacion y maduracion de la IS. A tal
efecto se generaron conjugados T-APC (ratio 5:1) utilizando células T CD4" aisladas por
seleccion negativa de esplenocitos totales de ratones OT-11 Cd6”" y OT-II Cd6*"* por un
lado y DCs derivadas de médula 6sea (BMDCs) de ratones C57BL/6 wild type
previamente maduradas durante 24 h con LPS y cargadas después con péptido OVAz23-
339 durante 2 h. En algunos casos se incluyo el tratamiento con proteina recombinante
CD6 humana soluble (shCD6) durante 2 h para inhibir la interaccion de CD6 de
membrana con su/s ligando/s. Tras 1 h de incubacion se analizd la movilizacién y
polarizacion del centro organizador de microtibulos (MTOC) hacia la zona de contacto
T-APC como indicador de la formacion de una IS efectiva y, por tanto, de reconocimiento
especifico de antigeno por parte del TCR.

Tal y como ilustra la Figura R-19, en presencia de péptido OV As23.339 la distancia
del MTOC a la zona de contacto fue significativamente menor para los conjugados con
células OT-11 Cd6** en relacion con los de OT-lI Cd6”. Por otro lado, cuando la
formacion de conjugados se hizo con células T pre-incubadas con proteina shCD6
observo un aumento significativo de la distancia del MTOC para los conjugados con
células OT-I1 Cd6*"* pero no asi para los de células OT-11 Cd6™”. Todo ello indicaria que
la expresion de CD6 y la interaccion con su ligando CD166/ALCAM juegan un papel
relevante en la formacion y estabilizacion de la IS, de acuerdo con lo previamente
publicado por diferentes grupos independientes (Gimferrer et al., 2004; Hassan et al.,
2004; Zimmerman et al., 2006).
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Figura R-19. Anélisis de la movilizacion y polarizacion del MTOC tras el reconocimiento especifico de OVA en
conjugados de células T CD4* de ratones OT-I1 Cd6”-y OT-11 Cd6** con BMDCs. BMDCs maduradas y cargadas
con el péptido OVAs23-339 y en presencia o ausencia de la proteina recombinante CD6 humana soluble (shCD6; 10
pg/mL) durante 2 h a 37°C se co-incubaron durante 1 h con células T CD4"* aisladas de bazos de ratones OT-I1 Cd6™
y OT-1l Cd6**. Después, las muestras se fijaron y tifieron con anticuerpos especificos anti-a-tubulina-FITC para
detectar la orientacion del MTOC, ademas de con faloidina marcada con Alexa-568 (rojo) y anti-CD3 marcado con
Alexa-647 (magenta) y se cuantifico la distancia del MTOC a la zona de contacto T-APC. Se muestra la sumatoria de
resultados (media + SD) de 2 experimentos independientes. *, p<0.05; ***, p< 0.001 (test T de Student).

A continuacion, se procedié a analizar eventos tempranos de sefializacion
intracelular resultantes de la formacion de conjugados T-APCentre células T CD4* de
ratones OT-11 Cd6** y OT-11 Cd6”- con BMDC maduras cargadas con péptido OVAszs.
339. Mediante Western Blot (WB) se analizé la cinética de fosforilacion de proteinas
sefializadoras como CD3( (Y®%), PLCy (Y'8) y ERK 1/2 (T?%2/Y?%4), Tal y como se ilustra
en la Figura R-20, el andlisis revel6 una tendencia a la reduccion de la fosforilacion para
todas las proteinas analizadas. Estos resultados apoyarian una funcién de CD6 como
molécula moduladora positiva (amplificadora) de la sefalizacion del TCR tras el

reconocimiento especifico de antigeno por células T CD4" via APCs.
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Figura R-20. Andlisis de eventos bioquimicos tempranos de sefializacion intracelular post formacion de
conjugados T-APC especificos para OVA entre células T CD4* OT-11 Cd6” y OT-11 Cd6** con BMDCs. (A) Se
muestra un experimento representativo del analisis por WB de las formas fosforiladas de CD3¢ (Y®?), PLCy (Y7%) y
ERK 1/2 (T?%2/Y204) y actina (control de carga) en extractos de conjugados de células T CD4* de ratones OT-11 Cd6™
y OT-11 Cd6*"* con BMDCs cargadas con péptido OV As»3-330 (ratio 5:1). (B-E) Se muestra la intensidad relativa de la
fosforilacion de cada una de las proteinas sefializadoras analizadas, normalizadas con respecto al control de actina. Se

muestran (n=4) los resultados de un experimento independiente realizado (test T de Student).

Otro parametro de activacion linfocitaria analizado en los experimentos con
conjugados T-APC fue la expresion de los marcadores CD25 y CD69. A tal efecto se co-
incubaron células T de ratones OT-11 Cd6” y OT-II Cd6*"* con BMDCs maduras cargadas
con péptido OV Aa23-339 0 con proteina OVA completay se monitorizo por citometria de

flujo el porcentaje de células positivas y el canal medio de intensidad de fluorescencia



(MFI) para CD25 y CD69 a diferentes tiempos (0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 y 168 h). Tal
y como se ilustra en la Figura R-21, se observé un menor aumento a diferentes tiempos
(especialmente a tiempos tardios) del porcentaje de células positivas y/o del MFI, tanto
para CD25 como, especialmente, para CD69 en células T CD4* de ratones OT-II Cd6™-
con respecto a OT-1l Cd6*"*. Estos datos apoyarian un efecto modulador positivo
(amplificador) de la expresion de CD6 sobre la sefializacion del TCR tras el
reconocimiento especifico de antigeno por células T CD4" via APCs. Cabe sefialar no
obstante de que las células OT-Il1 Cd6” no estimuladas (vehiculo) expresaban unos
niveles, aunque bajos, significativamente mayores de CD25y CD69 que las OT-11 Cd6**

lo que apoyaria un estado basal de activacion superior.
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Figura R-21. Analisis de marcadores de superficie de activacion linfocitaria temprana post formacion de
conjugados T-APC especificos para OVA entre células T CD4* OT-I1 Cd6”-y OT-I1 Cd6** con BMDCs. Células
T CD4* aisladas por seleccion negativa de bazos de ratones OT-11 Cd6”- y OT-II Cd6*'* se co-incubaron con BMDCs
maduras cargadas con péptido OV Aszs-339y se analizaron por citometria de flujo para medir la expresion en superficie
de CD25y CD69. Como control se monitorizaron los valores de ambos marcadores en células T CD4* no expuestas a
OV As23-339 0 expuestas a la proteina OVA completa. (A) Porcentaje de células CD25* (arriba) y CD69* (abajo) en la
fraccion de células T CD4". (B) Canal medio de intensidad de fluorescencia de células CD25* (arriba) y CD69* (abajo)
CD69* en la fraccion de células T CD4*. Se muestran los resultados de un experimento representativo (n=5) de tres
independientes realizados. * p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001; **** p< (.0001 (test T de Student).

Finalmente, se analiz6 otro fendmeno de activacion linfocitaria tardia como es la
proliferacion celular. Para ello, las células T CD4" de ratones OT-11 Cd6™ y OT-II Cd6**
se marcaron con Cell Trace Violet previo a la formacion de conjugados con BMDCs
maduras y cargadas con péptido OV As23.339 0 proteina OVA. A continuacion, se analizo
el porcentaje de células Cell Trace Violet'™ (proliferantes) y el indice de division

mediante citometria de flujo a diferentes tiempos (72, 96, y 120 h). Tal y como ilustra la



Figura R-22, se observo una menor respuesta proliferativa de las células T CD4" de
ratones OT-1I Cd6™ con respecto a las de OT-II Cd6™"*.
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Figura R-22. Analisis de proliferacion linfocitaria post formacion de conjugados T-APC especificos para OVA
entre células T CD4* OT-11 Cd6”- y OT-11 Cd6** con BMDCs. Células T CD4* aisladas por seleccion negativa de
bazos de ratones OT-11 Cd6”-y OT-11 Cd6*"* se marcaron con Cell Trace Violet y se co-cultivaron con BMDCs maduras
cargadas con péptido OV Asz3-333. Como control se monitorizaron los valores de ambos marcadores en células T CD4*
no expuestas a OVAsz3-339 0 expuestas a la proteina OVA completa.. (A) Porcentaje de células T CD4*Cell Trace
Violet® (B) indice de division de las células T CD4*. Se muestran los resultados de un experimento representativo
(n=5) de 3 independientes realizados. ns, no significativo; *, p<0.05; **, p< 0.01. (test T de Student).

En conclusion, los resultados del estudio de conjugados T-APC especificos de
antigeno (OVA) apoyarian un papel de CD6 favorecedor de la formacion y estabilizacion
de la IS, asi como potenciador de eventos subsiguientes de activacion linfocitaria T
CD4*(tempranos Y tardios), de acuerdo con trabajos previos publicados por diferentes
grupos independientes (Gimferrer et al., 2004; Hassan et al., 2004; Zimmerman et al.,
2006).



5. Andlisis de la expresion de CD6 en subpoblaciones linfocitarias B de sangre

periférica de adultos y recién nacidos.

La expresion y funcion del receptor CD6 se ha estudiado ampliamente en las
celulas T. Por el contrario, existe escasa informacion de este receptor en las células B.
Con este proposito, se evalud la expresion de CD6 en diferentes subpoblaciones de células
B humanas presentes en sangre periférica de adultos y de recién nacidos (corddn
umbilical), en condiciones basales y post estimulacion. Los resultados obtenidos
evidencian una baja expresion de CD6 en todas las subpoblaciones de células B
analizadas en estado basal: virgenes o naive (CD20*CD27 CD38"°" IgD*), memoria IgM
(CD27*1gD*IgM*), CD5* (CD5*CD27-CD38'°“IgD*), transicionales (CD27-CD38"9") y
memoria con cambio de clase (CD27*IgD IgM"; CSW, del inglés classs-witch memory
cells). Tal y como ilustra la Figura R-23 A, la expresion de CD6 en células CSW resultd
ser significativamente menor que en células naive, memoria IgM, CD5" y transicionales
de sangre periférica de adultos. Por su parte, el analisis de sangre periférica de cordén
umbilical no mostré diferencias significativas en los niveles de CD6 de células B naive,

CD5" y transicionales (Figura R-23 B).
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Figura R-23. Expresion de CD6 en diferentes subpoblaciones de células B humanas de sangre periférica de
adultos y neonatos en condiciones basales. (A) Expresion de CD6 en subpoblaciones de células B de sangre periférica
de adultos (n=8): virgenes o naive (CD20*CD27-CD38!'°" IgD*), memoria IgM (CD27*1gD*IgM*), CD5* (CD5*CD27
CD38%IgD"), transicionales (CD27-CD38"9") y memoria con cambio de clase (CD27*IgD"IgM-, en inglés class switch
memory cells o CSW). (B) Expresion de CD6*en subpoblaciones de células B de sangre periférica de cordon umbilical
(n=7): virgenes o naive, CD5" y transicionales. Se muestra la media = SD del canal medio de fluorescencia (MFI) de
CD6"*. *, p<0.05; **, p< 0.01, **** p<(0.0001 (analisis de varianza (ANOVA) de una via y test de Tukey's de

comparaciones multiples).



Estudios previos en células T humanas han demostrado que su activacion
mediante estimulos policlonales (AcMos anti-CD3 mas anti-CD28 o PHA) induce una
disminucion de la expresion de CD6 de membranaasociada a degradacion proteolitica por
metaloproteasas extracelulares (Carrasco et al., 2017). De forma anéloga, se analizo si la
activacion de células B humanas induce cambios en los niveles de expresion de CD6 de
membrana. A tal fin, se aislaron células CD19" provenientes de sangre periférica de
adultos sanos y se activaron durante 24 y 48 h con estimulos policlonales T-dependientes
(TD; anti-lgs, CD40L-HA y anti-HA) y T-independientes (T1; CpG-B ODNSs type). Como
se muestra en la Figura R-24, no se observaron diferencias significativas tras la
activacion TD o TI en ninguna de las subpoblaciones de células B estudiadas. No
obstante, se objetivé una tendencia a un aumento de expresion en las primeras 24 h post
estimulacion T1 que decaia a las 48 h. La tendencia fue inversa (disminucion) a las 24 y
48 h post estimulacion TD. Este estudio también se realiz6 con células B provenientes de
sangre de cordén umbilical, pero debido a la baja viabilidad de las muestras no se
obtuvieron células suficientes para realizar los estudios de activacion de células B. Sélo
2 muestras de un total de 7 se obtuvieron células suficientes, las cuales aumentaron la

expresion de CD6™ bajo estimulacién T1 (datos no mostrados).
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Figura R-24. Expresion de CD6 en células B humanas de sangre periférica de adultos post estimulacion T-
independiente (T1) y T-dependiente (TD). Células CD19* de sangre periférica de adultos (n=5) se cultivaron durante
24y 48 h en condiciones de estimulacion Tl (CpG-B ODNs type B) y TD (anti-lIgs, CD40L-HA y anti-HA). Se muestra
la expresion de CD6* analizada por citometria de flujo en células B (A) memoria IgM (CD27*1gD*IgM*), (B) memoria
con cambio de clase (CD27*IgD"IgM-; CSW), (C) transicionales (CD27-CD38"d"), (D) CD5* (CD5*CD27-CD38'*%



IgD*) y (E) virgenes o naive (CD20*CD27-CD38'°“IgD*). Se muestra la media + SD del canal medio de intensidad de
fluorescencia (MFI). Anélisis de varianza (ANOVA) de una via y test de Tukey's de comparaciones multiples.

6. Analisis del perfil transcriptomico resultante de la expresion de CD6 en células
Daudi

Estudios transcriptomicos previos han demostrado que la expresion de CD5 en
células Daudi (una la linea celular B derivada de un linfoma de Burkitt) induce un perfil
de expresion génica similar al que se observa en células de LLC cuando se comparan con
el de células B normales (Gary-Gouy et al., 2007) Con estos antecedentes, se decidio
analizar el impacto de la expresion de CD6 sobre el perfil de expresidn génica de la linea
celular Daudi (CD5"y CD6). Paraello se clon6 el ADNc de CD6 humano y de la proteina
control ZsGreen en el vector lentiviral de segunda generacion (pLVX-puro) y se
generaron particulas lentivirales completas para la transduccidn y posterior seleccién por
cell sorting de células Daudi que expresaban establemente niveles elevados de CD6
(Figura R-25 A) y ZsGreen (medido en el canal de FITC) (Figura R-25 B).
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Figura R-25. Expresion de CD6* y ZsGreen* en células Daudi transducidas lentiviralmente. (A) Estrategia de
gating usada para el anlisis de la expresion de CD5 y CD6 humano en células Daudi transducidas con lentivirus
codificantes para CD6 humano. (B) Analisis de la expresion de CD5 (izquierda) y CD6 (Centro) humano y
autofluorescencia medida en el canal de FITC (derecha) en células Daudi transducidas con lentivirus codificantes para

ZsGreen.

A continuacion, se analizo por citometria de flujo la expresién de marcadores
activacion en células Daudi en estado basal y post activacion. Tal y como ilustra la Figura
R-26, las células Daudi-CD6" presentaban en estado basal un aumento significativo de la
expresion de CD69 y CD86 con respecto a células control ZsGreen®, mientras que la

expresion de CD80 y HLA-DR fue equivalente en ambos tipos celulares.
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Figura R-26. Analisis de marcadores de activacion B en células Daudi-CD6*y -ZsGreen* en condiciones basales.
Células Daudi-CD6* y -ZsGreen* fueron cultivadas durante 24 h sin estimulo y luego analizadas por citometria de flujo
para la expresion de marcadores de activacion (A) CD86, (B) CD80, (C) CD69 y (D) HLA-DR. Se muestra el canal
medio de fluorescencia (Median) de CD86*, CD80*, CD69* y HLA-DR*. Se muestran (n=3) los resultados (media +
SD) representativos de dos experimentos independientes realizados. **, p< 0.01, *** p<0.001; Test T de Student.



La estimulacion de células Daudi-CD6" y -ZsGreen® con diferentes
concentraciones de anticuerpos anti-lgs (7.5, 15 y 30 pg/mL) indujo aumentos de
expresion de CD86 en ambos tipos celulares, aunque los niveles fueron
significativamente mayores en células Daudi-CD6" (Figura R-27 A) Una situacion
similar se observo cuando se analizd la expresion de CD86 post estimulacion T-
dependiente (TD; anti-lgs, CD40L-HA y anti-HA) (Figura R-27 B). Sin embargo, los
niveles de CD40 y CD80 se encontraron disminuidos significativamente en las mismas

células (Daudi-CD6") con respecto a las células control (Daudi-ZsGreen®).

A
150000+ *
O Cp6"
ek o e
% T*ﬁ** 7—| B 7s5Green”
= 1000004 [
=
-,
b=
[}
=
© 500004
0+ T
Basal 7.5 15 30
Anti-Igs (ng/mL)
B ook
1500001 s 800001 I — 150000 .
600004 sk
= 1000004 = = 1000000 ——
= = =
=] = 400004 o
= *®0 =]
8 a =
< 500004 o O 500004
200004
0+ T T 0 T r 0+ T r
Basal ™D Basal D Basal D

Figura R-27. Analisis de la expresion de CD86 post estimulacion policlonal de células Daudi-CD6* y -ZsGreen*.
(A) Células Daudi-CD6* y -ZsGreen* cultivadas durante 24 h en presencia o ausencia de diferentes concentraciones de
anti-lgs fueron analizadas por citometria de flujo para la expresion de CD86. (B) idem en células cultivadas 24 h en
presencia o ausencia de estimulacion TD (anti-lgs, CD40L-HA y anti-HA) se analiz6 la expresion de CD40, CD80 y
CD86. Se muestra (n=3) la media + SD del canal medio de fluorescencia (MFI) de triplicados de un (A) o tres (B)
experimentos realizados. *, p< 0.05; ** p< 0.01; **** p < 0.0001 (test T de Student).

Los datos parciales hasta aqui obtenidos indicarian que, en estado basal, la
expresion de CD6 en una linea celular B modularia positivamente la expresion de ciertos
marcadores de activacion como CD69 y moléculas co-estimuladoras como CD86,
mientras modularia de forma neutra (CD40, HLA-DR) o incluso negativa (CD80) la de

otros marcadores similares. En caso de activacidn con estimulos B policlonales (anti-Igs



solo o junto con CD40L), la expresion de CD6 continuaria modulando positivamente la
expresion de CD86, pero negativamente la de CD40 y CD80. Estos datos, aunque
preliminares, indicarian que la expresion de CD6 seria capaz de modular el patron de
expresion génica de una linea celular B tanto en condiciones de reposo como post

estimulacion.

Para profundizar en estos resultados decidimos analizar y comparar el
transcriptoma de células Daudi-CD6" y células control Daudi-ZsGreen® mediante
técnicas de secuenciacion masiva de ARNm (RNA-seq). Con esta finalidad, se cultivaron
ambos tipos celulares durante 24 h en ausencia de estimulos y, a continuacion, se
obtuvieron triplicados técnicos de ARNm de cada uno de ellos para su secuenciacion y
posterior analisis bioinformatico. Un primer analisis exploratorio por Uniform Manifold
Approximation and Projection (UMAP) no mostré diferencias observables entre grupos
(Figura R- 28), sugiriendo una ausencia o0 baja magnitud de cambios globales
desencadenados por la expresion de CD6.

0.5 0
o

0.0
£ ® cDe
© @ ZsGreen

0.5 ®

1.0 0.5 0.0 0.5
dim_1

Figura R-28. Analisis de escalado Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) de muestras de RNA
de células Daudi transducidas con CD6 y ZsGreen basado en los conteos crudos de genes del RNA-seq. Se
representa un UMAP plot considerando todas las muestras (3 réplicas técnicas)

Los andlisis de la expresion de genes diferencialmente expresados se determinaron

con el método DESeq. De los 20.565 genes identificados, 69 presentaban una expresion



aumentada (upregulados) (FC > 1.5 y p value < 0.01) mientras que 99 presentaban una
expresion disminuida (downregulados) (FC < -1.5 y p value < 0.01) en células Daudi-

CD6" comparadas con Daudi-ZsGreen* (Figura R-29).
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Figura R-29. Andlisis de genes diferencialmente expresados de células Daudi-CD6* vs -ZsGreen* en condiciones
basales. Volcano plot que representa la sumatoria de los genes diferencialmente expresados considerando un log Fold
change |FC| 1.5 y un valor p-value a < 0.01 (DESeq). Los puntos de color rojo representan un aumento de expresion
para Daudi-CD6* y los puntos de color azul representan un aumento de expresion correspondientes para Daudi-
ZsGreen*. El gréafico muestra un total de 168 genes estan diferencialmente expresados, de los cuales 69 estan

sobreexpresados en las células Daudi CD6*, mientras que 99 genes en las células Daudi-ZsGreen*.

Posteriormente se realiz6 un andlisis de enriquecimiento funcional por gene set
enrichment analysis (GSEA) para procesos bioldgicos utilizando la base de datos
Reactome y, con la finalidad de agruparlas por funciones similares, se realiz6 una
representacion de red con Cytoscape y la aplicacion de EnrichmentMap. En la Figura R-
30 se muestran categorias que resultaron significativas para la comparacion entre células
Daudi-CD6" y -ZsGreen™ en condiciones basales. Se observé un total de 8 agrupaciones
de vias de sefalizacion, sobreexpresadas en células Daudi-CD6", siendo las principales

las de proteinas ribosomales y la sefializacion de Ras/STAT.
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Figura R-30. Mapa comparativo de enriquecimiento funcional GSEA de células Daudi-CD6" y -ZsGreen* en
condiciones basales. Representacion de Cytoscape de las categorias que resultaron significativas entre la comparacién
de células Daudi-CD6* y -ZsGreen* en condiciones basales. Cada circulo representa una via de la base de datos
Reactome de GSEAy las lineas representan la interconexion de las vias que comparten genes. El tamafio de los circulos
depende de NES (normalized enrichment score). Los circulos de color rojo representan un aumento de expresion para
Daudi-CD6*y los circulos de color azul representan un aumento de expresion correspondientes para Daudi-ZsGreen*.
Punto de corte: p value corregido por FDR < 0.1y clasificados usando NES.

Los resultados de este analisis indicarian que la sola expresion de CD6 seria capaz
de inducir cambios en el perfil de expresion génica de una linea celular B en condiciones
basales. Mas concretamente, induciria un aumento de la transcripcion de genes

relacionados con procesos anabdlicos y de sefializacion celular.

7. Andlisis del perfil transcriptomico resultante de la expresion de las isoformas
Ala471y Val471 de CD5 en células Daudi

Tal y como se ha mencionado anteriormente, estudios transcriptomicos previos
han demostrado que la expresion de CD5 en células Daudi induce un fenotipo similar al
de células B-1a y cambios en su perfil de expresion genica similares al que se observa en
células de LLC (Gary-Gouy et al., 2002, 2007). Por otro lado, estudios previos de nuestro
grupo han demostrado que las variantes resultantes del polimorfismo de CD5 rs2229177
(introduce una sustitucion de la Ala471 ancestral por Val en el dominio citoplasmatico,
justo a continuacion del su motivo ITAM-like) tienen una diferente capacidad de
sefializacion y, por tanto, de inhibicion de la sefial del TCR (la variante Ala471 tiene
menor capacidad sefializadora y, en consecuencia, menor capacidad inhibidora de la sefial

del TCR que la variante Val471) (Carnero-Montoro et al., 2012). En linea con su posible



relevancia funcional, estas variantes de CD5 se comportan como factores pronosticos o
modificadores de enfermedad en individuos afectos de enfermedades inflamatorias
inmunomediadas (IMID) y neoplésicas (Cenit et al., 2014; Delgado et al., 2017; Potrony
etal., 2016).

Con estos antecedentes se decidio analizar el impacto de la expresion de las
variantes Ala471 y Val471 de CD5 humano sobre el perfil de expresion génica de la linea
celular linfoide B Daudi. Mediante transduccion lentiviral y posterior cell sorting se
obtuvieron células Daudi que expresan establemente niveles elevados y equivalentes de
las variantes Ala471 o Val471 de CDS5. Tanto las células Daudi parentales (wild-type)
como las transducidas con dichas variantes se fenotiparon para diferentes marcadores de
linaje B (IgD, IgM, IgD, CD20, CD27, CD5 y CD6) y se pudo observar que todas ellas
eran positivas para los marcadores CD20, CD27 e IgM y negativas para CD6 e IgD. En
cuanto a la expresion de CD5, se observd que mas del 99% de las lineas celulares
transducidas con las variantes Ala471 y Val471 expresan CD5. Como era esperable, el
fenotipado fue negativo para CD5 en las células Daudi parentales (wild type) y Daudi
control transducidas con el mismo vector lentiviral de segunda generacion (pLVX-puro)

pero codificando para la proteina ZsGreen (Figura R-31).
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Figura R-31. Fenotipado de células Daudi parentales y transducidas lentiviralmente para la expresion de las
variantes Ala471y Val471 de CD5 y de la proteina control ZsGreen. (A) Estrategia usada para la seleccion (gating)
de células Daudi parentales, que incluye los marcadores: CD27, IgD, IgM, CD20, IgD, CD5y CD6 (B) Expresion de



CD5 y CD6 en células Daudi transducidas con vectores lentivirales que codifican para la proteina ZsGreen y para las
variantes Ala471y Val471 de CD5.

Posteriormente, células Daudi parentales (wild type) y que expresan las isoformas
Ala471 o Val471 de CD5 se cultivaron durante 24 h en presencia o ausencia de anti-
human IgM F(ab’); para analizar la expresion de marcadores de activacién (CD69, CD80,
CD83y CD86) mediante citometria de flujo post-estimulacién via BCR. En comparacion
a la situacion basal (s/estimulo), la estimulacion con anti-human IgM F(ab’). indujo
aumentos de expresion para todos los marcadores analizados tanto células parentales
como transducidas con las variantes de CD5 (Figura R-32). Post-estimulacion con anti-
human IgM F(ab’)2, se observé que la expresion de CD40 y CD86 fue superior en células
transducidas con variantes de CD5 que en las parentales, mientras que la de CD80y CD83
fue inferior. La Unica diferencia significativa entre células transducidas con una u otra

variante de CD5 fue para la expresion de CD80 post-estimulacion.
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Figura R-32. Andlisis de la expresion de marcadores de activacion en células Daudi parentales y transducidas
con las variantes Ala471y Val471 de CD5. Células Daudi parentales (Wild type) y transducidas con variantes Ala471
y Val471 de CD5, fueron cultivadas durante 24 h sin estimulo o con anti-IgM F(ab’)2 (10 pg/mL) y luego analizadas
mediante citometria de flujo para la expresion de marcadores de activaciéon CD40, CD86, CD69, CD80 y CD83. Se
muestra la media £ SD del canal medio de intensidad de fluorescencia (MFI) de un experimento representativo (n=3)
de dos realizados. *, p<0.05; **, p< 0.01, *** p< 0.001 (analisis de varianza (ANOVA) de una via y test de Tukey's

de comparaciones multiples).



Cuando se utilizé un estimulo de células B dependiente de células T (anti-Igs,
CD40-L y anti-HA), también se observd la misma diferencia significativa de expresion
de CDB80 entre las variantes de CD5 (Figura R-33).
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Figura R-33. Andlisis de la expresion de CD80 en células Daudi transducidas con ZsGreen y variantes Ala471y
Val471 de CD5. Células Daudi transducidas con lentivirus codificantes para la proteina ZsGreen o las variantes Ala471
y Val471 de CD5, fueron cultivadas durante 24 h en presencia o ausencia de un estimulo T-dependiente (TD; 0.03
pg/pL anti-1gs, 1 pg/mL CD40-L y 5 ng/mL anti-HA) y luego analizadas por citometria de flujo para la expresion del
marcador CD80. Se muestra la media + SD del canal medio de fluorescencia (MFI) de un experimento representativo
(n=3) de dos realizados. ***, p < 0.001; **** p < (0.0001 (analisis de varianza (ANOVA) de una via y test de Tukey's

de comparaciones multiples).

Este grupo de resultados sugieren que la expresion de las variantes de CD5
modularia la respuesta de las células B, como se deduce de la observacion de diferentes
niveles de expresion de marcadores de activacion B post estimulacion con anti-human
IgM F(ab’).. Para validar esta idea y obtener informacion sobre los mecanismos
moleculares subyacentes, se procedio6 a analizar el perfil transcriptémico de células Daudi
parentales o transducidas con las variantes Ala 471 y Val 471 de CD5, cultivadas en
ausencia o presencia de anti-human IgM F(ab’).. A tal efecto se extrajo ARN de
triplicados técnicos de cada una de ellas y se someti6 a secuenciacion masiva (RNA-seq)
para su posterior analisis bioinformatico. En primer lugar, se realizd un andlisis
exploratorio de escalado multidimensional (MDS plot) de todas las muestras. Este analisis
revel6 un valor atipico que no se agrupaba con las muestras de su misma categoria, que
correspondia a uno de los triplicados de la variante Ala471 en condicion basal,
posiblemente, como consecuencia de algun problema en la muestra que se tradujo en un
sesgo en el mapeo de las lecturas de la secuenciaciéon (Figura R-34 A). Luego de la
secuenciacion también se observaron diferencias, por ejemplo, en el porcentaje de

lecturas que corresponden a regiones codificantes de proteinas y en el contenido de ARN



ribosomal (datos no mostrados). Por lo tanto, se decidié descartar este valor atipico y
continuar los andlisis sin él.

La Figura R-34 B muestra el MDS plot con la correlacion de valores de las
librerias de RNA-seq descartando el valor atipico y agrupando las muestras segln su

condicion (basal o anti-human IgM F(ab’),).
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Figura R-34. Analisis de escalado multidimensional (MDS plot) de muestras de RNA de células Daudi parentales
(wild type) y transducidas con variantes de CD5 basado en los conteos crudos de genes del RNA-seq. (A) Se
representa un MDS plot con la correlacion de valores de las librerias de RNA-seq considerando todas las muestras (3
réplicas técnicas), dim 1y 2 (izquierda) y dim1y dim3 (derecha). (B) Se representa un MDS plot con la correlacion de
valores de las librerias de RNA-seq sin el valor atipico, dim 1y 2 (izquierda) y dim1 y dim3 (derecha). AB: variante
Ala471 en condiciones basales; AM: variante Ala471 estimulada con anti-human IgM F(ab’)2; VB: variante Val471
en condiciones basales; VM: variante Val471 estimulada con anti-human IgM F(ab’)2; NB: células Daudi parentales
(wild type) en condiciones basales; NM: idem estimulada con anti-human IgM F(ab’)2 . Las distancias corresponden a

las diferencias en el coeficiente de variacion bioldgica entre las muestras.

Los andlisis de la expresion de genes diferencialmente expresados se determinaron
con el método lima-voom. De los 12.440 genes identificados 4 fueron upregulados (FC >
1.5y p value < 0.01) mientras que 12 fueron downregulados (FC <-1.5y p value < 0.01)
en células Daudi con la variante Ala 471 comparadas con las de la variante Val 471,

ambas en condiciones basales (Figura R-35).
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Figura R-35. Analisis de genes diferencialmente expresados de células Daudi-CD5 Ala471 vs -CD5 Val471 en
condiciones basales. Volcano plot que representa la sumatoria de los genes diferencialmente expresados considerando
un log Fold change |FC| 1.5 y valor p-value a < 0.01 (limma model). Los puntos de color rojo representan un aumento
de expresion para la variante Ala471 de CD5 y los puntos de color azul representan un aumento de expresion
correspondientes para la variante Val471 de CD5. El gréfico de barras muestra un total de 16 genes estan

diferencialmente expresados, de los cuales 4 estan sobreexpresados por la variante Ala 471, mientras que 12 genes por

la variante Val 471.

En el andlisis de las mismas células estimuladas con anti-human IgM F(ab’)2 , de
los 12.440 genes identificados 1 fueron upregulados (FC > 1.5y p value < 0.01) mientras
que 3 fueron downregulados (FC < -1.5y p value < 0.01) en las células Daudi con la

variante Ala 471 comparadas con la variante Val 471 (Figura R-36).
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Figura R-36. Analisis de genes diferencialmente expresados de células Daudi-CD5 Ala471 vs -CD5 Val471
estimuladas con anti-human IgM F(ab’)2. Volcano plot que representa la sumatoria de los genes diferencialmente
expresados considerando un log Fold change |FC| 1.5 y valor p-value a < 0.01 (limma model). Los puntos de color
rojo representan un aumento de expresion para la variante Ala471 de CD5 y los puntos de color azul representan un
aumento de expresion correspondientes para la variante Val471 de CD5. El gréafico de barras muestra un total de 4
genes estan diferencialmente expresados, de los cuales 1 estan sobreexpresados por la variante Ala471, mientras que 3

genes por la variante Val471.

Posteriormente se realiz6 un analisis de enriquecimiento funcional por gene set
enrichment analysis (GSEA) para procesos bioldgicos utilizando la base de datos
Reactome y, con la finalidad de agruparlas por funciones similares, se realiz6 una
representacion de red con Cytoscape y la app EnrichmentMap. En la Figura R-37 se
muestran categorias que resultaron significativas para la comparacion entre células
Daudi-CD5 Ala471 y Val471 en condiciones basales. Se observé un total de 8
agrupaciones de procesos bioldgicos, siendo los principales los de cromatina, reparacién
de DNA vy sintesis de colesterol. Estos conjuntos de vias funcionales se encuentran

sobreexpresadas en células Daudi-CD5 Val471.
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Figura R-37. Mapa comparativo de enriquecimiento funcional GSEA de células Daudi transducidas con
variantes Ala471 y Val471 de CD5 y analizadas en condiciones basales. Representacion de Cytoscape de las
categorias que resultaron significativas entre la comparacion de células Daudi-CD5 Ala471 y CD5 Val471 en
condiciones basales. Cada circulo representa una via de la base de datos Reactome de GSEA y las lineas representan la
interconexion de las vias que comparten genes. El tamafio de los circulos depende de NES (normalized enrichment
score). Los circulos de color rojo representan un aumento de expresion para la variante Ala471 de CD5 y los circulos
de color azul representan un aumento de expresion correspondientes para Val471 de CD5. Punto de corte: p value
corregido por FDR < 0.1y clasificados usando NES.

En la Figura R-38 se muestran categorias que resultaron significativas para la
comparacion entre células Daudi-CD5 Ala471y Val471 estimuladas con anti-human IgM
F(ab’).. Se observo un total de 17 agrupaciones de procesos bioldgicos, siendo los
principales las de recombinacion homologa y del metabolismo de la glucosa. Las
agrupaciones de recombinacion homologa, replicacion del ADN, sintesis de telomeros,
ARNt mitocondrial se encuentran sobreexpresadas en células Daudi-CD5 Val471,
mientras que las agrupaciones de vias de sefializacion del metabolismo de la glucosa,
transporte de aminoacidos, NTRK, neurotransmisor, retinoide, tuberculosis, ARNt, Nef,
unién celular, Wnt, Rho, CD28 amino se encuentran sobreexpresadas en células Daudi-
CD5 Ala471.
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Figura R-38. Mapa comparativo de enriquecimiento funcional GSEA de células Daudi transducidas con
variantes Ala471 y Val471 de CD5 y estimuladas con anti-human IgM F(ab’)2. Representacion de Cytoscape de
las categorias que resultaron significativas para la comparacion entre células Daudi Ala471y Val471 estimuladas con
anti-human IgM F(ab’)2. Cada circulo representa una via de la base de datos Reactome de GSEA Yy las lineas representan
la interconexion de las vias que comparten genes. El tamafio de los circulos depende de NES (normalized enrichment
score). Los circulos de color rojo representan un aumento de expresion para la variante Ala471 de CD5 y los circulos
de color azul representan un aumento de expresion correspondientes para Val471. Punto de corte: p value corregido
por FDR < 0.1y clasificados usando NES.

Las células Daudi que expresan las variantes Ala4d71 o Val471 de CD5
presentaron diferencias relevantes en la expresion génica diferencial en funcién de la
variante de CD5, lo que demuestra la importancia de una sustitucién no sinénima en su
dominio citoplasmético de CD5 y su impacto en la sefializacién celular. EI resumen de

los analisis de enriquecimiento funcional se muestra en la Tabla R-1.

En el caso de la variante VVal471, en condiciones basales se observé un incremento
de las vias que regulan la sintesis del colesterol y en condiciones con anti-human IgM
F(ab’). se encuentran sobreexpresadas las vias de fragmentacion del ADN, ARNt
mitocondrial, ARNm viral, recombinacion homéloga, replicacion del ADN, sintesis de
los telomeros y ARNt mitocondrial. Estos resultados se correlacionan con los
anteriormente comunicados por Gary-Gouy et al., en donde la expresion de CD5
potenciaba las vias metabdlicas de sintesis de colesterol y adipogénesis en comparacion
con las células que no expresaban este receptor (Gary-Gouy et al., 2007). Por otro lado,
en la isoforma CD5-Ala471 en condiciones basales se observo una sobreexpresion de las
vias de sefalizacion relacionadas a la aminoacilacion del ARNt y conjugacion de

glutation, mientras que en condiciones de estimulacion con anti-human IgM F(ab’). se



observé un incremento de las vias de sefializacion como NTRK, Wnt, Rho, Vavl, Nef,

metabolismo de la glucosa y transporte de aminoécidos. Estos resultados se correlacionan

con los anteriormente comunicados por Whitley KV et al., en donde la expresion de CD5

frenaba el metabolismo de la glucosa y el transporte y metabolismo de aminoéacidos en
linfocitos T (Whitley et al., 2022).

Los resultados de este anélisis se resumen en la Tabla R-1 y apoyarian la idea de

que la expresion de distintas variantes de CD5 es capaz de inducir cambios diferenciales

en el perfil de expresion génica en una linea celular linfoide B tanto en condiciones

basales como durante la activacion linfocitaria.

Tabla R-1. Resumen del anélisis transcriptémico comparativo aqui realizado en células Daudi transducidas

variantes Ala471y Val471 de CD5 y analizadas en condiciones basales o post estimulacion con anti-human IgM

F(ab’)2.
Variante Funcionalidad Resultados transcriptomicos
reportada
Ala Menor sefializacion via (b) aminoacilacion del ARNt, conjugacion de glutation
CD5 (IgM) Metabolismo de la glucosa, transporte de aminoacidos,
Menor supresion NTRK, liberaciéon de neurotransmisores, metabolismo de
retinoides, infeccién por tuberculosis, aminoacilacién del ARN,
unioén celular y vias Nef, Wnt, Rho, CD28.
Val Mayor sefializacion via  (b) Reparacion del ADN, organizacion de la cromatina, sintesis del

CD5

Mayor supresion

colesterol
(IgM) Fragmentacion del ADN, ARNt mitocondrial, ARNm viral
Recombinacion homologa, replicacién del ADN, sintesis de los

telémeros, ARNt mitocondrial

Los resultados obtenidos en condicidn basal se sefialan con (b), mientras que los obtenidos en condicién de estimulacion

con anti-IgM con (IgM).



V. DISCUSION






Discusion

1. Analisis las propiedades inmunomoduladoras de CD6 en condiciones de

estimulacion fisiologica antigeno-especifica tanto in vivo e in vitro.

CD#6, al igual que su paralogo CD5, codifican glicoproteinas de membrana que se
les atribuye un papel modulador relevante durante el proceso del desarrollo linfocitario
en los drganos linfoides primarios (timo y médula Osea), asi como de la activacién
linfocitaria, en respuesta al reconocimiento de antigenos en los oOrganos linfoides
secundarios (ganglios linfaticos) y, por tanto, de las respuestas inmunitarias en general en
contextos de infeccion, cancer o autoinmunidad. En el caso de CD5, actualmente existe
un consenso incuestionado sobre su papel modulador negativo en la activacion
linfocitaria que se caracteriza por atenuar las sefiales intracelulares generadas por el
receptor clonotipico de las células Ty B (TCR y BCR) (Burguefio-Bucio et al., 2019;
Voisinne et al., 2018). Sin embargo, los primeros estudios funcionales de este receptor
realizados con potentes activadores linfocitarios policlonales (AcMos contra receptores
linfocitarios, lectinas mitogénicas, ésteres de forbol e ion6foros de calcio) abogaban un
papel co-estimulador para CD5 (Alberola-lla et al., 1992; Ceuppens & Baroja, 1986; Ledbetter
et al., 1985). Fue solo a partir de la generacion de ratones knockout para CD5 (Cd57)
cuando se pudo dilucidar su papel de forma incuestionable, insospechado hasta ese

momento, como co-receptor inhibidor (Bikah et al., 1996; Tarakhovsky et al., 1995).

En cuanto al receptor CD6, su funcién ha sido controversial durante largo tiempo,
pero actualmente se le atribuye un papel regulador “dual” en la modulacion de la
activacion linfocitaria, con caracteristicas moduladoras positivas o negativas en funcion
del sistema experimental utilizado (Goncalves et al., 2018). La historia de los estudios
sobre la funcién de CD6 no difieren de la mencionada para CD5 (Pinto & Carmo, 2013).
En los primeros estudios fueron utilizados mismos activadores policlonales mas arriba
mencionados, que exhibian a CD6 con una funcion co-estimuladora (Gangemi et al.,
1989; Morimoto et al., 1988; Osorio et al., 1994; Osorio, Rottenberg, et al., 1998; Swack
et al., 1991), aunque posteriores estudios empezaban a aportar evidencias en sentido
contrario, es decir, como potencial regulador negativo (inhibidor) (Oliveira et al., 2012;
Orta-Mascaro et al., 2016). Nuevamente, fue la disponibilidad de ratones knockout para
CD6 (Cd6™) la que aporto evidencias adicionales en favor de su papel como co-receptor
inhibidor (Y. Li et al., 2017; Orta-Mascaro et al., 2016). No obstante, un estudio reciente
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sobre la composicion del signalosoma de CD6, refuerza su papel como receptor “dual” al
identificar su asociacion tanto con moléculas efectoras intracelulares amplificadoras de
la sefial liberada por el receptor clonotipico, como de moléculas atenuadoras de dicha
sefial (Mori et al., 2021).

Todos estos esfuerzos por dilucidar la funcion sefializadora de CD6 se han hecho
con sistemas experimentales, principalmente in vitro, que implican la estimulacion con
potentes activadores policlonales de los linfocitos T. Nos referimos a la utilizacion de
AcMos contra una o varias moléculas linfocitarias (TCR/CD3, CD2, CD4, CD28) en
presencia o0 ausencia de agentes co-estimuladores adicionales como lectinas, ésteres de
forbol, iont6foros o citocinas (Zimmerman et al., 2006). Todos ellos conllevan una
estimulacion supra-fisiolégica de los linfocitos, que difiere (tanto en intensidad como
duracion) de la generada como consecuencia del reconocimiento especifico de antigenos
(complejos MHC-péptido) por parte del TCR y que, por tanto, podria enmascarar o
distorsionar el papel modulador fisiologico de co-receptores linfocitarios como CD6.

Con esta premisa, se decidio reevaluar el andlisis de la funcion moduladora de
CD6 utilizando distintos sistemas experimentales in vitro e in vivo, que tienen en comun
la estimulacion fisiologica de los linfocitos T inducida por un antigeno especifico. A tal
efecto utilizamos el modelo de ratones transgénicos OT-Il que se caracteriza por la
presencia de linfocitos T CD4" con un TCRaf especifico para un péptido de ovoalbumina
(OV Asz3-339) presentado en el contexto de MHC clase 1 (1-A®) (Barnden et al., 1998). Sin
embargo, reconocemos que este modelo es una ‘“aproximacion” experimental a la
situacion fisiologica, dado que los ratones OT-II tienen una ratio CD4":CD8" y una
frecuencia de células T especificas de antigeno mucho mayor que en condiciones
normales (en individuos no inmunizados cerca de un <0.001% después de la vacunacion
es aproximadamente un 0.01% de células T, dependiendo de la inmunodominancia del
epitopo evaluado) (Leung et al., 2013). A pesar de eso, los ratones OT-11 han demostrado
su utilidad para estudiar, especialmente in vivo, muchos aspectos de la fisiologia de las
células T, como son la interaccion TCR-ligando, la activacion celular T, la seleccién
timica, la presentacion cruzada de antigenos y la induccion de tolerancia T central y
periférica (Leung et al., 2013).

En nuestro caso generamos una nueva linea de ratones OT-II deficientes para la

expresion de CD6 (OT-1I Cd6™), con la finalidad de analizar comparativamente con
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ratones OT-I1 wild type (OT-1I Cd6*"*) en sistemas experimentales in vitro e in vivo
ampliamente utilizados en investigacion inmunologica. Los estudios in vitro incluyeron,
por un lado, la estimulacién ex vivo de suspensiones de esplenocitos totales con OVA'y,
por otro, la formacién de conjugados de células T-APC (concretamente de células T CD4*
y células dendriticas maduras derivadas de médula désea) especificos de OVA para, en
ambos casos, analizar parametros tempranos y tardios de la activacion linfocitaria. Los
estudios de validacion in vivo consistieron en la induccion de un modelo de
hipersensibilidad retardada (DTH) inducido por OVA.

Modelo in vitro de estimulacion de esplenocitos totales

El modelo de estimulacion ex vivo de esplenocitos totales con antigeno OVA
permite estudiar la respuesta de células T CD4" antigeno-especificas bajo las influencias
de un entorno celular complejo y similar al que existe en los 6rganos linfoides
secundarios, que incluye la presencia de diferentes tipos y subtipos celulares T, B, NK,
M¢ y DCs. Los resultados obtenidos en este modelo experimental indican que el
reconocimiento especifico de OVA por células T CD4* OT-II Cd6™ induce la expresion
de niveles mas elevados de marcadores tempranos de activacion linfocitaria T (CD25" y
CD69"%) que en las OT-11 Cd6*"*. En esta misma linea, las células T CD4* OT-II Cd6™-
mostraron una mayor proliferacion celular y produccion de citocinas (IL-2 e IFN-y)
inducida por OVA que las OT-II Cd6*'*. Por otro lado, las células T CD4* OT-1I Cd6™
también mostraron la induccion de niveles més elevados de ARNm de marcadores mas
tardios de activacion linfocitaria T como son Fas, FasL y PD-1, que se relacionan con
fendmenos de AICD. A pesar de esto Ultimo, no se observaron diferencias significativas
a nivel de apoptosis entre las células T CD4" activadas de ratones OT-II Cd6”" y OT-II
Cd6™*. Todos estos hallazgos serian indicativos de una sobreactivacion linfocitaria como
consecuencia de la expresion deficiente de CD6 y, por tanto, compatible con una funcién
sefializadora negativa (inhibitoria) de CDG6, de acuerdo con datos previos publicados en
ratones Cd6” convencionales con diferentes fondos genéticos (C57BL/6 y DBA/1) (Y.
Li et al., 2017; Orta-Mascaro0 et al., 2016). No obstante, dicha sobreactivacion seria de
una intensidad insuficiente como para inducir una susceptibilidad aumentada a la
apoptosis (AICD), a diferencia de lo reportado en el caso de la deficiencia de CD5
(Burguefio-Bucio et al., 2019; Tabbekh et al., 2013). Este dato es importante dado que
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explicaria por qué ratones Cd5” presentan fenotipos atenuados cuando se les induce
procesos autoinmunitarios experimentales in vivo (p.ej., colitis inducida por DSS o EAE)
a pesar de generar linfocitos hiper-autorreactivos, pero también mas propensos a
fendmenos de AICD (Axtell et al., 2004; Dasu et al., 2008).

La ausencia de diferencias a nivel de apoptosis en respuesta la estimulacion con
OVA (0 AcMo anti-CD3) de células T CD4* OT-1l1 Cd6™ y OT-Il Cd6** diferiria
también de lo reportado en linfocitos T de ratones Cd6” DBA/1 estimulados con
combinaciones de AcMos anti-CD3 y anti-CD28 (Y. Li et al., 2017). En estas condiciones
las células T de ratones Cd6™ expresan niveles mas elevados de marcadores de activacion
linfocitaria (CD25 y CD69) y de apoptosis (Anexina V) pero menores de proliferacion
celular (incorporacion de BrdU) que las de ratones Cd6**. Nuestra interpretacion es que
condiciones supra-fisioldgicas de estimulacion inducen fenémenos de AICD que no se
observan cuando se utiliza la estimulacién con antigenos especificos y, por tanto,

condiciones méas proximas a las fisioldgicas.

Modelo de hipersensibilidad retardada inducida por OVA

Con la finalidad de validar in vivo los resultados obtenidos en los ensayos de
estimulacion in vitro de esplenocitos de ratones OT-11 Cd6™ y OT-11 Cd6** con OVA se
estudio la respuesta de éstos frente a un modelo de hipersensibilidad retardada (DTH)
inducida por OVA (Szczepanik et al., 2003). Este modelo se caracteriza por una primera
fase de sensibilizacion al antigeno (OVA) en la que se generan y expanden células T
CD4" especificas productoras de citocinas proinflamatorias tipo Thl (p.ej., IFN-y) tanto
efectoras como memoria, que quedan disponibles para un futuro encuentro con el mismo
antigeno (Fong & Mosmann, 1989; Szczepanik et al., 2003). En caso de reexposicion al
antigeno, células Thl especificas generadas durante ese primer encuentro se reactivan y
producen una reaccion inflamatoria en el sitio de entrada en un plazo de 24-72 h,
caracterizada por una gran infiltracion de células mononucleares, con predominio de

induracion sobre el edema (Kumar et al., 2021).

Es importante sefialar que el modelo de DTH utilizado implica la inmunizacion
de los animales por via intradérmica (i.d.) con el antigeno en solucién salina y en ausencia

de adyuvantes. De esta forma se pretendi evitar efectos inespecificos producidos por los
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adyuvantes que podrian complicar la interpretacion de los resultados mas alla de la
respuesta estrictamente antigeno especifica. En estas condiciones de ausencia de
adyuvancia se observo que los ratones OT-11 Cd6™ presentan una forma exacerbada de
DTH inducida por OVA en comparacion con los OT-11 Cd6*/*. Entre los hallazgos que
avalan esta afirmacion se encuentra el mayor grosor de las orejas en los ratones OT-II
Cd6™ asociado un mayor edema e infiltracion celular. Este tipo de fenomenos se atribuye
a un aumento de permeabilidad vascular local y de la activacion endotelial con expresién
aumentada de moléculas de adhesion endotelial como ICAM-1y VCAM-1 que favorece
el reclutamiento de células T (Kops et al., 1984; McHale et al., 1999). Por otro lado, el
analisis de los ganglios drenantes locorregionales permitié evidenciar un aumento de la
expresion de genes de citocinas y factores de transcripcion de tipo Thl de los ratones OT-
I Cd6™, lo que fue confirmado por estudios de inmunohistoquimica que evidenciaron
una mayor expresion de IFN-y, asi como de IL-22. Finalmente, la re-estimulacion ex vivo
con OVA de células T CD4* de bazo de ratones OT-11 Cd6” previamente sometidos al
modelo de DTH, permitié confirmar nuevamente una respuesta proliferativa mayor que
la de ratones OT-11 Cd6*'*.

Este grupo de resultados in vivo estaria de acuerdo con nuestras observaciones in
vitro que apoyan una funcién moduladora negativa de CD6 de la activacion de antigeno-
especifica de células T CD4*. Por el contrario, estaria en aparente desacuerdo con los
resultados obtenidos en modelos experimentales de autoinmunidad con ratones Cd6” en
fondo DBA/1, los cuales presentan formas atenuadas de encefalitis (EAE, Experimental
Autoimmune Encephalitis), uveitis (EAU, Experimental Autoimmune Uveitis) o artritis
(CIA, Collagen-Induced Arthritis) autoinmunitarias (Y. Li et al., 2017, 2020; L. Zhang et
al., 2018). La induccion de estos modelos experimentales de autoinmunidad se caracteriza
por la combinacién de autoantigenos con potentes adyuvantes como el adyuvante
completo e incompleto de Freund (CFA e IFA, respectivamente) y de productos
microbianos como M. tuberculosis. Esto podria conllevar un entorno apropiado para
desencadenar una potente activacion (supra-éptima) de los linfocitos autorreactivos que,
en ausencia de las sefiales inhibitorias de CD6, conduciria a apoptosis por exceso de
activacion (AICD) vy, por tanto, a formas atenuadas de enfermedad experimental. Esta
situacion de AICD no tendria lugar durante la estimulacion (in vitro e in vivo) en

condiciones similares a lo fisioldgico, como sucede durante el reconocimiento de OVA
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en ausencia de adyuvancia y explicaria la forma exacerbada de DTH por OVA en los
ratones OT-11 Cd6” en fondo C57BL/6.

Cabe mencionar que cuando se utilizan ratones C57BL/6 deficientes para CD6
que no expresan TCR transgénicos (Cd6™) se observan fenotipos exacerbados o
atenuados en funcion del modelo de autoinmunidad experimental utilizado (CIA y EAE,
respectivamente) (Y. Li et al., 2017; Orta-Mascaro et al., 2016). Como se ha mencionado
anteriormente, estos modelos de autoinmunidad (CIA y EAE) se inducen mediante la
exposicion a autoantigenos (coldgeno y mielina) en presencia de potentes agentes
adyuvantes (CFA/IFA y M. tuberculosis) que pueden resultar en una mayor o menor
activacion linfocitaria en funcién tanto del antigeno como de las caracteristicas genéticas
de la cepa de ratones utilizados, asi como de los mecanismos patogénicos especificos de
cada modelo experimental. Por tanto, nos encontramos en una situacion compleja en la
que la deficiencia de CD6 y, consecuentemente, su funcién inhibidora o atenuadora de la
activacion linfocitaria puede resultar en distintos fenotipos experimentales in vivo en
funcién las condiciones experimentales que acabamos de mencionar. Por otro lado, la
deficiencia de CD6 (tanto en ratones Cd6” como OT-II Cd67) lleva asociada cambios
cuantitativos y cualitativos de ciertas subpoblaciones linfocitarias funcionalmente
relevantes (Treg, CD4"Tem, CD8"Tcm, B-1a, MZB) (Catala, Velasco-de Andrés, Casadd-
Llombart, et al., 2022; Orta-Mascaro et al., 2016) que pueden jugar un papel inductor o
regulador mas o menos relevante en la etiopatogenia de cada modelo experimental dando

lugar a fenotipos atenuados o exacerbados en funcion de ello.
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Modelo de estimulacion in vitro de conjugados T-APC

Los resultados in vitro e in vivo obtenidos durante el estudio de ratones OT-11 Cd6
I~abogan por una funcion moduladora negativa (inhibidora o atenuadora) de las sefiales
generadas por el reconocimiento especifico de antigenos. No obstante, estos resultados
estarian en contradiccion con los obtenidos en estudios de formacién de conjugados T-
APC publicados por distintos grupos (Gimferrer et al., 2004; Hassan et al., 2004;
Zimmerman et al., 2006). En estos estudios se demostraba que el bloqueo de la interaccién
de CD6 con su ligando CD166/ALCAM mediante AcMos (anti-CD6 o anti-ALCAM) o
proteinas recombinantes solubles (shCD6, CD6-Fc, ALCAM-Fc) inhibe la formacion
efectiva y la maduracion de la IS, asi como las respuestas linfoproliferativas
subsiguientes, de lo cual se deduciria que CD6 tendria una funcion moduladora positiva
(potenciadora) de la activacion linfocitaria. Cabe sefialar que en estos estudios con
conjugados T-APC se ponen en contacto linfocitos T (CD4" primarias o lineas
linfoblastoides T; ambas CD6") con células presentadoras de antigeno (DCs primarias
maduras o lineas linfoblastoides B; ambas MHC clase 11" y ALCAMY) en presencia de
superantigenos (Staphylococcus enterotoxin B, SEB) que desencadenaria una muy
potente (supra-fisiologica) activacion linfocitaria T policlonal, de caracteristicas
cualitativa y cuantitativamente diferentes a la inducida durante el reconocimiento

especifico de antigenos.

En base a todo ello se incluyeron estudios de conjugados T-APC en condiciones
de estimulacion antigeno especifica, para lo cual se co-cultivaron células T CD4" de
ratones OT-11 Cd6™ o OT-II Cd6** y células DCs derivadas de médula 6sea (BMDCs)
maduradas y cargadas con OVA. En caso de haber reconocimiento especifico del antigeno
por el complejo TCR/CD3, ademas de formarse una IS madura (identificable por la
translocacion del MTOC a la zona de contacto T-APC) se producen sefiales intracelulares
y respuestas proliferativas que dependen de la afinidad del TCR por el antigeno
presentado y del balance entre las moléculas accesorias co-estimuladoras e -inhibidoras

(Lanzavecchia & Sallusto, 2001).
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De acuerdo con datos previos publicados, el receptor CD6 se acumula en la zona
central de la IS (cSMAC) y esta asociado fisicamente con el complejo TCR/CD3
(Gimferrer et al., 2004; Zimmerman et al., 2006). De la misma forma, nuestros resultados
demostraron que la traslocacion del MTOC a la proximidad de la IS se ve
significativamente disminuida en células T CD4* OT-II Cd6™, apoyando la idea de que
la interaccion de CD6 con su ligando CD166/ALCAM es importante para la correcta
formacion y maduraciéon de la IS. Esta afirmacion se confirmé al afiadir la proteina CD6
soluble (shCD6) la que disminuyd significativamente la traslocacion del MTOC en los
conjugados con células T CD4* OT-I1 Cd6*'*. Esto situaria a este receptor en una posicion

Optima para modular la sefializacion y participar en los procesos de activacion celular.

Por otro lado, el anélisis por Western blot de eventos tempranos resultantes de la
formacion de conjugados T-APC especificos para OVA, mostré una tendencia a una
menor fosforilacién de moléculas importantes en la propagacion de sefiales intracelulares
de activacién como son CD3( (Y®), PLCy (Y'®%) y ERK 1/2 (T?2/Y?04) en el caso de
células T CD4* OT-Il Cd6™. Esto indicaria que CD6 contribuye a la formacion de
complejos moleculares que amplifican las sefiales del complejo TCR/CD3 reclutando
moléculas activadoras (p.ej., SLP-76) y, por tanto, tendria una funcion moduladora
positiva (amplificadora) de la activacion linfocitaria. Nuevamente, esta afirmacion estaria
avalada por los datos de menor expresion de marcadores de membrana de activacion
linfocitaria (CD25 y CD69), asi como de una menor proliferacion observada en los
conjugados con células T CD4* OT-II Cd6™.

En resumen, los resultados obtenidos con conjugados T-APC antigeno (OVA)-
especificos estarian de acuerdo con estudios previos de diferentes grupos en los que se
utilizaron superantigenos (p. ej., enterotoxina estafilococica B (SEB)) como agentes
inductores de dichos conjugados. En ambas condiciones experimentales (antigeno y
superantigeno), CD6 aportaria, por un lado, contactos adhesivos que favorecerian la
formacion y maduracion de la IS y, por otro, sefiales adicionales que amplificarian las
sefiales activadoras generadas por el receptor clonotipico y sus moléculas asociadas
(complejo TCR/CD3).
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CDe6: ¢un receptor con propiedades funcionales duales?

Las respuestas inmunitarias requieren una coordinacion perfecta de todas las
células y moléculas que participan en las diferentes fases. Los linfocitos T son
importantes protagonistas en la induccion y regulacion de las respuestas inmunitarias
(Hernandez, 2009). El grado de expansion clonal y la respuesta efectora de las células T
es en gran medida proporcional a la dosis y la intensidad de la sefial generada por el
reconocimiento del antigeno. Este escalado de la respuesta se logra mediante la
integracion temporal de la sefializacion del TCR y de moléculas accesorias con funcion
reguladora reclutadas durante la presentacion antigénica (Mayya & Dustin, 2016). Una
respuesta suboptima de las células T, ya sea en la expansion clonal o en la expresion de
moléculas efectoras, puede dar lugar, por ejemplo, a una infeccion crénica o a escape
tumoral (Tscharke et al., 2015). Por el contrario, una respuesta exagerada, especialmente
la expansion clonal, puede causar un dafio tisular excesivo y potencialmente iniciar

reacciones autoinmunitarias (Enouz et al., 2012).

En la presente Tesis hemos utilizado diferentes modelos experimentales in vitro e
in vivo de estudio de la respuesta inmunitaria frente a un mismo antigeno especifico
(OVA) para asi analizar el papel funcional (regulador positivo o negativo) del receptor
CD6. Por lo tanto, no podemos atribuir a este importante factor (la sefial generada por el
reconocimiento del antigeno) las diferencias observadas entre los distintos modelos
analizados. La potenciacion o atenuacion de la respuesta linfocitaria antigeno-especifica
por parte de CD6 dependeria de otros factores, no menos importantes, como podrian ser
el tipo y estado funcional de las células que intervienen directamente la presentacion y el
reconocimiento antigénico, asi como de factores dependientes del microambiente en el

gue esos acontecimientos tienen lugar.

Es evidente que existen claras diferencias cuantitativas y cualitativas a nivel de
las interacciones celulares y moleculares establecidas entre las APCs y los linfocitos en
los sistemas experimentales utilizados. Asi, los estudios de estimulacion antigeno-
especifica in vitro con suspensiones de esplenocitos totales implican la utilizacion de un
sistema celular que imita en gran medida la complejidad del microambiente de los

organos linfoides secundarios — el lugar por excelencia especializado en la puesta en
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marcha de las respuestas inmunitarias. En dichas suspensiones existen diferentes tipos de
ceélulas presentadoras (M¢, DCs, B) y respondedoras (Th, Tc, Treg) que poseen diferentes
estados de maduracion y activacion funcional y que influyen y reciben las influencias de
otras células linfoides (NK, NKT, Ty), mieloides (PMN, Mastocitos) y estromales
(fibroblastos) también presentes y que aportan factores solubles o contactos celulares
adicionales. En estas condiciones experimentales, observamos que la introduccion del
antigeno (OVA) hace que las células T CD4" especificas reciban sefiales de activacion
que se ven atenuadas en presencia de CD6. Existiria la posibilidad de que la integracion
de todas las sefiales que reciben las células T CD4" en este escenario daria lugar a la
formacion de complejos multimoleculares que favorecerian la interaccion preferente de
CD6 con moléculas inhibidoras (UBASH3A, SHIP1) dando como resultado la atenuacion
neta de la respuesta de activacion linfocitaria. Esta atenuacion seria ventajosa dado que
permitiria poner en marcha la respuesta linfocitaria sin que se induzcan fenomenos de

AICD que limitarian la duracion y la eficacia de la misma.

Por otro lado, los estudios de estimulacion antigeno-especifica in vitro con
conjugados T-APC implican la utilizacién de un sistema celular reduccionista y
descontextualizado que no remeda adecuadamente la complejidad del microambiente de
los érganos linfoides secundarios. En este escenario, la integracion de las sefiales que
reciben las células T CD4" purificadas por parte de BMDCs maduras generadas in vitro
daria lugar a la formacién de complejos multimoleculares que favorecian la interaccion
preferente de CD6 con moléculas activadoras (SLP-76, ZAP-70, VAV1), dando como
resultado neto la potenciacion de la respuesta de activacion linfocitaria. Dicho de otro
modo, los linfocitos que expresan CD6 tienen una ventaja en las interacciones TCR/CD3-
pMHC sobre los deficientes en CD6, favoreciendo la formacion de la IS y los fendmenos
de activacion linfocitaria subsiguientes. Este escenario seria similar al observado en
estudios también reduccionistas de conjugados T-APC utilizando lineas linfoblastoides T
(Jurkat) y B (Raji), respectivamente, en presencia de superantigenos (SEB) (Gimferrer et
al., 2004; Zimmerman et al., 2006).

La interpretacién y conciliacion que acabamos de hacer de los resultados
obtenidos esta basada en los estudios de la composicion del signalosoma de CD6, segun
los cuales CD6 se comportaria como un receptor multifuncional que, ademas de

proporcionar contactos adhesivos facilitadores de la formacion de la IS, puede reclutar y

158



Discusion

enriquecer en moléculas atenuadoras o amplificadoras, segln las circunstancias, a los
complejos multimoleculares que se generan durante el reconocimiento antigénico. No
obstante, aceptando como correcta la interpretacion hecha de los resultados obtenidos en
cada sistema experimental, quedaria por dilucidar cual de los dos escenarios se
aproximaria mas a la situacion fisiologica y permitiria asignar definitivamente a CD6 un
papel modulador positivo 0 negativo de la activacion linfocitaria. A este respecto,
consideramos que tienen un importante peso especifico los resultados obtenidos en el
modelo in vivo de DTH inducido por OVA en ausencia de adyuvancia alguna. Estos
resultados permitirian desequilibrar la balanza en favor de una funcion de CD6 netamente
moduladora negativa de la respuesta inmunitaria. Esta afirmacion también vendria
avalada por estudios experimentales in vivo en los que la administracion de un AcMo
murino anti-CD6 humano (UMCD®6) a ratones “humanizados” para CD6 (manipulados
genéticamente para que sus linfocitos expresen CD6 humano en lugar de murino) conduce
una atenuacion de procesos experimentales de base autoinmunitaria como son EAE, UEA
o CIA (Y. Lietal., 2017, 2020; L. Zhang et al., 2018). La base molecular que explicaria
dicha atenuacion seria la internalizacion de la molécula CD6 por parte del AcMo
UMCDS, lo que privaria a los linfocitos patogénicos autorreactivos de la funcién
moduladora negativa de CD6 y, por tanto, a la induccion de fenémenos de AICD.

A diferencia de lo que ocurre con CD5, las funciones de sefializacion de CD6
también dependen de su ectodominio, de forma que CD6 actuaria como un transductor
que conecta estimulos extracelulares con respuestas intracelulares. El principal ligando
conocido de CD6 es CD166/ALCAM, el cual estd ampliamente expresado en diferentes
tipos celulares incluyendo APCs (M. A. Bowen et al., 1995). Su presencia y niveles de
expresion en cada modelo experimental son esperables que modulen la activacion
linfocitaria. Esto también aplicaria, en mayor o menor medida, a otros ligandos de CD6
como son Gal-1 y -3 que tienen una amplia distribucién tisular y, por tanto, también
estarian presentes en los sistemas experimentales in vitro aqui utilizados. Asi, por
ejemplo, Gal-1, se expresa en timo (Perillo et al., 1995) , células T y B activadas (Zufiiga
et al., 2001) y células Treg (Garin et al., 2007). Asimismo, las células DCs derivadas de
monocitos (moDC, del inglés Monocyte-Derived Dendritic Cells) expresan Gal-1, Gal-3
y Gal-9 (de La Fuente et al., 2012). Se sabe que la presencia y niveles de galectinas
regulan las respuestas linfocitarias. En concreto, Gal-1 producida por células B activadas

induce la apoptosis de células T, pero no de células B, constituyendo un posible
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mecanismo por el que las células B pueden regular la funcién y la supervivencia de las
celulas T (Zufiga et al., 2001). Las células Trg también expresan Gal-1 cuando se activan
y el bloqueo de Gal-1 reduce significativamente los efectos inhibidores de las células Treg
humanas y de raton (Garin et al., 2007). En el caso de las DCs se ha visto que la
disminucion de expresion de Gal-1, contribuye a la exacerbacion de respuestas efectoras
Th1/Thl7 (de La Fuente et al., 2012). Todo ello sugiere la presencia y los niveles de
galectinas pueden condicionar los fendmenos de activacion observados en los distintos
modelos experimentales. Las galectinas interaccionan con carbohidratos presentes en
maltiples glicoproteinas de membrana linfocitaria T (CD3, CD7, CD43, CD45, etc.)
incluido CD6 (Escoda-Ferran et al., 2014). Gracias a su estructura dimérica (Gal-1) o
multimérica (Gal-3), pueden entrecruzarlas y formar complejos multiméricos de
sefializacion intracelular que modulan la activacion linfocitaria en sentido positivo
(activacion) o negativo (apoptosis) (Jin et al., 2021). En el caso especifico de CD6, Gal-
1 y Gal-3 interfieren las interacciones adhesivas mediadas por la pareja CDG6-
CD166/ALCAM Yy la expresion de CD6 interfiere la apoptosis inducida por ambas
galectinas en linfocitos T activados (Escoda-Ferran et al., 2014). Por todo ello, es
importante considerar la contribucion de las interacciones mediadas por galectinas u otras
proteinas reguladoras presentes en el microambiente celular a la hora de abordar el papel
funcional de CD6 en distintos modelos experimentales in vitro e in vivo de activacion

linfocitaria.

Aunque nadie duda de la utilidad de los estudios in vitro para analizar las
respuestas inmunitarias especificas, esto no es impedimento para que los estudios in vivo
validen o no sus resultados. Las mdltiples variables que pueden influir en la percepcién
de la sefial de reconocimiento antigénico in vivo pueden conducir a que las respuestas
finalmente se atenlen o exacerben, independientemente de la magnitud intrinseca de
dicha sefial (Corse et al., 2011). Por otro lado, entender el comportamiento de los
linfocitos T como células interdependientes y que actlan segun interacciones a nivel
poblacional, puede ofrecer valiosas pistas para entender su funcionamiento en diferentes
contextos in vivo (infecciosos, autoinmunitarios o tumorales). El control de la activacion,
expansion y diferenciacion de las células inmunitarias estd determinado principalmente
por la competencia por factores tréficos de supervivencia y de otros factores limitantes.

Sin embargo, los beneficios de las interacciones y funciones de forma cooperativa pueden
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a menudo superar los beneficios de cada célula que actia de forma autbnoma (Amado et

al., 2013; Doganer et al., 2016; Uhl & Gérard, 2020; Zenke et al., 2020).

No esté claro si las células T actuan independientemente unas de otras o incluso
de otros tipos celulares o si sus comportamientos estan coordinados. En la actualidad la
comprension de la regulacion de las respuestas de las células T se centra en gran medida
en los mecanismos extrinsecos a la poblacién de células T convencionales. Por ejemplo,
las sefiales proporcionadas por las DCs y las células Treg, las cuales son capaces de
estimular y restringir, respectivamente, las células T convencionales. Existirian también
mecanismos intrinsecos por los que los miembros de una poblacion se controlan
mutuamente y la fuerza de las sefiales reguladoras aumenta con el tamafio de la poblacién.
Es importante destacar que la regulacion intrinseca y extrinseca de la poblacion no se
excluye mutuamente. Esto significa que una capa de regulacién intrinseca a las células T
convencionales podria integrar las sefiales extrinsecas proporcionadas por las DCs y las
células Treg (Zenke et al., 2020). Se ha denominado “quorum” al concepto por el que las
células pueden percibir mutuamente y ajustar su comportamiento en consecuencia
(Waters & Bassler, 2005). De esta forma, las células regulan su comportamiento en funcion
de la abundancia celular, la densidad y el estado de activacion, permitiendo a la poblacion
actuar como una entidad multicelular. La regulacion del quorum programa la dinamica
de la poblacién a pesar de la heterogeneidad de las células individuales y, de hecho,
integra esta variabilidad como un componente esencial del control de la poblacién ya que
un comportamiento idéntico de todas las células llevaria a la extincion de la poblacion en
el momento en que la tasa de muerte superara la tasa de division (You et al., 2004). Segun
el concepto de ‘“quorum”, se formarian nichos donde las células experimentan
condiciones similares y existe comunicacion intercelular, como de retroalimentacion a
través de receptores que regulan la dinamica de expansion clonal. En el caso de las células
T CD4", los mecanismos de control de la poblacién aln estan difusamente definidos. No
obstante, el estudio de células T CD8" activadas y sus interacciones con multiples tipos
celulares ha permitido caracterizar dos circuitos retroalimentacion antagonicos, en donde
la co-estimulacién de estas células T comenz6 con la expresion de CD80 y CD86 que
impuls6 un circuito de retroalimentacion positiva mediado por CD28 e IL-2,
promoviendo la supervivencia. Mientras, que estas mismas moléculas también indujeron
la expresion de CTLA-4 de forma mediada por IL-2 y dependiente de la densidad celular,

creando asi un circuito de retroalimentacion inhibidor anidado que limito la expansién de
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las células T (Zenke et al., 2020). Esto demostraria que los miembros de la poblacion se
perciben mutuamente y ajustan su comportamiento en consecuencia (Waters & Bassler,
2005), evitando una expansion excesiva que pueda conllevar a una inmunopatologia

devastadora.

En funcion de estos conceptos y de la informacion disponible sobre CD6, se podria
especular que este receptor participaria modulando los mecanismos intrinsecos de la
comunicacion intercelular en funcién del contexto celular. Esa capacidad moduladora de
CD6 residiria en su potencial para interactuar tanto con reguladores positivos (SLP-76,
ZAP70, VAV1) como negativos (UBASH3A/STS-2, SHIP1) de la activacion linfocitaria
(Mori et al., 2021). La dualidad de CD6 se pondria de manifiesto cuando se evalua su
funcion en el contexto de diferentes modelos de enfermedad en ratones con diferentes
fondos genéticos. Asi, ratones C57BL/6 deficientes para CD6 experimentan una forma
exacerbada de CIA, lo que apoyaria una funcion inhibidora de CD6 (Orta-Mascaro et al.,
2016). Por el contrario, los mismos ratones experimentan formas atenuadas de EAE y de
psoriasis inducida por imiquimod, apoyando una funcion activadora de CD6 (Consuegra-
Fernandez, Julia, et al., 2018; Consuegra-Fernandez, Martinez-Florensa, et al., 2017). Por
su parte, ratones DBA/1 deficientes para CD6, experimentan formas atenuadas de EAE,
UEA y CIA (Y. Li etal., 2017, 2020; L. Zhang et al., 2018). Cabe sefialar aqui que los
ratones C57BL/6 son en general mas resistentes que los DBA/1 a la induccion de los
distintos modelos de autoinmunidad antes mencionados, y eso puede constituir un factor

importante en la disparidad de respuestas observadas.

En cualquier caso, la disparidad también observada en los estudios in vivo que
acabamos de mencionar da una idea de la complejidad del papel desempefiado por CD6
en la fisiologia de las células T. Dicha complejidad debe ser tenida muy en cuenta a la
hora de trasladar a la clinica los resultados obtenidos en modelos experimentales murinos
de enfermedades autoinmunitarias. En base a ellos, se considera hoy diaa CD6 como una
nueva diana terapéutica en autoinmunidad, asi como también en cancer (Gurrea-Rubio &
Fox, 2022). De hecho, la inmunoterapia con un AcMo humanizado anti-CD6 humano
(Itolizumab) esta ya en fase de ensayo clinico con aparente exito en psoriasis y artritis
reumatoide (Dogra et al., 2020; Rodriguez et al., 2018). Sin embargo, el modo de accion

de los AcMos terapéuticos anti-CD6 esté lejos de ser comprendido, lo que refleja las
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incertidumbres y las controversias que aun rodean las funciones mecéanicas y bioldgicas
de CD6.

En este trabajo confirmamos mediante nuestro modelo de estimulacién antigénica
especifica, es decir, en presencia de sefiales de intensidad y duracion fisiologicas como
las generadas durante el reconocimiento antigénico por el receptor clonotipico de los
linfocitos, la importancia del contexto celular como un factor determinante de la
naturaleza de las sefiales transmitidas a través de CDB6, el que ahora se puede definir como

un receptor dual o ambivalente de las células T.
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2. Analizar cambios en el perfil transcriptomico de células linfoides inducidos por
la expresion de variantes funcionalmente relevantes de CD5, asi como por la

expresion de CD6.

Identificacion de la expresion de CD6 en las subpoblaciones de células B humanas

en recién nacidos y adultos

La relevancia de la expresion de CD6 en la funcion de las células B se mantiene
poco explorado. Se habia descrito una alta expresién de CD6 en las células B-1a (CD5"
CD45RA") de amigdalas, que a la vez expresan CD5 (Alonso et al., 2010). Ademas, dos
estudios reportaron la expresion de CD6 en células de leucemia linfocitica crénica (B-
CLL) (Bertha Beatriz Socarras Ferrer et al., 2009; Osorio et al., 1997). Por ultimo, en
ratones se demostro que CD6 se expresa en células B-1a provenientes de sangre periférica
y bazo, pero no en células del B-1a del peritoneo (Enyindah-Asonye, Li, Xin, etal., 2017).

Este estudio aporta por primera vez, informacion de la expresion de CD6 en las
diferentes subpoblaciones de células B humanas, tanto en recién nacidos como en adultos.
Se demostr6 que los niveles de expresién de CD6 permanecen bajos en todas las
subpoblaciones de células B en condiciones basales o en ausencia de estimulacion. Sin
embargo, cuando estas células son estimuladas, ya sea con estimulos T-dependientes o T-
independientes, la expresion de este receptor aumenta, aungque no alcanza valores
estadisticamente significativos. Esto ocurre en ambas poblaciones de estudio, aunque en
adultos existe una mayor expresion en células naive, células de memoria IgM y B CD5*
que la expresion de CD6" en las células CSW. Estos resultados van en la misma linea de
lo demostrado por Osorio et al., en donde células leucémicas de LLC-B expresan CD6 y
tras la activacion con Staphylococcus aureus Cowan | (SAC) y IL-2, estas células

aumentan la expresion de CD6 (Osorio et al., 1997).

Para entender el rol de CD6 en las células B, se evaluaron marcadores de
activacion en células Daudi que expresan CD6 en condiciones basales, y se observd un
aumento significativo de la expresion de CD69" y CD86". Cuando estas células fueron
estimuladas a diferentes concentraciones de anti-lgs, también se observa un aumento de
la expresion del marcador CD86", pero a medida que aumenta la concentracion del

estimulo, se reducen las diferencias significativas. Por el contrario, cuando utilizados una
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combinacién de estimulos T dependientes CD40" y CD80" se encuentran disminuidos,
con un aumento de expresién de CD86". Un estudio demuestra que existen diferencias en
la sefalizacion entre CD80 y CD86, tras la activacion linfocitaria CD80 (y CD40)
proporciona sefiales negativas para la proliferacion y secrecion de 1gG en células B
normales y linfomas de células B, y por el contrario, CD86 fomenta la actividad de las
células B (Suvas et al., 2002). Estos resultados indican que CD6 tiene una funcion
inmunomoduladora en las células B, la cual seria dependiente de la potencia del estimulo.
Recordando la capacidad de esta molécula en regular tanto positiva como negativamente
el BCR, en nuestro sistema experimental favoreceria la reclusion de moléculas
relacionadas con la activacion celular. Algo importante de sefialar, que el estudio de Suvas
et al, indica que CD8O0 tiene funciones duales, en donde en linfomas aumenta la expresién
de Fas y FasL, y a su vez, induce apoptosis. En cambio, en células B normales, no logra
inducir Fas y FasL o apoptosis. La naturaleza dual de los eventos de sefializacion también
se ha informado en el caso de la activacion CD40, y que podria ocurrir también con CD6
(Funakoshi et al., 1994).

Una de las importancias de estudiar este receptor en células B, es su potencial
aplicabilidad clinica en tratamientos en las células B leucémicas. Hasta la fecha, escasos
estudios demuestran un posible papel, el primero de estos, demostré en células de
pacientes con LLC-B que el AcMo murino ior-t1A, inhibe la apoptosis inducida tras
estimulacion con anti-lgM (Osorio et al., 1997; Osorio, Jondal, et al., 1998). Una década
mas tarde al primer estudio, mediante ingenieria genética se obtuvo una version
humanizada de ese AcMo murino (ior-t1A) anti-CD6 humano, designado T1h. Este
anticuerpo monoclonal T1h (Itolizumab) reconoce moléculas CD6 expresadas en células
tumorales de pacientes con leucemia de LLC-B y es capaz de inducir apoptosis de estas
células, pero no en linfocitos normales (CD19" CD20") (Pharmaceutical Compositions
Capable of Inducing Apoptosis in Tumour Cells, Useful for Diagnosis and Treatment of b-Chronic
Lymphocytic Leukaemia, 2007). Interesantemente, una desventaja importante en los
tratamientos con anticuerpos monoclonales con especificidad a otras moléculas de las
células B, como CD52 y CD20, es que su efecto terapéutico antitumoral es muy limitado,
induciendo también la eliminacion de los linfocitos normales del individuo (Ntickel et al.,
2005). Esta falta de especificidad es un factor de riesgo para la aparicion frecuente de
infecciones en los pacientes tratados (Ravandi & O’Brien, 2006). Segun nuestros resultados,

la expresion de CD6 en todas las subpoblaciones de células B normales es bajo, incluso

165



Discusion

tras la estimulacién de estas células las diferencias no fueron significativas con respecto
a los niveles basales. Un estudio en células B de pacientes con LLC-B CD6" CD5" se
observo una sobreexpresion de CD6 en comparacion a los niveles de células B de adultos
sanos, lo que podria explicar su especifica eficacia(Bertha Beatriz Socarras Ferrer et al.,
2009) .

Posteriormente, se realiz6 un primer estudio clinico de fase | para evaluar la
seguridad de la administracién del Itolizumab en pacientes con SL CD6" (leucemia
linfocitica cronica- B, linfoma no hodgkiniano B, linfoma T cutaneo y leucemia T) y
obtener resultados preliminares del efecto terapéutico. Este estudio fue ejecutado en el
Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI), La Habana, Cuba (Izquierdo Cano et al.,
2014). Se incluyeron 4 pacientes con LLC-B (media 69 afios) y al momento de la
inclusion todos los pacientes se encontraban en un estadio I11-1V de la enfermedad y
previamente habian recibido varios esquemas de tratamiento. Los resultados fueron
favorables, en donde todos los pacientes tuvieron alguna mejoria clinica, tras 12 semanas
de tratamiento y fue bien tolerado. Sin embargo, los autores destacan que usar dosis mas
altas podria mejorar la respuesta clinica, al igual que lo observado con otros anticuerpos

monoclonales que han demostrado mejor eficacia en dosis altas.

Por otra parte, se ha demostrado que las deleciones en las bandas cromosémicas
11g22-g23 son una de las aberraciones cromosémicas mas frecuentes en la LLC-B. Los
pacientes que padecen LLC-B con delecién 11q se caracterizan por una gran afectacion
de los ganglios linfaticos, una rapida progresion de la enfermedad y una corta
supervivencia. Este estudio demostr6 que las células de LLC-B con delecion 11q
presentaban niveles significativamente inferiores tanto de moléculas de adhesion (ej.
CD11a/CD18, PECAM-1 y LFA-3) como de receptores involucrados en sefializacion
celular (CD6, CD45, CD35y CD39) que se correlacionaban con una menor supervivencia
(Sembries et al., 1999).

A pesar de que existen algunos estudios clinicos, la funcion de este receptor en
células B no ha sido bien caracterizada. Nuestros resultados transcriptomicos con las
células Daudis revelan que CD6 estaria implicado es la sobreexpresion de vias de
sefializacion relacionadas a proteinas ribosomales, sefializacion via Ras/STAT, via de

sefializacion de la interleucina 7, el factor de transcripcion Runx2 que regula los huesos,
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sintesis de queratan sulfato, sefializacion de fgfr4, sefializacion nuclear del receptor

tirosina quinasa ErbB4

Con los recientes avances en las inmunoterapias dirigidas a las células T y/o B,
los receptores co-inhibidores/ co-estimuladores son de creciente interés para los
inmundlogos debido a sus potenciales propiedades inmunomoduladoras de las funciones
linfocitarias. En el caso de CD6, constituye un marcador bioldgico de interés en la
evaluacion del prondstico en la LLC y la posibilidad establecerse como una potente
alternativa terapéutica. Sin embargo, para evitar resultados clinicos no deseados, es
importante considerar un andlisis funcional de este receptor linfocitario en diversos
contextos fisioldgicos. Asi como en las células T, es probable que también se caracterice
por tener una funcién ambivalente. Nuestros resultados aportan la necesidad de evaluar
la funcidn de este receptor en cada subpoblacion de células B, ya que la mayoria de los
estudios los agrupa con los marcadores CD19" CD20°, evitando su correcta
identificacion. Ademas, se considerar las diferencias de la expresion de CD6 en células
B de humanos y ratdn. Esta ausencia de correlacion se debe considerar en los estudios en
modelos experimentales murinos, que deseen continuar los estudios del rol de esta

molécula en las células B.
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Los resultados bajo nuestras condiciones de estimulacion indicarian que el
receptor CD6 participaria modulando de forma positiva la activacion de células B, es
decir, actuando como un co-estimulador del BCR. Sin embargo, se debe mencionar que
cuando aumenta la potencia del estimulo las diferencias disminuyen. Una hipdtesis de
esta situacion seria que CD6 comenzaria a reclutar efectores intracelulares inhibidores
para evitar una sobreactivacion celular. Lo que corresponderia con los estudios del
signalosoma, el cual indica que CD6 puede reclutar efectores de sefiales intracelulares
estimuladoras (SLP76, ZAP70, VAV1), pero también moléculas inhibidoras
(UBASH3A/STS-2) reguladoras de la activacion de las células T (Mori et al., 2021). Por
otro lado, también podria ocurrir que CD6 no logre tener una potencia suficiente para

inhibir la activacién en contextos de estimulacidn supra-fisiologicas o continuas.

Cambios en expresion génica de las isoformas Ala471 y Val471 de CD5 en células
Daudi

Existen evidencias de que el SNP rs2229177C>T de CD5 (Ala471>Val), se ha
seleccionado positivamente en la evolucion de algunas poblaciones humanas, lo cual
hablaria en favor de un papel relevante de CD5 en la regulacion de las respuestas
inmunitarias contra agentes ambientales (Moreno-Estrada et al., 2009). Dada la compleja
funcién del receptor CD5 y su capacidad para modular diferentes procesos
inmunoldgicos, es dificil definir con precision como las diferencias entre las variantes
podrian traducirse en una ventaja fenotipica. Otra prueba que demuestra la relevancia de
este SNP, es el alelo derivado Val471 (en estado homocigoto) asociado a un mejor

prondstico de la leucemia linfocitica cronica (Sellick et al., 2008).

El receptor CD5, ademas de otras funciones puede actuar como un receptor de
patrones moleculares asociados a patégenos (Soldevila et al., 2011), concretamente su
ectodominio se une a componentes conservados de la pared celular de los hongos, los -
glucanos, y que dicha interaccion induce tanto la activacion de MAPK como la liberacién
de citocinas (Vera et al., 2009). Dado a que este SNP tiene ubicacidn citoplasmatica, es
probable que module la posterior activacion y/o diferenciacion de los linfocitos hacia una
respuesta inmune mas adaptativa. Por el momento, no se conoce que evento dio lugar a

esta seleccidn natural de la poblacion asiatica oriental y nativa americana. En este sentido,
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no se descarta la presencia de otros ligandos actualmente no identificados y que estén

involucrados en el papel adaptativo de esta variante.

Cada vez hay mas pruebas que demuestran la importancia clinica de la variacion
de los genes CD5. Sin embargo, los mecanismos moleculares que conducen a dicha
variacion son poco conocidos. En el caso del SNP rs2229177C>T de CD5 (Ala4d71>Val),
pocos estudios han permitido conocer sus implicaciones en los primeros eventos de
sefializacion. En transfectantes de células COS7 que expresan la variante Ala471, la
estimulacion de CD5 con mAbs anti-CD5 dio lugar a una menor fosforilacion de MAPK
en comparacion con los transfectantes Val471. También, se ha visto que los linfocitos T
de individuos con la variante de Ala471 (rs2229177CC), presentan respuestas
linfoproliferativas superiores a los portadores de la variante Val471 (rs2229177TT) en
respuesta a AcMo anti-CD3 o a zymosan (Carnero-Montoro et al., 2012; Cenit et al.,
2014). Asi mismo, se observo diferencias similares en transfectantes con la variante
Alad71 en células HEK293 estimuladas con Zymosan (una particula fangica rica en f-
glucano) (Carnero-Montoro et al., 2012). Estos estudios proporcionan informacion sobre
el papel de las isoformas de CD5, pero presentan la limitacion experimental de utilizar un
tipo celular que no corresponde a células T y B y por el otro lado, el uso de células
primarias de donantes es un modelo de estudio mas representativo de lo fisiol6gico, pero

con una gran variabilidad genémica individual gue no se restringe sélo al SNP en estudio.

En nuestro modelo de células Daudi que expresan las isoformas Ala471 o Val471
de CD5, observamos diferencias relevantes en la expresion génica diferencial en funcion
de la variante de CD5. En el caso de CD5-Val471, segln nuestros resultados esta isoforma
tiene una mayor capacidad de sefializacion supresora y el transcriptoma de las células
Daudi que expresan esta variante, presentan un incremento de las vias que regulan la
sintesis del colesterol. Esto se correlacionaria con un reciente estudio, que demuestra que
el metabolismo del colesterol es fundamental en la mediacion de la capacidad reguladora

de las células B humanas, a través del control de expresién de IL-10 (Bibby et al., 2020).

Por otra parte, existen estudios que relacionan el receptor CD5 con la capacidad
de inducir la produccion de DAG en células T, mediante dos vias, dependiente e
independiente del TCR. La via relacionada con el TCR depende del reclutamiento y la
activacion de la fosfolipasa C especifica de la fosfatidilcolina (PC-PLC), mientras que la

via independiente del TCR induce la sintesis de novo de DAG, a través de una via que no
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es la PC-PLC (Simarro et al., 1997, 1999). Ademas, uno de los hallazgos mas relevantes
de este estudio fue la demostracién de un requisito funcional de la regién distal de CD5
para regular la produccion de DAG, pero que en ese momento no fue aclarado. Segun
nuestros resultados, la ubicacion de este SNP podria modular esta via y su potencia
dependeria de la variante, en donde el DAG generado conlleva la activacion de
esfingomielinasa acida (A-SMasa) (Cifone et al., 1995) y sus metabolitos resultantes
(ceramidas) han sido implicados en la activacion de otros elementos de sefializacion aguas
abajo (PKC-{, NF-kB, etc.) y en la modulacion de los efectos celulares pleiotropicos
(desde la proliferacion y diferenciacion celular hasta la detencién del crecimiento y la
apoptosis) (Hannun, 1996).

Por otro lado, la isoforma CD5-Ala471 es una variante que tiene menor capacidad
de sefializacion supresora y el transcriptoma de las células Daudi correspondiente,
presenta un incremento de las vias de sefializacion como NTRK, Wnt, Rho, Vav1l, Nef,
metabolismo de la glucosa y transporte de aminoacidos. Esto se podria explicar, a través
de lo observado tras la activacion de células T naive, que inducen un cambio metabdlico
consistente con un aumento de las vias glucoliticas en detrimento de las vias del colesterol
(Almeida et al., 2016; Menk et al., 2018) . Asimismo, un estudio demuestra que la
deficiencia de CD5 aumentaria la actividad metabdlica de los linfocitos T circulantes
favoreciendo el transporte de metabolitos, la glucdlisis, la sintesis de aminoacidos y
respiracion celular (Whitley et al., 2022). Estos datos se aproximarian a nuestros
resultados con la isoforma de CD5-Ala471 que se caracteriza por tener una menor
capacidad sefalizadora supresora.

La relevancia clinica de este SNP es su asociacion en diferentes patologias
inmunitarias, entre los cuales estan los portadores homocigotos del haplotipo ancestral
P224-A471 (CC) que se asocian a formas clinicamente mé&s agresivas de lupus
eritematoso sistémico que el haplotipo P224-VV471 (CT) (Cenit et al., 2014). También,
se analizo la influencia de este SNP en pacientes con LLC, en donde los pacientes con
LLC homo o heterocigotos para el alelo ancestral A471 (C) de CD5 tienen una SLP
significativamente prolongada, pero exclusivamente en los casos con una prolina en lugar
de una leucina en la posicion 224 (P224L) y con genes IGHV mutados (LLC menos
agresiva) (Delgado et al., 2017). De igual manera, pacientes con melanoma y con este

haplotipo P224- A471 presentan un mejor prondstico y una mayor expectativa de vida
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Discusion

(Potrony et al., 2016). Con nuestros datos aportamos a la explicacion molecular de este
fendmeno, en base a que los estudios transcriptomicos indicarian que la variante Ala471
es menos eficiente para transmitir sefiales inhibitorias durante la activacion del TCR/BCR
(Carnero-Montoro et al., 2012; Cenit et al., 2014; Soldevila et al., 2011). Estos resultados
apoyan la nocién de que CD5 no es sélo un marcador fenotipico, sino un actor relevante
en la biologia celular de la célula B, por ende, también en diferentes patologias
autoinmunitarias y neoplasicas. Nuestros resultados revelan las implicaciones de una
sustitucion no sindnima en su dominio citoplasmatico a nivel molecular y su impacto a
nivel del metabolismo y sefializacion celular, por este motivo, proponemos que se incluya
este SNP durante el diagnostico y prondstico de pacientes con patologias autoinmunes o

tumorales.
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V1. CONCLUSIONES






Conclusiones

CD6 is a highly complex molecule, which acts during lymphocyte activation by
orchestrating both extracellular and intracellular signals, mainly through its

ectodomain and long cytoplasmic tail.

CDG6 is a receptor with ambivalent function and can deliver either positive  or
negative intracellular signaling, depending on the cellular context.

CD6 is involved in the immune synapse, co-localizing with the TCR and
participating in the stabilization of these interactions, through the binding to its
CD166/ALCAM ligand.

CD6 expression levels are low in all B-cell subsets from adult peripheral blood
(Naive B cells, IgM memory cells, Class switched memory, Transitional B, B
CD5%) and human neonatal B cell subsets (Naive B, Transitional B, B CD5").
However, when these cells under TD or TI mimicking conditions were stimulated,

CD6 expression increased in all B-cell subsets, but not significantly.

CD6 in our experimental system promoted the reclusion of molecules related to

cell activation, acting as a BCR co-stimulator.

CD5 is not just a phenotypic marker on B cells, but it also could modulate the
transcriptome with effects on metabolite transport, glycolysis, and amino acid
synthesis. The more recently derived Pro224-Val471 allele increases metabolic
activity (cholesterol synthesis), by acting as a very strong negatively modulating
the antigen-receptor (BCR), compared to the ancestral CD5 Pro224-Ala471.
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