
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Facultat de Medicina 

Departament de Biologia Cel·lular, Immunologia i Neurociències 

Unitat d’Immunoreceptors 

Paper del receptor CD84 en 

l’activació mastocitària 

Tesi doctoral presentada per:

Irene Oliver Vila 

 

Per optar al grau de: 

Doctora per la Universitat de Barcelona 

 

 

 

 

Directora de la tesi: Dra. Margarita Martín Andorrà 

 

 

 

 

 

Barcelona, Juny del 2009 





 

 

 

 

 

 

A la meva família. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“La vida és el que et passa mentre fas plans per tenir-ho tot lligat” 

Lluís Gavaldà 





AGRAÏMENTS 

 

Aquest treball ha estat possible gràcies a l’atenta direcció de la Doctora Margarita 

Martín. Per aquest motiu vull agrair-li la seva dedicació, paciència i perseverança, fins i 

tot en moments delicats, durant aquests anys de feina. Vull fer extensiu el meu 

agraïment al Doctor César Picado, per confiar en la meva persona i per tot el suport i 

l’ajuda rebuda; i també al Doctor Pablo Engel, per donar-me l’oportunitat de poder 

realitzar la tesi al seu grup. 

La realització de la tesi és com un viatge d’aventures. Hi ha moments per gaudir, per 

espantar-se, per plorar i per riure. Però sobretot suposa una experiència 

d’aprenentatge, de superació personal i de creixement professional. Com en tots els 

viatges, el suport de la gent, tant la que vas coneixent pel camí, com la que sempre ha 

estat al teu costat, és fonamental per acabar l’etapa amb èxit. En el meu cas, han estat 

moltes les persones que han aportat el seu granet de sorra per ajudar a fer-me més 

planer i agradable el viatge. Vull agrair a totes aquestes persones el seu suport i la 

seva ajuda. Espero no deixar-me ningú i si això passa, no era la meva intenció i ho 

lamento moltíssim. 

En primer lloc, dono les gràcies a tots els meus companys de feina, pels bons moments 

compartits i per la complicitat. De tots he après alguna cosa, tant dels que em van 

donar la mà per iniciar aquest camí: el Xavi, la Sandra, la Ifigènia i la Miriam; com dels 

que han compartit la part final del viatge, i han tingut la paciència de suportar l’estrès 

que això comporta: el Jordi, l’Erola, la Ivonne, el Nel, la Laia, l’Adriana (els dinars no 

serien el mateix sense ella), la Jessica i la Natàlia. Gràcies amics per fer-me costat. 

Agraeixo especialment el suport donat als meus tres companys de fatigues: al Jordi, 

que sempre ha significat per mi molt més que un company de laboratori, i sense 

l’humor del qual tot això hagués estat molt més difícil i segurament les meves bromes 

una mica més incompreses. Més enllà de les bones estones, també vull agrair-li la 

complicitat i tota l’ajuda que m’ha donat. A l’Erola, per l’amistat que em va brindar des 

del primer moment i que s’ha anat consolidant dia a dia. Per ser tan dolça i perquè 

trobar-me amb ella ha estat una de les millors experiències. A més a més, conèixer-la 

m’ha permès aprendre un nou “diccionari” de termes científics (i redescobrir les 

utilitats de la parafina). I a la Ivonne (toc, toc), l’alegria personificada i el motiu per 



somriure cada matí. Per ajudar-me a cuidar les nostres “nenes” i intentar sempre que 

vegi el costat positiu de les coses. I per regalar-me mitja portada de la tesi. El suport, 

l’ajuda i la companyia de la “trigueña” més encantadora ha fet molt més agradable la 

feina dia a dia. No m’oblido dels seus nois, el Borja i el Siscu, els seus “cuidadors”, per 

ajudar-la a fer més fàcil la seva estada i per preocupar-se sempre dels avenços de la 

meva tesi. 

Més enllà de les portes del laboratori del nostre grup, he conegut també molta gent 

que amb un somriure, una abraçada, o unes paraules, ha ajudat a que tot això es 

convertís en una experiència inoblidable, començant pels nostres “veïns”: el Lluís, el 

Joan, la Bàrbara, la Laura, la Susana, la Núria, la Raquel i, com no, l’Anna (Molitas), 

companya de lluites fins el final i artífex d’unes sessions de teràpia impagables. 

Aquesta última etapa no hagués estat possible sense la seva ajuda. També incloc en 

aquest grup les meves companyes de berenar, l’Anna Boronat, per ser tan encantadora 

i estupenda i la Trini; mai un anticòs havia donat tants bons resultats. 

No seria just en tots aquests agraïments oblidar-me d’aquells que fa anys que conec i 

que han “crescut” al meu costat. Gràcies a les meves amigues inseparables, a les dues 

que han fet que el terme “millor amiga” deixi de sonar ridícul i infantil, per convertir-se 

en una cosa realista i bonica: l’Eva, la persona més dolça del món, i la Laura, que em 

va ajudar a entendre què era la simbiosi. Dues persones amb les que he compartit 

molts moments de la meva vida, alguns d’inoblidables i plens d’alegria, i d’altres cops 

durs i difícils. Però, sempre han estat al meu costat i això les converteix en persones 

indispensables a la meva vida. A elles, i als seus companys: el Xavi, tot un gentelman; i 

el Cristian, un rondinaire entranyable, que han augmentat, si cap encara més, la 

cohesió que ens uneix. 

També volia agrair a la resta d’amics els moments viscuts, les experiències 

compartides, diferents a mesura que passen els anys, però estimulants igualment, i els 

moments de desconnexió tan necessaris durant els anys dedicats a aquesta tesi. 

Gràcies Blanca, Miguel, David F., Cristina, Oriol, Ana, David D., Iban i Mari. I gràcies a 

la Sonia i el Carlos; els seus sopars sónn la millor manera de culminar la setmana. 

No voldria deixar de dedicar unes paraules a totes les persones, que més enllà del 

cercle professional o d’amistat, han participat en el meu creixement personal. Entre 

totes aquestes agreixo la devoció amb que sempre m’han cuidat els meus avis, la 



Ramona, el Ramon, la Teresa i el Vicente. El destí ha volgut que cap d’ells sigui 

físicament amb mi en aquests moments, però la dedicació i l’esforç invertit en 

convertir-me en una persona de bé han fet que hagi pogut arribar fins aquí. En aquest 

sentit, no m’oblido als meus “tercers” avis, la Clara i l’Emilio (i les seves filles, la Sabi i 

la Pepi), que sempre es preocupen per mi i han participat en la meva educació des que 

tenia tres mesos de vida. Espero que avui puguin estar orgullosos del seu resultat. I 

evidentment, també agraeixo la resta de la família, tiets i cosins (Dolors, Vicente, 

Elvira, Meri, Víctor, Raul, Miguel i Lucía), que m’han inculcat perquè és tan important 

fer pinya; i a la meva família política, la Júlia, l’Albert, la Mireia i “associats”, per acollir-

me com una més i fer-me sentir part dels seus cada dia. 

He deixat pel final l’agraïment a la meva família directa. No perquè fos menys 

important, sinó tot el contrari, perquè vull que en llegir això, l’última idea que vingui a 

la memòria siguin les paraules que els hi dedico. Gràcies als meus pares per tot el que 

m’han cuidat. Pel suport incondicional que m’han donat a cada pas de la meva vida i 

pels bons consells que sempre han tingut per mi. Són el meu exemple i el meu model 

a seguir i espero que algun dia algú arribi a estimar-me com jo els estimo a ells. 

Gràcies a la Marteta, la petitona, la meva nena. Per tots els moments viscuts juntetes i 

els que ens queden. I perquè ens estimem molt. Espero que la seva història es 

converteixi en tot un exemple de superació personal. I finalment, l’ocasió es mereix 

que agraeixi degudament tot el suport rebut a la persona que ha estat, està i estarà 

sempre al meu costat. La persona que m’ha ajudat en tot moment, que m’ha escoltat, 

que m’ha abraçat quan necessitava consol, que m’ha fet riure quan estava decaiguda i 

també que ha rigut amb mi, que ha gaudit amb els moments que hem passat junts i 

de qui he après tantíssimes coses. I el millor, que tot això ho seguirem fent sempre. 

Gràcies, Jordi. 

 



 



Índex                                                                       Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

ÍNDEX 

 Pàgina

 

I. INTRODUCCIÓ ............................................................................................. 1

 

1. CARACTERÍSTIQUES DELS MASTÒCITS ............................................................ 3

1.1 Biologia bàsica dels mastòcits ................................................................... 3

1.2 Funcions dels mastòcits ............................................................................ 5

1.2.1 Funcions immunomoduladores dels mastòcits ............................................ 6 

2. FISIOPATOLOGIA DEL MASTÒCIT .................................................................... 8

2.1 Paper dels mastòcits en la inflamació al·lèrgica .......................................... 8

2.2 Paper dels mastòcits en les malalties al·lèrgiques ....................................... 9

2.2.1 Asma ...................................................................................................... 9

2.2.2 Rinitis al·lèrgica ....................................................................................... 10

2.2.3 Dermatitis atòpica .................................................................................... 11

2.2.4 Anafilaxi .................................................................................................. 12

2.2.5 Mastocitosi .............................................................................................. 13

2.2.6 Malaltia al·lèrgica de l’ull ........................................................................... 13

2.3 Paper dels mastòcits en les malalties no al·lèrgiques .................................. 14

3. RECEPTOR D’ALTA AFINITAT PER LA IgE (Fc�RI) .............................................. 14

3.1 Estructura del Fc�RI .............................................................................................. 15

3.2 Regulació de l’expressió del Fc�RI .......................................................................... 16

3.3 Funcions biològiques del Fc�RI .............................................................................. 17

4. TRANSDUCCIÓ DE SENYALS EN MASTÒCITS A TRAVÉS DEL Fc�RI ..................... 18

4.1 Via primària de LYN ................................................................................. 20

4.1.1 LAT ......................................................................................................... 20

4.1.2 PLC� ....................................................................................................... 21

4.1.3 GRB2-SOS I GADS-SLP76-VAV .................................................................. 22

4.2 Via complementària de FYN ...................................................................... 24

4.2.1 NTAL ....................................................................................................... 24

4.2.2 PI3K ....................................................................................................... 25

4.2.3 BTK i SK-S1P ........................................................................................... 26

4.2.4 AKT i PDK1 .............................................................................................. 27

4.2.5 GRB2, SOS i VAV ..................................................................................... 27

5. REGULACIÓ DE LA TRANSDUCCIÓ DE SENYALS A TRAVÉS DEL Fc�RI ................. 30



Índex                                                                       Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

5.1 Molècules potenciadores de l’activació dels mastòcits ................................. 30

5.1.1 KIT ......................................................................................................... 30

5.1.2 Receptors acoblats a proteïna G (GPCRs):  S1P1, S1P2, receptor d’adenosina 

A3 i receptor de C3a ......................................................................................... 31

5.2 Molècules inhibidores de l’activació dels mastòcits ...................................... 32

5.2.1 Efecte dual de les cadenes � i � del Fc�RI .................................................. 32

5.2.2 Regulació negativa a través de PTKs: LYN, FPS/FES i FER ........................... 33

5.2.3 Regulació negativa a través de fosfatases lipídiques: SHIP i PTEN ............... 35

5.2.4 Regulació negativa a través de fosfatases de tirosines en proteïnes: SHP-1 i 

SHP-2 .............................................................................................................. 36

5.2.5 Regulació negativa a través de molècules adaptadores: LAT, NTAL, LAX, 

DOK, RabGEF1, Cbl i CIN85 ............................................................................... 37

5.2.6 Regulació negativa a través de receptors que contenen ITIMs: Fc�RIIB ....... 42

5.2.7 Regulació negativa a través de receptors que no contenen ITIMs: CD200R, 

Fc�RI i CD63 .................................................................................................... 43

6. PERSPECTIVES I IMPLICACIONS TERAPÈUTIQUES ............................................ 44

7. FAMÍLIA DE RECEPTORS SLAM I FAMÍLIA D’ADAPTADORS SAP .......................... 47

7.1 Família de receptors SLAM o família del CD150 .......................................... 47

7.1.1 CD84 ...................................................................................................... 50 

7.2 Família d’adaptadors SAP i EAT-2 .............................................................. 52

7.2.1 SAP ......................................................................................................... 53

7.2.2 EAT-2 ..................................................................................................... 56

7.3 XLP: Malaltia limfoproliferativa lligada al cromosoma X ............................... 57

7.3.1 Identificació de SH2D1A com el gen responsable de la malaltia XLP ............. 59

7.3.2 Defectes en la funció dels limfòcits i implicació de les alteracions en la 

senyalització a través dels receptors de la família SLAM en la malaltia XLP ............ 59

 

II. OBJECTIUS I PLANTEJAMENT .................................................................... 63

 

1. Objectius generals ........................................................................................... 65

2. Objectius específics ......................................................................................... 65

 

III. MATERIALS I MÈTODES ............................................................................ 67

 

1. LÍNIES CEL·LULARS I REACTIUS ...................................................................... 69

1.1 Línies cel·lulars ........................................................................................ 69

1.2 Reactius .................................................................................................. 69

1.2.1 Anticossos ............................................................................................... 69



Índex                                                                       Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

1.2.2 Reactius .................................................................................................. 70

1.2.3 Reactius per DNA ..................................................................................... 71 

2. CONSTRUCCIÓ DE PLÀSMIDS .......................................................................... 72

2.1 Construcció de quimeres: CD244-CD84 ..................................................... 72

2.2 Construcció de mutants puntuals: CD84 Y262F, CD84 Y279F i CD84 Y299F . 73

2.3 Construcció de dobles mutants: CD84 Y262F/Y299F ................................... 74

2.4 Construcció de mutants de deleció: CD84 �cua citoplasmàtica i CD84 �Y324 75

2.5 Seqüenciació del DNA............................................................................... 75

3. SISTEMES DE TRANSFECCIÓ ............................................................................ 76

3.1 Transfeccions transitòries ......................................................................... 76

3.1.1 Electroporació de cèl·lules COS amb el sistema AMAXA ................... 76

3.2 Transfeccions estables ............................................................................. 77

3.2.1 Electroporació de cèl·lules RBL-2H3 ............................................... 77

3.2.2 Selecció de poblacions positives mitjançant boles magnètiques 

conjugades a un anticòs anti-immunoglobulines de ratolí ........................ 78

4. ANÀLISI DE FLUX DE CALCI PER CITOMETRIA .................................................. 79

5. ASSAIG D’ALLIBERACIÓ DE �-HEXOSAMINIDASA .............................................. 80

5.1 Assaig d’alliberació de �-hexosaminidasa en RBL-2H3 ................................. 81

5.2 Assaig d’alliberació de �-hexosaminidasa en LAD-2 .................................... 82

6. ANÀLISI D’EXPRESSIÓ DE GENS ....................................................................... 83

6.1 Aïllamentt del RNA missatger d’una línia cel·lular ....................................... 83

6.2 Retrotranscripció de RNA a cDNA .............................................................. 84

6.3 Amplificació per PCR ................................................................................ 85

7. ANÀLISI DE PROTEÏNES .................................................................................. 86

7.1 Activació cel·lular ..................................................................................... 86

7.1.1 Activació per a la línia RBL-2H3 ................................................................. 86

7.1.2 Activació per a la línia LAD-2 ..................................................................... 86

7.2 Biotinilació .............................................................................................. 87

7.2.1 Biotinilació en cèl·lules RBL-2H3 ................................................................ 87

7.2.2 Biotinilació en cèl·lules LAD-2 ................................................................... 88

7.3 Immunoprecipitació ................................................................................. 88

7.4 Assaigs d’activitat d’ERK, P38, JNK i AKT ................................................... 90

7.5 Electroforesi de proteïnes (SDS-PAGE) ...................................................... 91

7.6 Western-Blot ........................................................................................... 92

8. CITOMETRIA DE FLUX ..................................................................................... 94

8.1 Anàlisi d’expressió de proteïnes de membrana ........................................... 94

 



Índex                                                                       Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

9. ESTUDIS DE REORGANITZACIÓ DEL CITOESQUELET PER INCORPORACIÓ DE 

PHALLOIDINA ..................................................................................................... 96

9.1 Estudis de reorganització del citoesquelet en cèl·lules adherents per 

microscopia de fluorescència .......................................................................... 96

9.2 Estudis de reorganització del citoesquelet per citometria de flux .................. 97

10. ANÀLISI DE L’ACTIVACIÓ DE GENS ................................................................  98

10.1 Estudi de l’activació de gens reporters de luciferasa en cèl·lules RBL-2H3 .. 98

 

IV. RESULTATS ................................................................................................ 101

 

A. RESULTATS OBTINGUTS AMB LA LÍNIA CEL·LULAR RBL-2H3 ............................. 103

 

1. Transfecció de la línia cel·lular RBL-2H3 amb el receptor CD84 humà .................. 103

1.1 Generació de la línia cel·lular transfectant CD84 RBL-2H3............................ 103

1.2 Modulació de l’expressió del receptor CD84 en cèl·lules CD84 RBL-2H3 

després de l’activació ..................................................................................... 104

2. El receptor CD84 altera el flux de calci depenent d’IgE ....................................... 105

3. El receptor CD84 altera el procés de ruffling de la membrana cel·lular induït per 

l’activació a través del Fc�RI ................................................................................ 106

4. El receptor CD84 inhibeix la desgranulació depenent d’IgE en cèl·lules RBL-2H3 .. 107

4.1 Perfil d’alliberació de �-Hexosaminadasa a diferents dosis d’IgE anti-DNP en 

cèl·lules RBL-2H3 control i cèl·lules CD84 RBL-2H3 .......................................... 108

4.2 Perfil d’alliberació de �-Hexosaminadasa a diferents dosis de DNP-HSA en 

cèl·lules RBL-2H3 control i cèl·lules CD84 RBL-2H3 .......................................... 109

5. La inhibició de la desgranulació està mitjançada per la interacció homotípica 

CD84-CD84 ......................................................................................................... 110

5.1 Efecte de la interacció homotípica CD84-CD84 en la desgranulació .............. 110

5.2 La substitució del domini extracel·lular del CD84 reverteix la inhibició de la 

desgranulació depenent d’IgE ........................................................................ 111

6. La senyalització a través del receptor CD84 mitjança la inhibició de la 

desgranulació ...................................................................................................... 113

6.1 L’eliminació de la cua citoplasmàtica del CD84 reverteix la inhibició de la 

desgranulació ................................................................................................ 113

6.2 La generació de nous mutants del receptor CD84, confirmen l’efecte 

inhibitori d’aquest receptor ............................................................................. 114

7. La proteïna adaptadora SAP és independent del mecanisme d’inhibició del CD84 

en cèl·lules CD84 RBL-2H3 ................................................................................... 116



Índex                                                                       Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

7.1 Determinació de la unió de la molècula adaptadora SAP i la fosfatasa SHP-2 

al receptor CD84 ........................................................................................... 116

7.2 Efecte dels mutants dels dominis d’unió a SAP del receptor CD84 en la 

desgranulació de cèl·lules RBL-2H3 ................................................................ 117

8. Els mutants per les tirosines 279 i 324 reverteixen l’efecte inhibitori del CD84 

observat en la desgranulació ................................................................................ 118

9. El CD84 es fosforila després de la lligació de la IgE: fosforilació diferencial de 

proteïnes en cèl·lules RBL 2H3 control i cèl·lules CD84 RBL-2H3 ............................. 121

9.1 La lligació de la IgE potencia la fosforilació del receptor CD84 en cèl·lules 

CD84 RBL-2H3 .............................................................................................. 121

9.2 L’activació a través del Fc�RI potencia la fosforilació de les proteïnes c-CBL i 

DOK-1 en cèl·lules CD84 RBL-2H3 respecte cèl·lules control ............................. 122

9.3 La fosforilació de les proteïnes c-CBL i DOK-1 és proporcional a l’efecte 

inhibitori del CD84 ......................................................................................... 123

9.4 La fosforilació de les proteïnes c-CBL i DOK-1 es troba disminuïda en els 

mutants del CD84 que reverteixen la seva funció inhibidora (Y279F i �Y324) ..... 124

10. La fosforilació de les MAPK ERK1/2, P38 i JNK es troba afectada en cèl·lules 

CD84 RBL-2H3 .................................................................................................... 126

10.1 Les cèl·lules CD84 RBL-2H3 presenten alteracions en l’activació de la 

cascada de MAPK .......................................................................................... 126

10.2 Els mutants que reverteixen l’efecte inhibitori del receptor CD84 presenten 

una fosforilació de MAPK normal en comparació amb cèl·lules RBL-2H3 control . 127

11. La fosforilació d’AKT es troba afectada en cèl·lules CD84 RBL-2H3 .................... 127

11.1 Les cèl·lules CD84 RBL-2H3 presenten alteracions en l’activació d’AKT ....... 128

11.2 Els mutants que reverteixen l’efecte inhibitori del receptor CD84 presenten 

una fosforilació d’AKT normal en comparació amb cèl·lules RBL-2H3 control ...... 128

12. La secreció de citocines es troba alterada en cèl·lules CD84 RBL-2H3 ................ 129

 

B. RESULTATS OBTINGUTS AMB LA LÍNIA CEL·LULAR COS .................................... 132

 

1. La cinasa LYN participa en la fosforilació del receptor CD84 ................................ 132

2. Fosforilació diferencial de les tirosines de la cua citoplasmàtica del receptor CD84 

per la cinasa LYN ................................................................................................ 133

2.1 La mutació puntual de la tirosina 279 i la deleció de la tirosina 324 

redueixen la fosforilació del CD84 per la cinasa mLYN ...................................... 133

2.2 La combinació de les mutacions Y279F i �Y324 inhibeix completament la 

fosforilació del CD84 per la cinasa mLYN ......................................................... 135



Índex                                                                       Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

3. La cinasa FES participa en la fosforilació del receptor CD84 ................................ 136

4. Fosforilació diferencial de les tirosines de la cua citoplasmàtica del receptor CD84 

per la cinasa FES ................................................................................................. 137

4.1 La mutació puntual de la tirosina 279 i la deleció de la tirosina 324 

redueixen la fosforilació del CD84 per la cinasa FPS/FES .................................. 137

4.2 La combinació de les mutacions Y279F i �Y324 inhibeix completament la 

fosforilació del CD84 per la cinasa FPS/FES ..................................................... 139

5. La cinasa FYN fosforila totes les tirosines del receptor CD84 ............................... 140

 

C. RESULTATS OBTINGUTS AMB LA LÍNIA CEL·LULAR LAD2 .................................. 143

 

1. Estudi d’expressió dels receptors de família del CD150 en la línia cel·lular LAD-2: 

Elevada expressió del receptor CD84 i expressió induïble del receptor CD150 .......... 143

1.1 La línia cel·lular LAD-2 presenta una elevada expressió del receptor CD84 ... 143

1.2 Expressió d’altres receptors de la família SLAM: CD244 i CD229 .................. 144

1.3 Modulació de l’expressió dels receptors CD84 i CD150 després de l’activació  145

2. Estudi d’expressió de molècules de senyalització intracel·lular en cèl·lules LAD-2 . 146

2.1 La molècula adaptadora SAP no es troba expressada en cèl·lules LAD-2 ...... 146

2.2 La línia cel·lular LAD-2 expressa la cinasa FPS/FES ..................................... 147

3. La lligació de la IgE comporta una disminució de la polimerització del citoesquelet 

d’actina en cèl·lules LAD-2 ................................................................................... 148

3.1 Determinació de l’expressió del Fc�RI en cèl·lules LAD-2 ............................ 148

3.2. Alteració de la polimerització del citoesquelet d’actina en cèl·lules LAD-2 

després de l’activació a través del Fc�RI .......................................................... 149

4. El tractament amb un anticòs monoclonal contra el CD84 altera la 

despolimerització del citoesquelet d’actina en cèl·lules LAD-2, després de la lligació 

de la IgE ............................................................................................................. 150

5. Corba dosi-resposta en la desgranulació depenent d’IgE en cèl·lules LAD-2 ......... 151

6. El tractament amb un anticòs monoclonal contra el CD84 afecta la desgranulació 

depenent d’IgE, però no la desgranulació depenent d’estímuls osmòtics, en cèl·lules 

LAD-2 ................................................................................................................. 152

6.1 Alteració de la desgranulació depenent d’IgE en cèl·lules LAD-2 tractades 

amb un anticòs monoclonal anti-CD84 ............................................................ 152

6.2 El tractament amb un anticòs monoclonal anti-CD84 no afecta la 

desgranulació depenent d’estímuls osmòtics (Manitol) en cèl·lules LAD-2 .......... 153

7. El tractament amb un anticòs monoclonal contra el CD84 potencia la fosforilació 

de la proteïna DOK-1 en l’activació depenent de la IgE .......................................... 154



Índex                                                                       Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

8. El tractament amb un anticòs monoclonal contra el CD84 afecta la fosforilació de 

la MAPK ERK en cèl·lules LAD-2, després de la lligació de la IgE ............................. 155

9. El tractament amb un anticòs monoclonal contra el CD84 afecta la fosforilació 

d’AKT en cèl·lules LAD-2 després de la lligació de la IgE ........................................ 156

 

V. DISCUSSIÓ .................................................................................................. 159

 

1. Identificació del receptor CD84 com una nova molècula inhibidora de la 

senyalització mitjançada pel Fc�RI en mastòcits .................................................... 162

1.1 El receptor CD84 inhibeix la desgranulació mastocitària .............................. 162

1.2 Les tirosines 262 i 299, que es troben dins de motius d’unió a la família 

d’adaptadors SAP, no participen en el mecanisme inhibitori del CD84; mentre 

que les tirosines 279 i 324 es troben involucrades en la inhibició mitjançada pel 

receptor CD84 ............................................................................................... 164

2. Les proteïnes DOK-1 i c-CBL es troben implicades en el mecanisme de 

senyalització del receptor CD84 ............................................................................ 166

3. El receptor CD84 disminueix l’activació de les MAPK ERK, JNK i P38 i la secreció 

de citocines induïdes per l’activació a través del Fc�RI ........................................... 168

4. El receptor CD84 altera la fosforilació d’AKT induïda pel Fc�RI ............................ 171

5. El receptor CD84 altera el flux de calci en cèl·lules CD84 RBL-2H3 ...................... 172

6. El receptor CD84 afecta la reorganització del citoesquelet .................................. 173

7. Les cinases LYN i FPS/FES fosforilen de manera diferencial les tirosines presents 

a la cua citoplasmàtica del receptor CD84. La cinasa FYN fosforila totes les tirosines 

del CD84 ............................................................................................................ 176

8. Possibles molècules directament implicades en el mecanisme inhibitori del CD84 . 178

9. L’activació mastocitària comporta una disminució de l’expressió del receptor 

CD84 .................................................................................................................. 182

10. Implicacions funcionals del receptor CD84 ....................................................... 183

 

VI. CONCLUSIONS ........................................................................................... 185

VII. BIBLIOGRAFIA ......................................................................................... 189

VIII. ANNEX ..................................................................................................... 221

 



 

 



Abreviatures                                                             Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

 

ABREVIATURES 

AICD: Activation-induced cell death (Mort cel·lular induïda per activació). 

ALLN: N-Acetyl-Leucinyl-Leucinyl-Norleucinal. 

AP1: Activation protein 1 (Proteïna d’activació 1). 

APC: Cèl·lula presentadora d’Antigen. 

APS: Ammonium Persulfate (Persulfat d’amoni). 

Arg (R): Arginina. 

Asn (N): Asparagina. 

Asp (D): Aspartat. 

BCR: Receptor per la cèl·lula B. 

BMMC: Bone Marrow-derived Mast Cell (Mastòcit derivat de la medul·la òssia). 

BSA: Bovine serum albumin (Albúmina sèrica bovina). 

BTK: Burton’s Tyrosine Kinase (Cinasa de tirosines de Burton). 

CBA: Cytometric Bead Array (Selecció per boles mitjançant citometria). 

CD40L: CD40 Ligand (Lligand del CD40). 

cDNA: Àcid desoxiribonucleic complementari. 

CSH: Hipersensibilitat cutània. 

DC: Cèl·lula dendrítica. 

DNA: Àcid desoxiribonucleic. 

DNP-HSA: 2,4-Dinitrophenyl- Human Serum Albumin (2,4-Dinitrofenil-Albúmina sèrica 

humana). 

DOK1: Docking protein 1. 

DTH: Delayed-Type Hypersensitivity (Hipersensibilitat de tipus retardat). 

EBV: Epstein-Barr Virus. 

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Assaig per immunoabsorció lligat a 

enzims). 

ERK: Extracellular-signal-regulated kinase 1 (Cinasa regulada per senyals 

extracel·lulars). 

ERT: EAT-2-related transducer (Transductor relacionat a EAT-2). 

FACS: Fluorescence Analizer Cell Sorter (Separador de cèl·lules analitzades per 

fluorescència). 

F-actina: Filamentous actin (Actina Filamentosa). 



Abreviatures                                                             Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

 

Fc�RI: Receptor d’alta afinitat per la IgE. 

Fc�RI�: Cadena alfa del receptor d’alta afinitat per la IgE. 

Fc�RI�: Cadena beta del receptor d’alta afinitat per la IgE. 

Fc�RI�: Cadena gamma del receptor d’alta afinitat per la IgE. 

FCH: FPS/FES/FER/CIP4 Homology. 

FCS: Sèrum Boví Fetal. 

GAB2: Grb2-associated binding protein 2 (Proteïna 2 d’unió associada a GRB2). 

GADS: GRB2-related adaptor downstream of SHC protein (Adaptador relacionat a GRB2 

per sota de la proteïna SHC). 

Glu (E): Glutamat. 

GDP: guanosine diphosphate (Difosfat de Guanosina). 

GPCRs: G-protein-coupled receptors (Receptors acoblats a proteïna G). 

GPI: Glycosyl-phosphatidylinositol (Glicosil fosfatidilinositol). 

GRB2: growth-factor-receptor-bound protein 2 (Proteïna 2 unida al receptor del factor 

de creixement).  

GTP: guanosine triphosphate (Trifosfat de guanosina). 

HSC: Cèl·lula mare hematopoiètica. 

ICOS: Inducible Co-Stimulator (Co-estimulador induïble). 

ICRAC: Calcium-release-activated calcium current (Corrent de calci activada per 

alliberació de calci). 

Ig: Immunoglobulina. 

IgE: Immunoglobulina E. 

IL: Interleucina. 

Ile (I): Isoleucina. 

IP: Immunoprecipitació. 

IP3 (InsP3): Inositol 1,4,5-trisphosphate (Inositol 1,4,5-trifosfat). 

ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif (Motius d’activació dels 

immunoreceptors basats en tirosina). 

ITIM: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif (Motius d’inhibició dels 

immunoreceptors basats en tirosina). 

ITSM: Immunoreceptor Tyrosine-based Switch Motif (Motius de canvi basats en 

tirosina). 

JNK: JUN amino-terminal kinase (cinasa amino-terminal de JUN). 

Kd: Constant de dissociació. 
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KLRG1: Killer Cell Lectin-like Receptor G1 (Receptor G1 de tipus lectina de mort 

cel·lular). 

LAD-2: Laboratory of allergic diseases 2 (Laboratori 2 de malalties al·lèrgiques). 

LAT: Linker for Activation of T cells (Connector per a l’activació de cèl·lules T). 

LCMV: Lymphocytic Choriomeningitis Virus (Virus de la coriomeningitis limfocítica). 

Leu (L): Leucina. 

LPS: Lipopolisacàrid. 

mAb: Anticòs monoclonal. 

MAPK: Mitogen-activated protein kinases (Cinases de proteïnes activades per mitogen). 

MCMV: Murine Cytomegalovirus (Citomegalovirus de ratolí). 

NFAT: Nuclear factor of activated T cells (Factor nuclear de cèl·lules T activades). 

NF-��: Nuclear factor-�� (Factor nuclear ��). 

NGF: Nerve Growth Factor (Factor de creixement nerviós). 

NK: Natural killer (Cèl·lula citotòxica natural). 

NTAL: Non-T-cell activation Linker (Connector d’activació de cèl·lules no-T). 

PAF: Platelet-activation factor (Factor d’activació plaquetari). 

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reacció en cadena de la polimerasa). 

PDK1: 3-phosphoinositide dependent protein kinase 1 (Proteïna cinasa 1 depenent de 

3-fosfoinositol). 

PE: Phycoerythrin (Ficoeritrina). 

Phe (F): Fenilalanina. 

PI3K: Phosphoinositide 3-kinase (Fosfoinositol 3-cinasa). 

PIP2 (PtdIns(4,5)P2): Phosfatildylinositol 4,5-bisphosphate (Fosfatidil inositol 4,5-

bifosfat). 

PIP3 (PtdIns(4,5)P3): Phosfatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (Fosfatidil inositol 3,4,5-

trifosfat). 

PIP5K: Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase (Fosfatidilinositol-4-fosfat 5-cinasa). 

PIX: PAK-interacting exchange factor (Factor d’intercanvi d’interacció amb PAK). 

PLC: Fosfolipasa C. 

PMA: Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (Forbol 12-Miristat 13-Acetat). 

PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride (Fenilmetilsulfonil Fluorós). 

PLD: Fosfolipasa D. 

PTB: Phosphotyrosine Binding Domain (Domini d’unió a tirosines fosforilades). 

PtdIns(4,5)P2: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (Fosfatidil inositol-4,5-bifosfat). 
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PTEN: Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10 (Fosfatasa i 

homòloga de tensina deleccionada al cromosoma 10). 

PTK: Proteïna tirosina cinasa. 

PTP: Protein-Tyrosine Phosphatases (Fosfatases de tirosines en proteïnes). 

PVDF: Polyvinylidene fluoride (Polivinilidé fluoròs). 

RBL: Rat Basophilic Leukemia (Leucèmia de basòfils de rata). 

RNA: Àcid ribonucleic. 

RT-PCR: Real-Time Polymerase Chain Reaction (Reacció en cadena de la polimerasa a 

temps real). 

S1P: Sphingosine 1-phosphate (Esfingosina 1-fosfat). 

SAP: SLAM-Associated Protein (Proteïna associada a SLAM). 

SCF: Stem cell factor (Factor de cèl·lules mare). 

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate (Sulfat dodecil de sodi). 

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Electroforesis 

de gels de poliacrilamida de sulfat dodecil de sodi). 

SFM: Serum Free Media (Medi lliure de sèrum). 

SH2: SRC homology 2 (Domini 2 d’homologia a les cinases SRC). 

SHC: SH2-domain containing transforming protein C (Proteïna C transformant que 

conté un domini SH2). 

SHIP: SH2-domain-containig inositol-5-phosphatase (Inositol-5-fosfatasa que conté un 

domini SH2). 

SHP: SH2-domain-containing protein tyrosine phosphatase (Fosfatasa de tirosines en 

proteïnes que conté un domini SH2). 

SK: Sphingosine kinase (esfingosina cinasa). 

SLAM: Signaling Lymphocyte Activation Molecule (Molècula senyalitzadora d’activació 

dels limfòcits). 

SLP76: SH2-domain-containig leukocyte protein of 76 kDa (Proteïna leucocitària de 76 

kDa que conté un domini SH2). 

SOCs: Store-operated chanels (Canals operats per reserves). 

SOS: Son of sevenless homologue. 

STIM1: Sensor stromal interaction molecule 1 (Molècula 1 d’interacció al sensor 

estromal). 

TBS-T: Tris-Buffered Saline Tween-20 (Solució salina amb Tween-20 tamponada amb 

Tris). 
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TCR: Receptor de la cèl·lula T. 

TFH: T Follicular Helper. 

TGF�1: Transforming Growth Factor �1 (Factor �1 de creixement transformant). 

TH: T Helper. 

Thr (T): Treonina. 

TKB: Tyrosine Kinase Binding (Cinasa d’unió a tirosines). 

TLR: Toll-Like Receptor. 

TNF: Tumor-necrosis factor (Factor de necrosis tumoral). 

TRITC: Tetramethyl Rhodamine Iso-Thiocyanate (Tetrametil rodamina iso-tiocianat). 

Tyr (Y): Tirosina. 

Val (V): Valina.  

WB: Western Blot. 

WCL: Whole Cell Lysate (Llisats cel·lulars totals). 

XLP: X-linked Lymphoproliferative Disease (Malaltia limfoproliferativa lligada al 

cromosoma X). 

ZAP70: Zeta-chain-associates protein kinase 70 (Proteïna cinasa 70 associada a la 

cadena zeta). 
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I. INTRODUCCIÓ 

Els mastòcits són cèl·lules efectores que participen com a mecanisme de defensa del 

sistema immunitari innat i que també actuen com a cèl·lules reguladores de la resposta 

immunitària adaptativa, on funcionen a través de receptors de la superfície cel·lular. 

Entre aquests receptors, els més estudiats són els que reconeixen el fragment Fc de 

les immunoglobulines (Galli et al., 2005a; Marshall and Jawdat, 2004; Mekori, 2004; 

Rivera et al., 2008). L’activació dels mastòcits requereix de la coordinació d’una sèrie 

d’esdeveniments que comencen amb l’agregació depenent d’al·lergen del receptor 

d’alta afinitat per la IgE (Fc�RI) ocupat per anticossos IgE, i es propaga a l’interior de 

la cèl·lula per ensamblar una sofisticada xarxa de molècules senyalitzadores que 

controlen la resposta de la cèl·lula en front de certs estímuls o exposicions a al·lèrgens 

determinades (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). La xarxa de senyalització pot diferir segons 

el tipus i la força de l’estímul (Gonzalez-Espinosa et al., 2003) i la seva regulació es pot 

donar a molts nivells, empleant proteïnes i lípids que poden tenir rols positius, negatius 

o duals en la coordinació i regulació de les respostes (Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Kraft 

and Kinet, 2007; Rivera and Gilfillan, 2006).  

1. CARACTERÍSTIQUES DELS MASTÒCITS 

1.1 Biologia bàsica dels mastòcits 

Els mastòcits són cèl·lules derivades de cèl·lules mare hematopoiètiques pluripotencials 

CD34+ i es desenvolupen a partir d’un progenitor de cèl·lula mieloide sota la influència 

de factors de creixement, SCF (Stem Cell Factor) i citocines, que també regulen el 

desenvolupament dels diversos subtipus de mastòcits. Aquest tipus cel·lular circula a la 

sang en forma de precursors, i la seva maduració es dóna posteriorment a la seva 

migració a teixits vascularitzats o cavitats seroses, on resideixen finalment aquests 

mastòcits (Kawakami and Galli, 2002; Kirshenbaum et al., 1991; Kitamura, 1989; 

Metcalfe et al., 1997; Mitsui et al., 1993; Toru et al., 1998). Els mastòcits es troben 

ben posicionats, a la pell o les barreres vasculars i mucoses, per ser uns dels primers 

tipus cel·lulars del sistema immunitari que interaccionen amb antígens i al·lèrgens 

ambientals, patògens invasors i toxines (Bischoff, 2007; Galli et al., 2008). 
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Els mastòcits sovint s’han considerat l’equivalent tissular dels basòfils, donat que 

ambdós tipus cel·lulars contenen grànuls plasmàtics basofílics, alliberen histamina i 

expressen el receptor d’alta afinitat per la IgE (Fc�RI), però anàlisis morfològics i 

funcionals més detallats indiquen que els mastòcits humans són més propers als 

monòcits i macròfags, mentre que els basòfils comparteixen propietats principalment 

amb els eosinòfils (Agis et al., 1996; Denburg, 1992; Foster et al., 2002; Huang et al., 

1993; Nakajima et al., 2001). 

 

Fig 1. Imatge d’un mastòcit. Imatge obtinguda per microscopia confocal d’un mastòcit. Pertany a un 
tall histològic de teixit connectiu. Imatge extreta de la base de dades d’imatges del Histology Learning 
System de la Universitat de Boston (http://www.bu.edu/histology/). 

Els mastòcits poden proliferar després d’una estimulació adequada, de l’augment del 

seu reclutament i de la maduració local dels seus progenitors. Per altra banda, 

processos de remodelació tissular, processos inflamatoris i respostes de cèl·lules T 

helper 2 (TH2) poden donar lloc a un augment del nombre de mastòcits, a canvis en la 

seva distribució tissular, i a canvis en les seves característiques fenotípiques. Tots 

aquests processos estan finament regulats a través de diversos factors de creixement 

(ex: TGF�1, Transforming Growth Factor �1), citocines (ex: IL-13, IL-4, IL-9), 

quimiocines i el principal factor de desenvolupament i supervivència en mastòcits, el 

SCF (Kawakami and Galli, 2002; Kitamura, 1989; Metcalfe et al., 1997; Miller et al., 

1999; Ryan et al., 2007).  

Els mastòcits secreten una gran varietat de productes biològicament actius que poden 

potenciar funcions pro-inflamatòries, antiinflamatòries i/o immunosupressores (Galli et 
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al., 2005a; Galli et al., 2005b; Mekori and Metcalfe, 2000; Sayed et al., 2008). La força 

i la natura de la resposta mastocitària a diversos estímuls activadors pot ser 

influenciada per factors genètics i microambientals que poden afectar el patró 

d’expressió o les propietats funcionals dels receptors de superfície o de les molècules 

senyalitzadores que contribueixen a aquesta resposta (Blank and Rivera, 2004; Galli et 

al., 2005a; Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

Els mastòcits es consideren les cèl·lules efectores claus en la inflamació al·lèrgica 

(Bischoff and Crowe, 2005; Bradding et al., 2006; Gurish and Austen, 2001; Leung et 

al., 2004), tot i que també presenten moltes altres funcions als teixits (Bischoff, 2007). 

1.2 Funcions dels mastòcits 

Entre les funcions fisiològiques dels mastòcits, es troben la regulació de funcions 

epitelials (secreció i permeabilitat epitelial); de funcions del múscul llis (peristalsis i 

broncoconstricció); de funcions endotelials (flux sanguini, coagulació i permeabilització 

vascular); de funcions immunitàries (regulació de respostes innates i adaptatives, 

tolerància perifèrica i reclutament i activació de neutròfils, eosinòfils i limfòcits); de 

funcions neuronals (interaccions neuroimmunes, peristalsis i dolor) i d’altres funcions 

tissulars (cicatrització i fibrosis). Les funcions realitzades pels mastòcits es troben 

mitjançades per l’ampli ventall de mediadors alliberats per aquest tipus cel·lular (Fig 

2.) (Bischoff, 2007; Galli et al., 2005b; Lu et al., 2006; Vliagoftis and Befus, 2005). La 

implicació dels mastòcits en aquest gran nombre de funcions explica perquè aquest 

tipus cel·lular es troba implicat en diferents tipus de patologies, a més dels desordres 

al·lèrgics (veure apartat 2., Fisiopatologia del mastòcit) (Bischoff, 2007). 

Pel que fa a les funcions immunitàries, s’ha descrit que els mastòcits tenen un paper 

central en la defensa de l’hoste en front de bacteris i paràsits, mitjançant l’alliberació 

de citocines i altres mediadors que recluten neutròfils, eosinòfils i cèl·lules T helper 2 a 

llocs d’infecció (Malaviya and Georges, 2002; Marshall, 2004). Gran part de les 

funcions que realitzen els mastòcits al sistema immunitari consisteixen, més que en 

funcions efectores, en funcions immunomoduladores. 
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Fig 2. Funcions dels mastòcits humans i paper en la inflamació al·lèrgica. Resum de les funcions 
dels mastòcits. FGF, Fibroblast growth factor; IL, interleucina; LTC4, leucotrié 4; PGD2, prostaglandina 2; 
TGF�, Transforming growth factor-�; TNF, Tumor-necrosis factor; VLA4, Very late antigen 4. Basat en el 
model de (Bischoff, 2007). 

1.2.1 Funcions immunomoduladores dels mastòcits 

A part de les seves funcions com a cèl·lules efectores, els mastòcits expressen diverses 

molècules co-estimuladores que els permeten funcionar com a cèl·lules 

immunomoduladores, és a dir, que poden realitzar efectes sobre altres cèl·lules del 

sistema immunitari (DCs, cèl·lules T, cèl·lules B, monòcits, macròfags i granulòcits) i 

sobre altres cèl·lules estructurals (cèl·lules endotelials vasculars, cèl·lules epitelials i 

cèl·lules del múscul llis). En aquest sentit, els mastòcits poden tenir un paper 

immunomodulador positiu i un paper immunomodulador negatiu (Galli et al., 2008). 

S’han descrit tres possibles hipòtesis que determinen el motiu pel qual els mastòcits 

tenen la capacitat d’exercir funcions immunomoduladores tan positives com negatives: 

a) que les funcions immunomoduladores positives o negatives depenen del llinatge 

dels mastòcits; b) que els mastòcits poden tant potenciar com més tard limitar certes 

respostes immunes innates i adaptatives; i c) que les funcions immunomoduladores 

positives o negatives depenen en gran part del marc biològic de l’individu (Galli et al., 

2008). A favor de la segona hipòtesi (b) es troba el fet que els mastòcits són 
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importants per promoure l’homeòstasi, fins i tot en els casos en què inicialment i amb 

la finalitat de promoure la defensa de l’hoste, han estat els mateixos mastòcits els qui 

han pertorbat aquesta homeòstasi (Maurer et al., 2004; Metz et al., 2006; Piliponsky et 

al., 2008; Schneider et al., 2007). 

Funcions immunomoduladores positives 

Els mastòcits presenten funcions immunoreguladores positives que poden promoure la 

defensa de l’hoste o promoure una malaltia, i que reflecteixen l’acció dels seus 

mediadors emmagatzemats o de les seves citocines. Entre els efectes 

immunomoduladors positius dels mastòcits podem trobar les següents funcions, 

revisades a (Galli et al., 2008): 

- Promoure la migració, maduració, diferenciació i funció de cèl·lules del sistema 

immunitari a través de la secreció de factors com el TNF (Tumor-Necrosis 

Factor), quimiocines, leucotriens, proteases i mediadors com la histamina. 

- Presentar antígens a les cèl·lules T o incrementar la presentació d’antigen 

mitjançant la captura d’antígens units a IgE a través del Fc�RI, posteriorment a 

la qual entren en un procés d’apoptosi. 

- Promoure la producció d’IgE per part de les cèl·lules B (secretant IL-4, IL-13 i 

CD40L). 

- Promoure el reclutament de cèl·lules del sistema immunitari mitjançant la 

producció de TNF i altres mediadors que incrementen l’expressió de molècules 

d’adhesió per part de cèl·lules endotelials vasculars. 

- Promoure respostes de cèl·lules T helper 2 a través dels efectes que tenen 

certes prostaglandines en la maduració de les DC. 

- Promoure la producció de quimiocines i citocines per part de cèl·lules del 

múscul llis de les vies aèries, mitjançant la secreció de TNF, IL-4 i IL-13. 

- Contribució a la hiper-reactivitat i la inflamació en models d’inflamació al·lèrgica 

de les vies aèries (Kim et al., 2007; Nakae et al., 2007; Reuter et al., 2008). 

- Promoure la supervivència de l’hoste en models d’infecció bacteriana i la 

resistència de l’hoste en certes infeccions parasitàries (Echtenacher et al., 

1996; Malaviya et al., 1996; Matsuda et al., 1990; Maurer et al., 1998; Maurer 

et al., 2006). 
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- Promoure la supervivència de l’hoste en certs models d’immunitat innata i 

adaptatius, per mitjà de proteases (Thakurdas et al., 2007). 

Funcions immunomoduladores negatives 

Els mastòcits presenten també funcions immunoreguladores negatives que limiten la 

magnitud i/o la durada de les respostes innates o adaptatives del sistema immunitari. 

Gran part d’aquestes funcions es donen a través de la producció de IL-10, tot i que 

poden haver altres productes responsables. Entre els efectes immunomoduladors 

negatius dels mastòcits podem trobar les següents funcions, revisades a (Galli et al., 

2008): 

- Suprimir la sensibilització en la hipersensibilitat per contacte, a través de la 

producció d’histamina induïda per la llum ultraviolada (Hart et al., 1998). 

- Suprimir la producció de citocines per part de les cèl·lules T i monòcits, a través 

de la secreció de IL-10. 

- Suprimir la producció de citocines i quimiocines pro-inflamatòries per part dels 

queratinòcits, a través de la secreció de IL-10. 

- Potenciar l’habilitat de les DCs per disminuir la proliferació de cèl·lules T i la 

seva producció de citocines, a través de la secreció de IL-10. 

2. FISIOPATOLOGIA DEL MASTÒCIT 

2.1 Paper dels mastòcits en la inflamació al·lèrgica 

En les reaccions al·lèrgiques d’hipersensibilitat de tipus I, els mastòcits humans 

mitjancen la fase primerenca a través de l’alliberació de grànuls pre-formats i 

mediadors com la histamina, els leucotriens, proteases i altres mediadors, que apareix 

minuts després de la lligació de la IgE (mitjançant l’al·lergen) unida al receptor d’alta 

afinitat per la IgE (Fc�RI) (Bischoff and Crowe, 2005; Bradding et al., 2006; Cole et al., 

2001; Leung et al., 2004; Marone et al., 2005; Wood, 2004). Posteriorment, tenen lloc 

les reaccions de fase tardana, entre les 6 i les 12h posteriors a l’activació, que són les 

causants dels símptomes crònics i recurrents dels individus al·lèrgics. Aquesta fase ve 

mitjançada per la producció de citocines i quimiocines, en part també alliberades pels 

eosinòfils, neutròfils i basòfils que s’han infiltrat al lloc d’inflamació (Brown et al., 2008; 
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Krishna et al., 2001). Els mastòcits humans indueixen el reclutament i l’activació local 

dels eosinòfils mitjançant l’expressió de factors com la IL-5, i indueixen el reclutament 

de neutròfils mitjançant l’alliberació de IL-8 i TNF. Aquest últim factor seria el 

responsable de la infiltració de neutròfils en llocs d’inflamació al·lèrgica (Bischoff et al., 

1999a; Lorentz et al., 1999; Lorentz et al., 2000). Els mastòcits, a més, també 

participen en la regulació de les funcions dels limfòcits en el curs de les inflamacions 

al·lèrgiques, mitjançant l’alliberació de prostaglandines, com la PGD2 i citocines, com la 

IL-13. L’alliberació de citocines té diferents efectes: per una banda, genera un canvi 

d’isotip per tal que les cèl·lules B produeixin IgE; i per una altra banda, l’alliberació de 

IL-13 a més s’incrementa amb la presència de IL-4, que alhora té capacitat per canviar 

el patró de citocines pro-inflamatòries produïdes pels mastòcits (TNF, IL-1 i IL-6) a 

citocines TH2. Els efectes descrits es troben resumits a la Fig 2. (Dahlen and Kumlin, 

2004; Gauchat et al., 1993; Huels et al., 1995; Lorentz et al., 2000; Pawankar et al., 

1997). 

2.2 Paper dels mastòcits en les malalties al·lèrgiques 

2.2.1 Asma 

L’asma és un desordre inflamatori complex associat amb alteracions en la reactivitat  i 

el remodelatge del múscul llis de les vies aèries, una producció excessiva de moc, un 

augment en la disposició de col·lagen, una hiper-resposta de la broncoconstricció i una 

infiltració de limfòcits, neutròfils i eosinòfils. L’asma té un component al·lèrgic 

caracteritzat per una sensibilitat a al·lèrgens i un augment dels nivells d’IgE específica i 

IgE total al sèrum. Els mastòcits semblen tenir un paper important en l’etiologia de 

l’asma, donat que en el múscul llis de les vies respiratòries dels pacients asmàtics,  es 

troben incrementats el nombre de mastòcits, el seu receptor KIT i el lligand d’aquest 

receptor, el SCF (Al-Muhsen et al., 2004; Amin et al., 2005; Begueret et al., 2007; 

Berger et al., 2003; Brightling and Bradding, 2005; Brightling et al., 2002; El-Shazly et 

al., 2006). 

La localització dels mastòcits en el múscul llis de les vies respiratòries facilita la hiper-

resposta a través de l’alliberació localitzada de mediadors i/o a través del contacte 

directe cèl·lula-cèl·lula. Les cèl·lules del múscul llis de les vies respiratòries poden 

reclutar i retenir els mastòcits, a través de l’alliberació de quimiocines i factors de 
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creixement per receptors expressats en els mastòcits dels pulmons, i també a través 

de la producció de SCF, que indueix el reclutament, la supervivència i la diferenciació 

dels mastòcits (Bradding et al., 2006; Brightling et al., 2005a; Brightling et al., 2005b). 

Per altra banda, s’ha descrit que els mastòcits del pulmó s’adhereixen a les cèl·lules de 

múscul llis de les vies respiratòries, a través de molècules d’adhesió que aquestes 

presenten a la seva superfície (Brightling et al., 2002; Yang et al., 2006). S’ha descrit 

que els mastòcits també s’infiltren a l’epiteli bronquial en pacients asmàtics, i que això 

augmenta el seu accés als al·lèrgens (Bradding et al., 1994; Laitinen et al., 1993; Pesci 

et al., 1993). 

Els mastòcits tenen diversos efectes sobre les cèl·lules del múscul llis de les vies aèries. 

Per una banda, indueixen la seva contracció a través de l’alliberació de mediadors 

(histamina, triptasa, IL-4, IL-13, PGD2, LTC4) (Berger et al., 1999; Berger et al., 2002; 

Sekizawa et al., 1989). De fet, s’ha observat la presència de mastòcits desgranulats en 

el múscul llis de les vies aèries dels pacients asmàtics, i es creu que podria existir una 

correlació entre el nombre de mastòcits desgranulats i el grau de severitat de la 

malaltia (Begueret et al., 2007; Carroll et al., 2002a). Per altra banda, l’alliberació de 

citocines per part dels mastòcits és un mecanisme important d’activació de les cèl·lules 

del múscul llis de les vies aèries (Brightling et al., 2003; Wills-Karp, 2004). Els 

mastòcits també tenen capacitat per estimular les glàndules secretores de moc, i el 

nombre de mastòcits localitzats a prop de les glàndules mucoses, correlaciona amb el 

grau de producció de moc (Bradding, 2003; Carroll et al., 2002a; Carroll et al., 2002b). 

Una altra via d’activació dels mastòcits que podria ser important en la patogènesi de 

l’asma és a través de la IgE monomèrica, que s’ha demostrat que, en absència 

d’al·lergen pot induir flux de calci, desgranulació, supervivència i producció de citocines 

i quimiocines (Cruse et al., 2005; Kalesnikoff et al., 2001; Matsuda et al., 2005). A 

més, també s’ha descrit una correlació entre els nivells d’IgE en sèrum, la 

hiperresposta bronquial i l’asma (Burrows et al., 1989; Sears et al., 1991). 

2.2.2 Rinitis al·lèrgica 

La rinitis al·lèrgica és una malaltia molt comú i la seva fisiopatologia comparteix moltes 

similituds amb l’asma (Gelfand, 2004). Els mastòcits resideixen de manera constitutiva 

en la mucosa nasal i generalment no surten a l’epiteli superficial de les vies aèries. 
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Amb l’exposició a l’al·lergen, els mastòcits migren a l’epiteli, on proliferen (Kawabori et 

al., 1995). 

En el líquid dels rentats nasals de pacients amb rinitis al·lèrgica s’observen evidències 

de desgranulació dels mastòcits després de l’aplicació d’un al·lergen, ja que es 

detecten nivells elevats de triptasa, histamina, leucotriens i prostaglandines (Creticos 

et al., 1984; Freeland et al., 1989; Proud et al., 1992; Shaw et al., 1985). Tots aquests 

mediadors són els causants dels símptomes principals de la fase primerenca de la 

rinitis al·lèrgica: esternuts, prurit i congestió nasal. La histamina és el mediador 

principal que indueix vasodilatació, augmenta la permeabilitat vascular i la secreció 

glandular, i actua sobre les terminacions dels nervis sensorials del nervi trigemin, per 

causar esternuts. Després de l’activació mastocitària, en la rinitis al·lèrgica s’observa 

un fort patró d’expressió de citocines TH2 (TNF�, IL-4, IL-5, IL-6 i IL-13) que es 

considera clau en la fase tardana de la malaltia, on s’observa infiltració d’eosinòfils i de 

cèl·lules T, que comporten un augment d’espessor de la mucosa nasal i una disminució 

de la resistència de les vies aèries nasals (Baraniuk, 1997). En la rinitis al·lèrgica també 

s’observa una hiper-resposta nasal, que vindria donada per una reactivitat neuronal 

exagerada, on estaria involucrat el factor NGF (Nerve Growth Factor). El NGF podria 

ser un factor de creixement addicional en el desenvolupament dels mastòcits que es 

troba alterat en el cas de la rinitis al·lèrgica, ja que els nivells de NGF basals en el 

líquid del rentat nasal de pacients amb aquesta malaltia es troben elevats, i 

s’incrementen després de l’exposició a l’al·lergen (Sanico et al., 1999; Sanico et al., 

2000; Welker et al., 2000; Wu et al., 2006). 

2.2.3 Dermatitis atòpica 

Els mastòcits es troben elevats en una gran varietat de desordres crònics inflamatoris 

de la pell, incloent la dermatitis atòpica (Damsgaard et al., 1997). Els mastòcits 

resideixen a la dermis papil·lar i migren a través de la làmina basal cap a l’epidermis en 

les lesions produïdes per la dermatitis atòpica. Un cop a l’epidermis, els mastòcits 

poden induir l’activació dels queratinòcits i l’estimulació del creixement endotelial, 

donant lloc a la neoangiogènesi (Groneberg et al., 2005a). 

En el cas de la dermatitis atòpica, no s’observen nivells elevats d’histamina (mediador 

important en altres malalties atòpiques), mentre que els nivells de triptasa són força 
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elevats (Steinhoff et al., 2003). La cimasa, un altra proteasa dels mastòcits, també 

sembla jugar un paper important en la generació i el manteniment de la inflamació 

crònica observada en la dermatitis atòpica, debilitant la barrera de la pell i 

incrementant d’aquesta manera la permeabilitat d’al·lèrgens i microbis (Badertscher et 

al., 2005). En la majoria de pacients amb dermatitis atòpica s’observen nivells elevats 

d’IgE total, no unida al receptor d’alta afinitat per la IgE. Això fa pensar que potser en 

aquesta malaltia existeix un mecanisme d’activació mastocitària diferent al de 

l’activació clàssica a través del receptor d’alta afinitat per la IgE i independent d’IgE 

(Fischer et al., 2006). Per altra banda, en la fisiopatologia de la dermatitis atòpica 

també semblen tenir importància els contactes entre els mastòcits i els nervis. En 

aquest aspecte una varietat de neuropèptids (substància P, calcitonina, pèptid 

intestinal vasoactiu, NGF) poden donar lloc a la inflamació (Ansel et al., 1996; 

Groneberg et al., 2005b; Groneberg et al., 2003; Jarvikallio et al., 2003; Welker et al., 

2000). 

2.2.4 Anafilaxi 

L’anafilaxi és una reacció sistèmica aguda i severa enfront d’un estímul forani, sovint 

associat amb una activació mastocitària. La implicació dels mastòcits en aquesta 

malaltia, ve donada pel fet que els nivells de triptasa en sèrum, que predominantment 

venen de la desgranulació dels mastòcits, augmenten considerablement entre 1 i 2 

hores després de l’aparició de l’anafilaxi mitjançada per IgE (Schwartz et al., 1989), tot 

i que també s’han descrit casos d’anafilaxi amb nivells de triptasa normals (Schwartz, 

2004). L’anafilaxi clàssica depenent d’IgE es dóna posteriorment a l’exposició a 

antígens específics, tot i que també podrien existir certs agents o estímuls que poden 

activar els mastòcits d’una manera independent de la IgE (Brown et al., 2008). 

Tot i que l’anafilaxi es considera una reacció sistèmica, la presència i l’activació dels 

mastòcits en òrgans específics jugaria un paper important en la severitat de la malaltia 

(Brown et al., 2008). En el cor, els mastòcits es localitzen entre les fibres del miocardi, 

al voltant dels vasos sanguinis i de les arteries. Aquets mastòcits cardíacs poden 

secretar in vitro diversos mediadors de l’anafilaxi, com el PAF (Platelet-activation 

factor), que indueix hipotensió i disfunció cardíaca, conduint a un shock  anafilàctic 

(Genovese et al., 1996; Marone et al., 2004; Montrucchio et al., 2000). Per altra 
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banda, el nombre de mastòcits també és important en l’anafilaxi. S’ha descrit que els 

individus amb anafilaxis recurrents presenten un nombre de mastòcits dèrmics superior 

als pacients sans. A més, la mastocitosi, que és un malaltia caracteritzada per una 

acumulació de mastòcits als teixits sovint s’associa amb episodis espontanis 

d’hipotensió (Brown et al., 2008). 

2.2.5 Mastocitosi 

El terme mastocitosi correspon a aquells desordres caracteritzats per un augment 

patològic del nombre de mastòcits als teixits. L’elevat nombre d’aquest tipus cel·lular, 

així com l’augment dels seus mediadors, comporta una sèrie de conseqüències que 

donen lloc a malalties amb característiques clíniques comuns. Entre aquestes, les 

característiques patològiques més remarcables són les acumulacions de mastòcits a la 

pell, al tracte gastrointestinal, a la medul·la òssia, al fetge, a la melsa i als nòduls 

limfàtics; així com la freqüent associació de l’augment de mastòcits amb desordres 

hematològics (Metcalfe, 2008). 

Les mastocitosis es classifiquen en dos tipus principals: cutànies i sistèmiques, tot i que 

existeix alhora subclassificacions d’aquestes dues categories en funció de les seves 

característiques clíniques, de la seva patologia i del seu pronòstic (Valent et al., 2007; 

Valent et al., 2001). 

La majoria de pacients amb mastocitosi presenten mutacions en el receptor KIT, 

detectables bàsicament quan s’examinen les cèl·lules mononuclears de la medul·la 

òssia. Hi ha diferents tipus de mutacions, tot i que la més freqüent consisteix en el 

canvi del residu d’àcid aspàrtic 816 per una valina (D816V) (Metcalfe, 2008; Nagata et 

al., 1995). A part de la via depenent del receptor KIT, existeixen altres mecanismes 

biològics, com la inhibició de l’apoptosi dels mastòcits, que poden conduir al 

desenvolupament de la mastocitosi (Lahortiga et al., 2008). 

2.2.6 Malaltia al·lèrgica de l’ull 

Hi ha diferents tipus de malalties al·lèrgiques oculars, tot i que la més freqüent és la 

conjuntivitis (Ono and Abelson, 2005). La localització dels mastòcits en proximitat a 

l’ambient extern de la mucosa de l’ull permet que s’exposin a al·lèrgens, facilitant 
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d’aquesta manera la lligació de la IgE unida a la membrana dels mastòcits, conduint a 

la desgranulació i l’alliberació de mediadors inflamatoris (Brown et al., 2008; Ono and 

Abelson, 2005). 

En pacients al·lèrgics simptomàtics, s’ha descrit un augment dels mastòcits amb 

evidències de desgranulació en biòpsies de la conjuntiva (Macleod et al., 1997). 

2.3 Paper dels mastòcits en les malalties no al·lèrgiques 

La rellevància de l’activació mastocitària en absència de processos al·lèrgics encara no 

està gaire determinada. S’ha descrit que poden tenir un paper en la defensa contra 

microorganismes, en malalties proliferatives, en malalties autoimmunes, en malalties 

vasculars i en malalties del sistema nerviós central (Lindstedt and Kovanen, 2004; 

Silver et al., 2004; Theoharides et al., 2005; Valent et al., 2002; Woolley, 2003; 

Zappulla et al., 2002). 

 S’ha proposat que l’agregació del Fc�RI a través de la lligació de la IgE mitjançant 

paràsits específics podria ser un mecanisme per al reconeixement de paràsits, conduint 

a un reacció immune antiparasitària. En la defensa de l’hoste contra la infecció per 

paràsits, són importants els mediadors alliberats pels mastòcits com les citocines TH2, 

la IL-5 i la IL-13 (Bischoff, 2007; Finkelman et al., 2004). 

Els mastòcits humans podrien tenir un efecte protector en la defensa de l’hoste contra 

infeccions virals. S’ha vist que l’estimulació in vitro en mastòcits humans del receptor 

TLR3 (Toll-like receptor 3) (que té capacitat per reconèixer virus de doble cadena de 

RNA) disminueix l’alliberació de mediadors i l’adhesió de les cèl·lules a les proteïnes de 

la matriu extracel·lular, tot i que genera un augment en la producció de IFN� (Kulka et 

al., 2004). 

3. RECEPTOR D’ALTA AFINITAT PER LA IgE (Fc�RI) 

L’estímul clàssic i possiblement el més efectiu per l’activació dels mastòcits és la lligació 

de la IgE (mitjançant un al·lergen) unida al receptor d’alta afinitat per la IgE (Fc�RI) 

(Bischoff, 2007). Hi ha altres mecanismes independents d’IgE que poden desencadenar 

l’activació mastocitària, però no són tan coneguts. Se sap que l’IFN� fa que els 
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mastòcits augmentin la seva expressió del receptor Fc�RI fins a un nivell que els 

permeti activar l’alliberació de mediadors a través de l’agregació d’aquest receptor 

(Okayama et al., 2001). També s’ha descrit que certes substàncies com les proteïnes 

del complement C3a i C5a, la substància P i altres neuropèptids poden funcionar com a 

desencadenants de l’alliberació de mediadors (el-Lati et al., 1994; Guhl et al., 2005), 

tot i que generalment els mastòcits requereixen de la cooperació entre dos senyals per 

assolir una activació òptima: un senyal depenent d’antigen (que majoritàriament seria 

el transmès per la IgE a través del Fc�RI) i un altre senyal mitjançant per una molècula 

co-estimuladora (Bischoff, 2007). 

3.1 Estructura del Fc�RI 

El Fc�RI és un receptor multimèric de la superfície cel·lular que uneix el fragment Fc de 

la IgE amb una afinitat molt elevada. Existeix en dues formes: una tetramèrica i una 

trimèrica. En la forma tetramèrica completa, el Fc�RI està composat per una cadena � 

(Fc�RI�) que uneix la IgE, una cadena � (Fc�RI�) que creua quatre cops la membrana 

cel·lular (i que es troba absent la forma trimèrica del Fc�RI) i un homodímer de 

cadenes � (Fc�RI�), unides per un pont disulfur (Fig 3.) (Kraft and Kinet, 2007; Nadler 

et al., 2000; Rivera et al., 2008). Mentre que la forma trimèrica del Fc�RI pot 

expressar-se en diversos tipus cel·lulars del sistema immunitari (cèl·lules 

presentadores d’antigen (APC), monòcits, macròfags, eosinòfils, cèl·lules dendrítiques 

(DCs) (incloses les cèl·lules de Langerham), etc.), la forma tetramèrica s’expressa 

bàsicament en mastòcits i basòfils (Blank and Rivera, 2004; Kraft and Kinet, 2007; 

Nadler et al., 2000; Rivera et al., 2008). També s’ha descrit l’expressió del Fc�RI, amb 

una composició no determinada de les seves unitats, en plaquetes i neutròfils humans 

(Hasegawa et al., 1999; Joseph et al., 1997; Kraft and Kinet, 2007). 

La cadena � pertany a la superfamília de les immunoglobulines i està compresa per dos 

dominis extracel·lulars de tipus immunoglobulina que uneixen una única molècula 

d’IgE, un domini transmembrana i una cua citoplasmàtica. A més presenta 7 llocs de 

N-glicosilació. El Fc�RI presenta una afinitat molt elevada per la IgE (Kd=10-10M) (Kraft 

and Kinet, 2007).  

Les cadenes � i � no tenen cap rol en la unió de lligands extracel·lulars, sinó que la 

seva funció és iniciar la senyalització (Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Kraft and Kinet, 
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2007). Ambdues cadenes presenten motius d’activació d’immunoreceptor basats en 

tirosina (ITAMs), essencials per una senyalització competent del receptor i que 

presenten la següent seqüència consens: (Asp/Glu)-X-X-Tyr-X-X-Leu-(X)7-11-Tyr-X-X-

(Leu/Ile), on la X representa un aminoàcid qualsevol (Rivera et al., 2008). Aquests 

ITAMs són fosforilats després de la unió de l’antigen a les molècules d’IgE unides al 

receptor, donant lloc a l’associació de les cadenes � i � amb molècules de senyalització 

intracel·lular a través dels seus dominis SH2 (SRC homology 2). La cadena � humana 

funciona com a amplificadora dels senyals del Fc�RI i de l’expressió a la superfície 

cel·lular, mentre que les cadenes � són les unitats de senyalització principals i 

indispensables del Fc�RI (Kraft and Kinet, 2007). En absència de la cadena �, 

l’activació del mastòcit depenent del receptor es redueix només de manera parcial (Ra 

et al., 1989), mentre que en absència de la cadena �, aquesta activació s’aboleix 

completament (Repetto et al., 1996; Takai et al., 1994). 

 
Fig 3. Estructura del receptor d’alta afinitat per la IgE (Fc�RI). 

 

3.2 Regulació de l’expressió del Fc�RI 

L’expressió a la superfície cel·lular del Fc�RI està regulada per la disponibilitat dels 

components específics del receptor (per splicing  alternatiu es pot generar una cadena 

� a la qual li manquen una sèrie d’aminoàcids (cadena �T),  que competeix per unir-se 
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a la cadena �, fent disminuir l’expressió del receptor) i per la quantitat del seu lligand 

(IgE). S’ha descrit que la forma monomèrica de la IgE fa augmentar l’expressió del 

Fc�RI a la superfície cel·lular, estabilitzant el complex a la membrana i evitant així la 

seva degradació. Aquest augment de l’expressió del Fc�RI, mediat per la IgE, condueix 

a un augment en les funcions efectores dels mastòcits (Kraft and Kinet, 2007). 

3.3 Funcions biològiques del Fc�RI 

El Fc�RI expressat en la membrana dels mastòcits i els basòfils és un conegut 

regulador clau tant en les reaccions al·lèrgiques immediates mitjançades per la IgE 

(vasodilatació, augment de la permeabilitat vascular, augment de les molècules 

d’adhesió, broncoconstricció, etc.), com en les reaccions al·lèrgiques tardanes 

(vasodilatació, augment de la permeabilitat vascular, augment de les molècules 

d’adhesió, broncoconstricció, reclutament de leucòcits, activació de les cèl·lules T, 

etc.). Això queda reflectit per l’alliberació de mediadors preformats (com la histamina, 

l’heparina, proteases, etc.), la generació de leucotriens i prostaglandines, i la síntesi de 

novo de citocines i quimiocines, quan el receptor unit a la IgE és activat per l’antigen. 

Recentment, també s’ha establert que el Fc�RI expressat en mastòcits i basòfils, juga 

un paper en la hipersensibilitat cutània (CHS), que és una mena d’hipersensibilitat de 

tipus retardat (DTH: Delayed-Type Hypersensitivity) (Kraft and Kinet, 2007). 

El receptor Fc�RI unit a IgE pot actuar independentment de la lligació d’aquesta IgE 

per l’antigen. Certs estudis avalen que la IgE sola o monomèrica pot potenciar la 

supervivència dels mastòcits després d’una privació de factors de creixement (Asai et 

al., 2001; Kalesnikoff et al., 2001; Kraft and Kinet, 2007). Alguns clons d’IgE poden 

produir baixos nivells d’agregació del Fc�RI sense lligació amb l’antigen. La incubació 

amb aquests clons d’IgE indueix senyalitzacions intracel·lulars que generalment se 

solen donar després d’una lligació “clàssica” del receptor unit a IgE amb el seu antigen, 

donant lloc a esdeveniments induïts pel Fc�RI, com la síntesi i l’alliberació d’histamina 

(Kraft and Kinet, 2007). 

S’han descrit altres funcions biològiques del Fc�RI en la seva forma trimèrica, 

expressada per APCs, monòcits, macròfags, eosinòfils, DCs, etc. (Kraft and Kinet, 

2007; Rivera et al., 2008). El receptor que es troba en la superfície cel·lular de les 

APCs, té un rol en la patogènesi i la fase efectora de les malalties al·lèrgiques, i de la 
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mateixa manera que el receptor dels mastòcits i els basòfils, també pot tenir una 

funció pro-inflamatòria en pacients al·lèrgics (Kraft and Kinet, 2007). En el cas dels 

eosinòfils, el Fc�RI dóna lloc a la citotoxicitat mitjançada per la IgE, que representa un 

mecanisme de defensa enfront de paràsits (helmints) (Kojima et al., 1985). 

4. TRANSDUCCIÓ DE SENYALS EN MASTÒCITS A TRAVÉS DEL Fc�RI 

Després de la lligació del Fc�RI unit a IgE amb l’antigen s’inicia una complexa cascada 

de senyalització intracel·lular, que condueix finalment a les funcions efectores dels 

mastòcits (Kraft and Kinet, 2007).  

El Fc�RI manca d’activitat tirosina cinasa pròpia i en la seva senyalització participen 

activament les seves cadenes � i �, a través dels ITAMs, presents a les seves cues 

citoplasmàtiques. Després de ser fosforilats, els ITAMs uneixen els dominis SH2 de 

proteïnes tirosina cinases (PTKs), principalment les cinases LYN i FYN, de la família de 

les SRC cinases; i SYK, de la família SYK de cinases de tirosina (Kinet, 1999; Kraft and 

Kinet, 2007; Rivera et al., 2002; Rivera et al., 2008; Turner and Kinet, 1999). LYN i 

FYN s’associen a la cadena � del receptor, mentre que SYK o fa a la cadena � (Kraft 

and Kinet, 2007). Per una eficient fosforilació del receptor, es requereix la fusió 

d’aquest receptor amb microdominis especialitzats de la membrana plasmàtica, 

coneguts com a lipid rafts (Field et al., 1999; Gilfillan and Tkaczyk, 2006). Aquests 

microdominis estan enriquits amb colesterol, esfingolípids, i altres fosfolípids saturats, 

així com amb una varietat de proteïnes senyalitzadores que inclouen la cinasa LYN, la 

qual resideix bàsicament en aquests lipid rafts (Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Rivera et 

al., 2008). L’activitat de la cinasa LYN present en els lipids rafts és considerablement 

superior a la de la cinasa LYN que es troba fora d’aquests microdominis, degut a 

l’exclusió de fosfatases inactivadores d’aquestes regions (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

LYN és clau en la fosforilació dels residus tirosina dels ITAMs a través de 

transfosforilació (Pribluda et al., 1994; Rivera et al., 2008). Després de la lligació del 

receptor, té lloc una via principal, a través de la cinasa LYN, la qual s’activa i fosforila 

les cadenes � i � del Fc�RI. SYK llavors és reclutada a la cadena �. La cinasa SYK es 

considera essencial per la propagació del senyal (Benhamou et al., 1993; Kihara and 

Siraganian, 1994). La unió de SYK a la cadena � del Fc�RI condueix a la seva pròpia 

activació i fosforilació d’una manera depenent de LYN (El-Hillal et al., 1997; Kraft and 
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Kinet, 2007). Entre els substrats de la cinasa SYK es troben els residus tirosina de les 

proteïnes adaptadores LAT (Linker for activation of T cells) i NTAL (Non-T-cell 

activation linker), proteïnes fonamentals per a l’organització, coordinació i regulació 

dels senyals generats (Iwaki et al., 2005; Rivera, 2002; Rivera, 2005; Rivera et al., 

2008), ja que participen, un cop fosforilats, en l’assemblatge de grans complexos de 

senyalització que inclouen altres molècules com: GAB2 (Grb2-associated binding 

protein  2); SLP76 (SH2-domain-containig leukocyte protein of 76 kDa); fosfolipasa C 1 

i 2 (PLC1 i PLC2); fosfatases SHP-1 i SHP-2 (SHP: SH2-domain-containing protein 

tyrosine phosphatase); cinases de proteïnes i lípids, com LYN, FYN, BTK (Burton’s 

Tyrosine Kinase), PI3K (Phosphoinositide 3-kinase), PIP5K (phosphatidylinositol-4-

phosphate 5-kinase); etc. Tots aquests adaptadors serveixen per coordinar i localitzar 

senyals que condueixen a la producció de segons missatgers lipídics. Entre aquestes 

molècules es poden trobar moltes implicades en la mobilització de calci, com: IP3 o 

InsP3 (inositol 1,4,5-trisphosphate), PIP2 o PtdIns(4,5)P2 (phosphatidylinositol 4,5-

bisphosphate), PIP3 o PtdIns (3,4,5)P3 (phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate), S1P 

(sphingosine-1-phosphate) (Rivera et al., 2008; Rivera and Olivera, 2007). Aquests 

segons missatgers lipídics, juntament amb d’altres com el DAG (diacilglicerol), juguen 

un paper clau en la regulació del reclutament a membrana d’altres proteïnes (com la 

fosfolipasa C (PLC) i la proteïna cinasa C (PKC)) i també serveixen com a lligands que 

interactuen amb receptors intracel·lulars i extracel·lulars proveint senyals que 

condueixen a respostes efectores. La coordinació entre totes aquestes proteïnes i lípids 

és el que dóna lloc a respostes efectores i immunomoduladores en mastòcits (Galli et 

al., 2008; Rivera et al., 2008). La importància de moltes de les molècules de 

senyalització que participen en aquest complex s’ha determinat mitjançant la generació 

de ratolins deficients per cadascuna d’aquestes molècules. Els efectes de l’anul·lació 

dels gens que codifiquen per aquestes proteïnes es troben resumits a la taula 1.  

S’ha descrit que en l’activació dels mastòcits a través del Fc�RI existeixen dues vies de 

senyalització: una via primària, en la que es troben involucrades les cinases LYN i SYK i 

la molècula LAT; i una via complementària, on participa la cinasa FYN enlloc de la 

cinasa LYN, que no requereix l’adaptador LAT per l’inici de la seva senyalització. 

Ambdues vies requereixen l’activació de la cinasa SYK (Kraft and Kinet, 2007).  
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4.1 Via primària de LYN 

La via primària de LYN és crucial per a la senyalització de calci (Kraft and Kinet, 2007). 

En aquesta via participa la molècula adaptadora LAT. Després de la lligació del 

receptor, la cinasa LYN s’activa i fosforila les cadenes � i � del Fc�RI. SYK llavors és 

reclutada a la cadena � i fosforilada d’una manera depenent de LYN. L’activació de 

SYK, permet doncs que es fosforili l’adaptador LAT, molècula fonamental per a 

l’organització, coordinació i regulació de la senyalització a través del Fc�RI, ja que 

participa en l’assemblatge de grans complexos de senyalització que inclouen moltes 

altres molècules. 

4.1.1 LAT 

La molècula LAT es va identificar originalment com una molècula de 36-38 kDa, 

substrat de la cinasa ZAP70 (zeta-chain-associates protein kinase 70) en cèl·lules T 

activades (Zhang et al., 1998). LAT es troba bàsicament en lipid-rafts (Gilfillan and 

Tkaczyk, 2006). LAT és indispensable per al desenvolupament de les cèl·lules T 

(Sommers et al., 2001) i per als esdeveniments de senyalització induïts per la lligació 

del receptor de la cèl·lula T (TCR) (Zhang et al., 2000). Però, tot i el requeriment 

indispensable d’aquesta molècula adaptadora en les respostes de la cèl·lula T, en el 

cas de mastòcits derivats de la medul·la òssia (BMMCs) deficients per LAT, encara 

s’observa una certa desgranulació, producció de citocines i mobilització de calci 

residual mediats pel Fc�RI (Saitoh et al., 2000). Això implicaria la presència en els 

mastòcits d’una molècula adaptadora transmembrana funcional, diferent de LAT 

(Gilfillan and Tkaczyk, 2006). Una candidata podria ser NTAL (Gilfillan and Tkaczyk, 

2006), que participaria en la via complementària de senyalització dels mastòcits (Kraft 

and Kinet, 2007). 

Els quatre residus tirosina de la cua citoplasmàtica de LAT (Y132, Y171, Y191 i Y226), 

són crucials i suficients per l’habilitat de LAT per regular la senyalització, la 

desgranulació i la producció de citocines i quimiocines en mastòcits (Saitoh et al., 

2003). La seva fosforilació dóna lloc al reclutament de diversos tipus de molècules: 

molècules adaptadores citosòliques, com GRB2 (growth-factor-receptor-bound protein 

2), GADS (GRB2-related adaptor downstream of SHC protein), SHC (SH2-domain 

containing transforming protein C) i SLP76 (SH2-domain-containing leukocyte protein 
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of 65 kDa); factors intercanviadors de nucleòtids de guanina, com SOS (son of 

sevenless homologue) i VAV; i enzims de senyalització, com la PLC� (Gilfillan and 

Tkaczyk, 2006). Aquestes interaccions amb l’adaptador LAT es poden donar de manera 

directa, com és el cas de GADS, GRB2 i PLC�; o de manera indirecta, com és el cas de 

SOS, SLP76, VAV i SHC, que s’uneixen a través de GRB2, GAD2, SLP76 i GRB2, 

respectivament (Gilfillan and Tkaczyk, 2006) (Fig 6.). L’enzim principal en la 

senyalització de LAT és la PLC�, que s’uneix a la Y132 de la cua citoplasmàtica de LAT 

(Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Zhang et al., 2000). 

4.1.2 PLC� 

PLC� és un enzim de senyalització, que un cop activat, catalitza la hidròlisi del PIP2 a la 

membrana plasmàtica en dos productes resultants: l’IP3, què indueix la mobilització del 

calci citosòlic, ja que provoca la seva alliberació del reticle endoplasmàtic; i el DAG, 

que activa la PKC (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). Quan es detecta depleció del calci 

acumulat al reticle endoplasmàtic, s’obren canals a la membrana plasmàtica per 

permetre l’entrada de calci (Kraft and Kinet, 2007). Aquests canals s’anomenen SOCs 

(store-operated chanels) i el corrent que transporta el calci a l’interior de la cèl·lula es 

coneix com ICRAC (calcium-release-activated calcium current) (Parekh and Penner, 

1997). Recentment, s’ha identificat el canal que produeix ICRAC i s’ha anomenat 

CRACM1 (Vig et al., 2006b). Consisteix en una proteïna transmembrana que 

multimeritza per formar un SOC i coopera amb la molècula STIM1 (sensor stromal 

interaction molecule 1), que funciona com un sensor de calci, per mitjançar el flux 

d’entrada de calci (Peinelt et al., 2006; Prakriya et al., 2006; Vig et al., 2006a; Yeromin 

et al., 2006). Aquests estímuls donen lloc a un procés de desgranulació (Kraft and 

Kinet, 2007). La inhibició de la PLC� mitjançant l’inhibidor U73122 aboleix 

completament els processos de mobilització de calci i desgranulació mediats pel Fc�RI 

en mastòcits humans. Així doncs, tant l’augment en el calci lliure citosòlic com 

l’activació de la PKC són senyals essencials perquè tingui lloc la desgranulació (Gilfillan 

and Tkaczyk, 2006). 

La PLC� s’uneix directament a l’adaptador LAT a través de la Y132, tot i que també se 

li pot unir de manera indirecta interaccionant amb el complex GADS-SLP76. Ambdós 

tipus d’interaccions són essencials per a la localització de la PLC� a la membrana 
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plasmàtica (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). Tant els BMMCs deficients per LAT (Saitoh et 

al., 2000), com els BMMCs deficients per SLP76 (Pivniouk et al., 1999), mostren una 

inhibició en la fosforilació depenent del Fc�RI de l’enzim PLC�. 

4.1.3 GRB2-SOS I GADS-SLP76-VAV 

GRB2 i GADS, molècules de 25KDa i 40 kDa, respectivament, pertanyen a una família 

d’adaptadors citosòlics i estan constituïts per un domini SH2 central, flanquejat per dos 

dominis SH3. GADS a més a més presenta un domini ric en prolines amb un motiu 

entre l’SH2 i l’SH3 carboxi-terminal (Fig 4.) (Koretzky and Myung, 2001). Tant GRB2 

com GADS s’uneixen a la molècula adaptadora LAT fosforilada a través dels seus 

dominis SH2 i recluten diferents proteïnes mitjançant els seus dominis SH3 (Samelson, 

2002). 

 
Fig 4. Esquema de l’estructura de les molècules adaptadores GRB2 i GADS. 

Per una banda, GRB2 recluta el factor intercanviador de guanina SOS, acoblant-lo a la 

complexa xarxa de senyalització que es desencadena amb la lligació del Fc�RI. Per una 

altra banda, GADS uneix la molècula adaptadora citoplasmàtica SL76 (Fig 5.), que al 

seu torn, acobla el factor intercanviador de guanina VAV (Fig 6.) (Kalesnikoff and Galli, 

2008).  

 
Fig 5. Esquema de l’estructura de la molècula adaptadora SLP76. 

VAV i SOS participen en la via d’activació de gens de citocines, fent passar la proteïna 

RAS de la seva forma inactiva (unida a GDP: guanosine diphosphate) a la seva forma 

activa (unida a GTP: guanosine triphosphate) (Rossman et al., 2005). Un cop activat, 
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RAS regula positivament la via depenent de RAF que condueix a la fosforilació i 

activació de les MAPK (mitogen-activated protein kinases) ERK1 (extracellular-signal-

regulated kinase 1) i ERK2 (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). Les MAPKs JNK (JUN amino-

terminal kinase) i P38 s’activen en els mastòcits d’una manera similar depenent de LAT 

(Saitoh et al., 2003). La cascada de MAPK (ERK1, ERK2, P38 i JNK) activa al seu torn 

factors de transcripció, entre els qual trobem els components de l’AP1 (activation 

protein 1) FOS i JUN, NFAT (nuclear factor of activated T cells) i NF-�� (nuclear factor-

��), que condueixen a la generació de citocines (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

L’activació de FOS i JUN està regulada també per la PKC (Razin et al., 1994) i la de 

NFAT és depenent de calci (Hao et al., 2003), de manera que la PLC�, com a regulador 

de la mobilització de calci i l’activació de PKC, participa alhora en la regulació de 

l’expressió depenent d’antigen de gens de citocines en mastòcits (Gilfillan and Tkaczyk, 

2006). 

 

Fig 6. Via primària de LYN. Model d’actuació de la via primària de senyalització en mastòcits. Seguir 
text 2.1 Via primària de LYN. Basat en els models de (Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Kalesnikoff and Galli, 
2008; Kraft and Kinet, 2007; Rivera et al., 2008). 
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4.2 Via complementària de FYN 

La via complementària de FYN és necessària per a la desgranulació del mastòcit 

(Parravicini et al., 2002). En aquesta via, sembla que la molècula adaptadora homòloga 

a LAT podria ser NTAL (Kraft and Kinet, 2007). La lligació del Fc�RI condueix a la 

fosforilació i activació de les cinases LYN, FYN i SYK, que al seu torn comporten la 

fosforilació de NTAL (Brdicka et al., 2002; Kraft and Kinet, 2007; Tkaczyk et al., 2004). 

Aquesta molècula, de la mateixa manera que LAT, participa en l’acoblament de grans 

complexos de senyalització amb altres molècules, ja que la fosforilació dels múltiples 

residus de tirosina que són presents en la seva cua citoplasmàtica, proveeixen llocs 

potencials d’unió a moltes molècules (Brdicka et al., 2002; Janssen et al., 2003). 

4.2.1 NTAL 

La molècula NTAL s’expressa en cèl·lules B, cèl·lules NK (natural killer) i mastòcits, 

però no ho fa en cèl·lules T en repòs (Brdicka et al., 2002; Janssen et al., 2003). El rol 

de la molècula NTAL en la funció dels mastòcits es va determinar per la seva ràpida 

fosforilació d’una manera depenent de LYN i SYK, tant en mastòcits de ratolins (Brdicka 

et al., 2002; Tkaczyk et al., 2004), com d’humans (Tkaczyk et al., 2004), després de la 

lligació del Fc�RI (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). La molècula NTAL és estructuralment 

molt similar a l’adaptador LAT, però li manca el motiu d’unió per a la PLC�. NTAL 

funciona en la via complementària de la senyalització dels mastòcits, on conjuntament 

amb la molècula LAT, regula la desgranulació. Això ho indica el fet que les funcions 

residuals de desgranulació i mobilització de calci que s’observen en BMMCs deficients 

per LAT, pràcticament s’aboleixen en el cas de BMMCs deficients per ambdues 

molècules, LAT i NTAL (Tkaczyk et al., 2004; Volna et al., 2004). Els BMMCs deficients 

únicament per la molècula NTAL mostren una capacitat superior de desgranulació i 

producció de citocines específiques en resposta a un antigen determinat que els 

BMMCs normals. Això semblaria indicar que NTAL podria funcionar com un regulador 

negatiu de l’activació dels mastòcits mitjançada pel Fc�RI (Tkaczyk et al., 2004; Volna 

et al., 2004). S’ha proposat que aquesta regulació negativa seria conseqüència de la 

competició entre les molècules NTAL i LAT pel mateix conjunt de molècules de 

senyalització que es troben als lipid rafts (Volna et al., 2004).  
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La fosforilació de les tirosines de NTAL dóna lloc al reclutament de diversos tipus de 

molècules: molècules adaptadores citosòliques, com GRB2, GAB2, factors 

intercanviadors de nucleòtids de guanina, com SOS i VAV; i enzims de senyalització, 

com la PI3K (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). Tal com succeeix amb la molècula LAT en la 

via primària, les interaccions amb l’adaptador NTAL també es poden donar de manera 

directa com és el cas de GRB2; o de manera indirecta, com és el cas de GAB2, SOS, 

VAV i PI3K, que s’uneixen a través de GRB2 (GAB2, SOS i VAV) i GAB2 (PI3K)(Gilfillan 

and Tkaczyk, 2006)(Fig 7.). L’enzim PI3K sembla tenir un rol important en aquesta via 

complementària (Kraft and Kinet, 2007). 

4.2.2 PI3K 

La PI3K és un enzim de senyalització que actua generant segons missatgers lipídics. La 

PI3K participa en la via d’activació complementària dels mastòcits i és reclutada al 

complex de senyalització organitzat per la molècula NTAL a través de la seva unió a la 

molècula citosòlica adaptadora GAB2, quan aquesta és fosforilada (Gilfillan and 

Tkaczyk, 2006). La PI3K actua fosforilant el PIP2 que es troba a la membrana 

plasmàtica i dóna com a resultat el PIP3, proveint d’aquesta manera d’un lloc d’unió per 

dominis d’homologia a plextrina (PH), que permet reclutar molècules a la membrana 

plasmàtica, iniciant un complex de senyalització, mitjançant la seva interacció amb 

altres molècules (Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Kraft and Kinet, 2007). Hi ha diverses 

molècules senyalitzadores que contenen dominis d’homologia a plextrina i són 

importants per l’activació dels mastòcits, entre les quals es troben PLC�, BTK (Iwaki et 

al., 2005; Rivera, 2002), AKT i PDK1 (3-phosphoinisitide dependent protein kinase 1). 

Així doncs, aquestes molècules poden ser reclutades a la membrana plasmàtica d’una 

manera depenent de PI3K després de l’agregació del Fc�RI (Iwaki et al., 2005; Rivera, 

2002). Tanmateix, la PI3K no sembla essencial per la funció d’aquestes molècules de 

senyalització, ja que la majoria d’elles contenen altres dominis d’unió addicionals 

(Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

S’ha descrit que la PI3K és la principal responsable del manteniment, però no de l’inici 

del senyal de calci necessari per una desgranulació òptima (Gilfillan and Tkaczyk, 

2006). El mecanisme pel qual la PI3K regula la mobilització de calci no està clar. Hi ha 

diverses hipòtesis al respecte. Una d’elles proposa que el mecanisme de regulació de la 
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PI3K funciona a través del reclutament que aquest enzim fa de les molècules BTK i 

PLC� a la membrana plasmàtica. Una altra hipòtesi proposada és la de la via de la 

esfingosina cinasa (SK: sphingosine kinase)-S1P. 

4.2.3 BTK i SK-S1P 

Entre les hipòtesis proposades per la regulació que la PI3K duu a terme en la 

mobilització de calci, una d’elles involucra la cinasa BTK i l’enzim PLC�. Segons aquesta 

hipòtesi, l’activació de la PI3K comporta un reclutament a la membrana plasmàtica de 

les molècules BTK i PLC�, on la PLC� seria fosforilada i activada per la cinasa BTK 

(Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Hata et al., 1998). De totes maneres, segons descriu la 

via primària de l’activació dels mastòcits, la mobilització de calci generada per la PLC� 

ve generada per un mecanisme independent de PI3K (Tkaczyk et al., 2003). 

Per altra banda, una altra hipòtesis en el mecanisme de regulació de la mobilització de 

calci per part de la PI3K, advoca per la via de la SK-S1P. SK s’activa posteriorment a 

l’agregació del Fc�RI d’una manera depenent de LYN i FYN (Urtz et al., 2004). LYN té 

un rol en el reclutament primerenc de SK al Fc�RI, permetent la seva posterior 

activació, mentre que FYN seria el responsable d’una activació perllongada de la SK 

(Olivera et al., 2006; Urtz et al., 2004). SK fosforila l’esfingosina associada a lipid-rafts, 

i dóna lloc a la formació de S1P (sphingosine 1-phosphate) (Baumruker and Prieschl, 

2000; Olivera and Rivera, 2005), que és un segon missatger per la funció dels 

mastòcits i la mobilització de calci (Kraft and Kinet, 2007). S’ha descrit que S1P pot ser 

alliberat pels mastòcits (Jolly et al., 2004) i unir-se als receptors de la superfície 

cel·lular S1P1 (participa en la reorganització del citoesquelet) i S1P2 (participa en 

l’augment de la desgranulació) (Kalesnikoff and Galli, 2008; Urtz et al., 2004) per 

transactivar altres mastòcits (Jolly et al., 2004; Kraft and Kinet, 2007). Pel que fa al rol 

intracel·lular de S1P en l’activació dels mastòcits, consisteix en la inducció de la 

mobilització de calci d’una manera independent a la dels IP3 (Choi et al., 1996; 

Melendez and Khaw, 2002). L’activitat de la cinasa SK està regulada per mitjà de la 

fosfolipasa D (PLD) (Melendez and Khaw, 2002). La PLD s’activa en mastòcits després 

de l’agregació del Fc�RI d’una manera depenent de PI3K. Aquest fet explica de quina 

manera la PI3K pot ajudar a regular el senyal de calci en mastòcits després de la 

lligació del receptor (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 
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4.2.4 AKT i PDK1 

La via complementària d’activació dels mastòcits (depenent de PI3K) també participa 

en la regulació de l’expressió de gens de citocines mitjançada pel Fc�RI, sumant els 

seus efectes als de la via primària d’activació (depenent de LAT i PLC�) (Gilfillan and 

Tkaczyk, 2006). La producció de citocines induïda pel Fc�RI en aquesta via és 

conseqüència de l’activació de factors de transcripció com NFAT, AP1 (FOS i JUN) i NF-

��, tal com succeeix en la via de LAT-PLC� (Kraft and Kinet, 2007), tot i que hi ha 

certes diferències en els mecanismes que condueixen a aquesta activació (Gilfillan and 

Tkaczyk, 2006). 

L’activació de la PI3K i la resultant formació de PIP3, permet que es recluti a la 

membrana plasmàtica la serina/treonina PDK1, gràcies al seu domini d’homologia a 

plextrina. PDK1, al seu torn, fosforila i activa una altra serina/treonina cinasa, AKT 

(Stephens et al., 1998), considerada com un marcador indirecte de la PI3K. AKT regula 

positivament la funció del factor de transcripció NF-��, actuant a nivells superiors 

sobre els seus reguladors: IKK (inhibitor of NF-�� kinase) i I�� (inhibitor of NF��) 

(Kraft and Kinet, 2007), claus en la funció de NF-�� (Kitaura et al., 2000). Aquest 

mecanisme, juntament amb els efectes que té la PI3K sobre l’habilitat de la PLC� en la 

regulació de l’activació del factor de transcripció NFAT (Jascur et al., 1997), permeten 

a la PI3K regular la producció de citocines (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

S’ha descrit que la fosforilació d’AKT mitjançada per l’antigen, es troba inhibida en 

mastòcits humans que han estat tractats amb siRNA dirigits contra la molècula NTAL. 

Aquesta inhibició no es dóna en la fosforilació de la PLC� (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

4.2.5 GRB2, SOS i VAV 

En la via complementària, GRB2 (Fig 4.) s’uneix a la molècula adaptadora NTAL 

fosforilada i recluta diferents molècules, acoblant-les a la xarxa de senyalització 

desencadena per la lligació del Fc�RI en resposta a l’antigen. 

Per una banda, la fosforilació de GRB2 permet reclutar GAB2. Quan GAB2 és fosforilat, 

recluta la PI3K al complex de senyalització, donant lloc a tots els efectes comentats 

que aquest enzim té sobre la desgranulació, la mobilització de calci i la producció de 
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citocines. Per una altra banda, GRB2 també recluta directament els factors 

intercanviadors de guanina SOS i VAV, que tal com s’explica en la via primària, 

participen en la via d’activació de gens de citocines, activant la proteïna RAS, que 

regula de manera positiva la via depenent de RAF. Aquesta via condueix  a la 

fosforilació i activació de les MAPK ERK, P38 i JNK, que al seu torn activen els factors 

de transcripció AP1 (FOS i JUN), NFAT i NF-��, regulant l’expressió dels gens de 

citocines (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

VAV sembla controlar tant l’activació de la PLC�, com l’activació de la PI3K. Per aquest 

motiu, VAV podria tenir un paper en la coordinació de les respostes de la via primària i 

la via complementària (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

 

Fig 7. Via complementària de FYN. Model d’actuació de la via complementària de senyalització en 
mastòcits. Seguir text 2.2 Via complementària de FYN. Basat en els models de (Gilfillan and Tkaczyk, 
2006; Kalesnikoff and Galli, 2008; Kraft and Kinet, 2007; Rivera et al., 2008). 
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Taula 1. Importància de les molècules implicades en les vies d’activació dels mastòcits a través de la 
generació de knockouts, knockdowns i mutacions genètiques. Basada en la taula de (Gilfillan and Tkaczyk, 
2006). 

Knockout, 
knockdown, 
mutacions 
genètiques 

Efecte en la 
desgranulació 

Efecte en 
l’alliberació de 

citocines 
Efecte en la senyalització 

Disminuïda Incrementada Disminució de la fosforilació del FC�RI 
Fosforilació perllongada de les MAPK 

Incrementada Sense dades 

Augment en l’activitat de la PI3K, degut a augment 
en la fosforilació de GAB2 i a la disminució de 
l’activitat de SHIP 
Compensació per FYN 

Knockout de LYN 

Sense canvis Sense dades Alteració en la fosforilació en tirosines i disminució 
del senyal de Calci 

Knockout de FYN Disminuïda Disminuïda Disminució de l’activitat de la PI3K 
Sense canvis en el senyal de calci 

Knockout de SYK Abolida Abolida Sense dades 

Knockout de VAV Disminuïda Disminuïda Disminució del senyal de calci mediat per la PLC� i 
de l’activitat de la PI3K 

Knockout de 
SLP76 Disminuïda Disminuïda Disminució de la fosforilació de la PLC� i del senyal 

de calci 

Knockout de 
GAB2 Disminuïda 

Disminuïda la 
síntesi de 

mRNA de IL6 
Bloqueig en la via de la PI3K 

Knockout de LAT Disminuïda Disminuïda 

Disminució de la fosforilació de SLP76, i PLC� 
Disminució de l’activitat de les MAPK i del senyal de 
calci 
Sense canvis en la fosforilació de SYK i VAV 

Knockdown de 
LAT Disminuïda Sense dades Sense dades 

Knockout de 
NTAL 

Incrementada 
(sense canvis 

en l’anafilaxi in 
vivo) 

Incrementada Hiperfosforilació de LAT, PLC� i ERK 

Knockdown de 
NTAL Disminuïda Sense dades Sense dades 

Knockout de LAT 
i NTAL Disminuïda Disminuïda Bloqueig de la fosforilació de PLC� i del senyal de 

calci 

Knockout de BTK Disminuïda Disminuïda Disminució de la producció de IP3 i del senyal de 
calci 

Knockout de BTK 
i LYN Disminuïda Disminuïda Disminució de les vies de senyalització de PLC�, 

d’ERK i de JUN 
Knockout de 

p85a (subunitat 
de la PI3K) 

Sense canvis Sense dades Bloqueig de l’activitat de la PI3K 

Mutació de 
p110d (subunitat 

de la PI3K) 

Disminució 
(bloqueig de 
les respostes 
mitjançades 

per KIT) 

Disminució Bloqueig de l’activitat de la PI3K 
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5. REGULACIÓ DE LA TRANSDUCCIÓ DE SENYALS A TRAVÉS DEL Fc�RI 

La senyalització a través del Fc�RI es troba sotmesa al control d’altres molècules de 

superfície (Kraft and Kinet, 2007). Aquestes molècules poden tenir una funció 

inhibitòria (Kraft and Kinet, 2007), o bé poden activar-se sota les condicions 

apropiades i conduir a un augment en l’activació basal dels mastòcits mitjançada pel 

Fc�RI (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). A part de totes aquestes molècules, en l’activació a 

través del Fc�RI, la IgE no solament mitjança l’activació dels mastòcits, sinó que també 

regula les funcions mastocitàries per si mateixa. La IgE monomèrica fa que els 

mastòcits de ratolí siguin més resistents a l’apoptosi induïda per la privació de factors 

de creixement in vitro, i pot promoure la producció de citocines sense induir la 

desgranulació o l’alliberació de leucotriens (Kalesnikoff et al., 2001). 

5.1 Molècules potenciadores de l’activació dels mastòcits 

5.1.1 KIT 

KIT és un receptor de superfície d’una sola cadena, que té activitat proteïna tirosina 

cinasa inherent (Linnekin, 1999). El lligand de KIT és el SCF (stem cell factor), 

considerat com el factor de creixement més rellevant en mastòcits. L’activació de KIT a 

través del SCF és crucial per al desenvolupament, la diferenciació i la supervivència 

dels mastòcits. També és important per l’adhesió a proteïnes de la matriu 

extracel·lular. Així doncs, l’activació mastocitària a través del Fc�RI in vivo sembla 

donar-se sobre un fons d’activació de KIT mitjançada per SCF (Bischoff et al., 1999b; 

Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Lorentz et al., 2002; Mierke et al., 2000). L’addició de SCF 

sol no té cap efecte sobre la desgranulació, però si s’afegeix de manera simultània amb 

l’antigen s’augmenta el procés de desgranulació i les concentracions de mRNA i/o 

proteïna de múltiples citocines (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). La inhabilitat que el SCF 

per si sol té per iniciar la desgranulació podria explicar-se per la seva manca de 

capacitat de fosforilar en tirosines la molècula LAT (Tkaczyk et al., 2004). Així doncs, el 

SCF sol, en absència d’antigen, no pot activar la via regulada per LAT, tot i que sí 

activa la fosforilació de NTAL i la via complementària depenent de la PI3K (Gilfillan and 

Tkaczyk, 2006).  



Introducció                                                               Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

  31

5.1.2 Receptors acoblats a proteïna G (GPCRs):  S1P1, S1P2, receptor 

d’adenosina A3 i receptor de C3a 

Els receptors S1P1 i S1P2 pertanyen als anomenats GPCRs (G-protein-coupled 

receptors), receptors acoblats a proteïna G. El receptor S1P1 participa en la 

reorganització del citoesquelet, potenciant la quimiotaxis del mastòcit; mentre que el 

receptor S1P2 potencia el procés de desgranulació (Jolly et al., 2004). S’ha descrit que 

diferents gradients de concentració d’antigen poden influir en la funció del mastòcit a 

través de la unió del lligand S1P als seus receptors (Olivera and Rivera, 2005). Baixes 

concentracions d’antigen suposen l’alliberació de S1P per part del mastòcits activats, 

induint la seva quimiotaxis a través de la unió de S1P al receptor S1P1 (Olivera and 

Rivera, 2005). La posterior exposició a elevades concentracions d’antigen afavoririen la 

inducció de l’expressió del receptor S1P2, conduint a un augment de la desgranulació 

(Olivera and Rivera, 2005). 

El receptor d’adenosina A3 té capacitat per amplificar i/o mantenir els processos de 

desgranulació i producció de citocines mediats pel Fc�RI quan s’uneix al seu lligand, 

l’adenosina (Laffargue et al., 2002). De la mateixa manera, la unió de la proteïna C3a 

al seu receptor fa que es potenciï un augment de la desgranulació mitjançada pel 

Fc�RI (Laffargue et al., 2002). La molècula clau que estaria implicada en els processos 

d’amplificació lligats a aquests GPCRs sembla ser la PI3K (Laffargue et al., 2002). Així 

doncs, tot i que es desconeix si els GPCRs necessiten una molècula adaptadora com 

LAT o NTAL per coordinar la seva influència en mastòcits, la integració de la 

senyalització a través dels GPCRs i el Fc�RI es dóna en última instància a nivell de la 

PI3K (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). És a dir, els GPCRs actuen, tal com succeeix amb el 

receptor KIT, sobre la via complementària de l’activació dels mastòcits (Gilfillan and 

Tkaczyk, 2006). 

Segons les dades descrites, semblaria que un dels papers de la via complementària de 

l’activació dels mastòcits pot ser permetre integrar a la xarxa de senyalització 

promoguda pel Fc�RI, cascades de senyalització iniciades per altres receptors amb la 

finalitat de modular l’alliberació de mediadors en mastòcits depenent d’antigen (Gilfillan 

and Tkaczyk, 2006). 
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5.2 Molècules inhibidores de l’activació dels mastòcits 

El complex que condueix a l’activació mastocitària es troba àmpliament regulat per un 

sofisticat conjunt de mecanismes inhibidors, proveint d’aquesta manera una 

coordinada xarxa de molècules que permeten assolir la resposta desitjada i limitar les 

possibles lesions d’una resposta excessiva o persistent. L’agregació del Fc�RI genera 

un conjunt de senyals positives que condueixen a l’activació i les funcions efectores del 

mastòcits. Però més enllà dels senyals positius, l’agregació del Fc�RI també genera 

senyals intracel·lulars negatives capaces de limitar les respostes funcionals dels 

mastòcits (Molfetta et al., 2007). Les funcions que els mastòcits realitzen a través del 

Fc�RI estan regulades per diverses molècules, entre les quals es troben receptors 

inhibidors de la superfície cel·lular (que sovint actuen quan són co-lligats juntament 

amb el Fc�RI i que es troben expressats de manera constitutiva o induïble a la 

membrana dels mastòcits), PTKs, fosfatases de lípids i proteïnes, molècules 

adaptadores i lligases d’ubiqüitines (Bruhns et al., 2005; Katz, 2002; Kraft and Kinet, 

2007; Molfetta et al., 2007).  

A més a més de les molècules inhibidores, en la regulació de l’activació dels mastòcits 

també intervenen altres factors, com la força de l’estímul. La desgranulació dels 

mastòcits després de la lligació amb la IgE unida concentracions cada cop majors 

d’antigen, genera una corba dosi-resposta en forma de campana. A dosis supraòptimes 

d’antigen s’observa una resposta reduïda que depèn de l’excés de lligació del Fc�RI i 

l’augment d’immobilització del receptor deguda a interaccions del citoesquelet. També 

s’ha vist, a més, que la lligació del Fc�RI amb dosis supraòptimes d’antigen pot afavorir 

l’acció negativa dels reguladors en la propagació dels senyals (Gibbs et al., 2006; 

Gimborn et al., 2005; Magro and Alexander, 1974; Molfetta et al., 2007; Robertson et 

al., 1986). 

5.2.1 Efecte dual de les cadenes � i � del Fc�RI 

Segons dades recents, es creu que a més a més de senyals positius, les cadenes � i � 

del Fc�RI poden actuar com a subunitats reguladores de l’activació dels mastòcits i 

com a efectores de funcions negatives (Furumoto et al., 2004; Kimura et al., 1997a; 

Kimura et al., 1997b; Pasquier et al., 2005a). Estudis recents demostren que la cadena 

� fosforilada pot unir les fosfatases SHIP, SHP-1 i SHP-2, i que aquestes fosfatases són 
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fosforilades llavors després de la lligació del receptor (Kimura et al., 1997a; Kimura et 

al., 1997b). 

Per altra banda, altres estudis també mostren una contribució directa a una 

senyalització negativa de la cadena � del Fc�RI, per mitjà d’una tirosina no canònica 

(Y225), localitzada entre els dos residus tirosina canònics de la seqüència consens dels 

ITAMs: (Asp/Glu)-X-X-Tyr-X-X-Leu-(X)7-11-Tyr-X-X-(Leu/Ile). La mutació d’aquest 

residu causa un augment en la producció de citocines de mastòcits derivats de la 

medul·la òssia (BMMCs); associat a un augment de les MAPK ERK i P38 i de l’activació 

del factor de transcripció NF-��; i una disminució de la fosforilació en tirosines de SHIP 

(Furumoto et al., 2004). En aquest cas, doncs, s’observa un efecte inhibitori posterior a 

l’agregació del Fc�RI, com a resultat del reclutament i l’activació de fosfatases 

(Molfetta et al., 2007). 

També s’han trobat papers reguladors negatius per la cadena �, però en aquest cas, 

no dins el complex Fc�RI, sinó dins un altre receptor, el Fc�RI. En aquest últim cas, la 

cadena � té capacitat per unir la fosfatasa SHP-1 (Pasquier et al., 2005a). 

Així doncs, la força de l’estímul i/o el context del receptor on es dóna la lligació de les 

cadenes � i � poden determinar la seva funció positiva o negativa com a regulador de 

les funcions dels mastòcits (Molfetta et al., 2007). 

5.2.2 Regulació negativa a través de PTKs: LYN, FPS/FES i FER 

LYN 

A més del paper descrit de LYN en l’inici de la senyalització dels mastòcits, també s’ha 

identificat un paper com a regulador negatiu d’aquesta cinasa. S’ha descrit que BMMCs 

provinents de ratolins deficients per la cinasa LYN mostren un augment de la 

desgranulació, un augment de l’expressió de gens de citocines, una major activitat de 

la cinasa FYN, una menor activitat de la fosfatasa SHIP, i una activació perllongada de 

les MAPK ERK i P38 (Hernandez-Hansen et al., 2004; Kawakami et al., 2000; Odom et 

al., 2004; Parravicini et al., 2002). Altres estudis determinen que la cinasa LYN pot 

assumir un paper negatiu o positiu en l’activació dels mastòcits, en funció de la força 

de l’estímul. Segons aquests estudis, el paper negatiu de LYN es dóna específicament a 



Introducció                                                               Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

  34 

través de la cadena � del Fc�RI, després de l’estimulació amb una dosi elevada 

d’antigen (Xiao et al., 2005). 

Cal dir, però, que els resultats sobre el paper negatiu de la cinasa LYN no estan clars, 

ja que la generació de ratolins deficients per LYN (LYN-/-) ha donat resultats 

controvertits en diferents grups d’investigació. Tot i els estudis citats anteriorment, on 

s’observa un augment en la desgranulació en ratolins LYN-/- (Hernandez-Hansen et al., 

2004; Odom et al., 2004; Parravicini et al., 2002), hi ha altres grups que observen 

l’efecte oposat, una disminució en la desgranulació (Kawakami et al., 2000). Altres 

grups no observen diferències en la desgranulació en ratolins LYN-/- (Nishizumi and 

Yamamoto, 1997). Per altra banda, els efectes sobre l’expressió de gens de citocines i 

la senyalització també són poc clarificadors: certs grups observen un augment en 

l’alliberació de citocines (Kawakami et al., 2000), que no es detecta en altres estudis. 

FPS/FES i FER 

FPS/FES i FER formen part de la família de “non-receptors protein tyrosine kinase” i 

constitueixen una subfamília de proteïnes cinases (Alcalay et al., 1990; Hao et al., 

1989; Letwin et al., 1988; Roebroek et al., 1985; Wilks and Kurban, 1988). Ambdues 

proteïnes, són estructuralment molt similars, fet que indica que probablement tenen 

rols biològics molt similars, i es diferencien perquè FER té una expressió més ubiqua, 

mentre que FPS/FES es troba en cèl·lules de llinatge mieloide, en cèl·lules endotelials 

vasculars, en cèl·lules epitelials i en cèl·lules neuronals (Care et al., 1994; Feldman et 

al., 1985; Greer, 2002; Greer et al., 1994; Haigh et al., 1996; Letwin et al., 1988; 

MacDonald et al., 1985; Penhallow et al., 1995). Tan FPS/FES com FER s’activen per 

fosforilació després de l’agregació del Fc�RI (Craig and Greer, 2002), i en aquest cas 

en la seva fosforilació no participa la pròpia activitat cinasa que presenta (Senis et al., 

2003), sinó que és bàsicament depenent de la cinasa LYN (Udell et al., 2006). 

Aquesta família de cinases participa en la reorganització del citoesquelet, afectant així 

els complexes de senyalització creats pels receptors; en la inflamació i en la immunitat 

(Greer, 2002). FPS/FES i FER estan constituïdes bàsicament per quatre dominis: a) Un 

domini FCH (FPS/FES/FER/CIP4 Homology) amino-terminal, que participa en la 

interacció amb el citoesquelet i la regulació de la seva reorganització, en el transport 

vesicular i en l’endocitosi (Aspenstrom, 1997; Modregger et al., 2000; Qualmann and 
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Kelly, 2000; Tian et al., 2000; Yeung et al., 1998); b) Tres regions de dominis coiled 

coils, que participen en l’oligomerització de la cinasa i tenen una funció autoreguladora 

de la seva funció (Craig et al., 1999; Greer, 2002; Read et al., 1997); c) Un domini SH2 

(SH2: SRC homology 2), que uneix residus de tirosina fosforilats, permetent així la 

regulació d’interaccions intermoleculars i intramoleculars (Hjermstad et al., 1993; Koch 

et al., 1989). Hi ha diverses proteïnes que s’uneixen a aquestes cinases, com per 

exemple la cortactina (Filamentous (F)-actin-crosslinking protein), de la qual s’ha 

descrit la seva unió amb FER i la disminució de la seva activitat en ser fosforilada per 

FER (Greer, 2002; Kim and Wong, 1998). El motiu consens d’unió al domini SH2 de la 

proteïna FPS/FES es basa en la seqüència Tyr-Glu-X-Val/Ile, on la X representa un 

aminoàcid qualsevol (Songyang et al., 1994); i d) Un domini cinasa carboxi terminal, 

amb activitat catalítica (Greer, 2002). 

La proteïna FPS/FES s’expressa àmpliament en macròfags i neutròfils. Ratolins 

deficients per la proteïna FPS/FES mostren un augment a la sensibilitat al shock induït 

per lipopolisacàrid (LPS) en aquests tipus cel·lulars, tot i que aquest defecte desapareix 

quan s’afegeixen transgens humans de FPS/FES (Zirngibl et al., 2002). Aquestes dades 

semblen assignar a la proteïna FPS/FES un paper regulador de la inflamació, potser 

mitjançant la inhibició de vies de senyalització pro-inflamatòries, o promovent vies de 

senyalització antiinflamatòries (com per exemple activació del factor de transcripció 

STAT3, i en conseqüència de la producció de la citocina IL-10, que té efectes 

antiinflamatoris) (Greer, 2002; Kuhn et al., 1993; O'Farrell et al., 2000). 

5.2.3 Regulació negativa a través de fosfatases lipídiques: SHIP i PTEN 

Un dels passos claus en l’activació dels mastòcits, ve mitjançat per l’activitat enzimàtica 

de la PI3K, durant la via complementària de FYN (veure apartat 2.2). El producte de la 

PI3K, els PIP3, poden ser defosforilats per les fosfatases SHIP i PTEN (phosphatase and 

tensin homologue deleted on chromosome 10), en la posició 5’ i 3’, respectivament; 

afectant d’aquesta manera, la propagació del senyal (Deane and Fruman, 2004). 

SHIP 

En el cas de la fosfatasa SHIP, s’ha vist que BMMCs provinents de ratolins deficients 

per la fosfatasa SHIP mostren un augment de la desgranulació i la producció de 
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citocines pro inflamatòries en resposta a la lligació del Fc�RI. Aquests resultats donen 

suport a un paper de la fosfatasa SHIP en la limitació de l’activació dels mastòcits de 

ratolí (Huber et al., 1998; Kalesnikoff et al., 2002). 

PTEN 

PTEN és reconegut com un supressor de tumors i un regulador clau en l’apoptosi i el 

creixement cel·lular (Cantley and Neel, 1999). Es creu a més que la fosfatasa PTEN té 

un paper en el control de l’homeòstasi dels mastòcits, ja que la pèrdua de PTEN en 

mastòcits humans comporta un augment dels nivells de PIP3 fins i tot després de la 

lligació del FC�RI, un augment de les MAPK JNK i P38 i una secreció constitutiva de 

citocines (Furumoto et al., 2006). 

5.2.4 Regulació negativa a través de fosfatases de tirosines en proteïnes: 

SHP-1 i SHP-2 

SHP-1 i SHP-2 formen part d’un subgrup de fosfatases de tirosines en proteïnes (PTP: 

Protein-Tyrosine Phosphatases) citosòliques, caracteritzades per la presència de dos 

dominis SH2 a l’extrem N-terminal, i d’un domini fosfatasa de tirosines de proteïnes a 

l’extrem C-terminal. SHP-2 a més conté un domini ric en prolines a l’extrem C-terminal, 

que li permet interaccionar amb proteïnes que contenen dominis SH3. SHP-1 es troba 

expressada de manera predominant en cèl·lules hematopoiètiques, mentre que 

l’expressió de SHP-2 és més ubiqua (Yi et al., 1992). Per altra banda, tant SHP-1 com 

SHP-2 es troben expressades en diverses parts del sistema nerviós (Horvat et al., 

2001; Suzuki et al., 1995). Ambdues fosfatases estan involucrades en moltes activitats 

cel·lulars, com el manteniment del citoesquelet; la divisió, creixement i diferenciació 

cel·lulars; l’activació de MAPKs i les respostes quimiotàctiques (Bialy and Waldmann, 

2005; Feng et al., 1994; Kim et al., 1999; Pani et al., 1995; Yi et al., 1993). La funció 

que tenen les fosfatases SHP-1 i SHP-2 durant el dany cel·lular i la inflamació no està 

ben definida, ja que sembla que aquestes PTPs podrien tenir papers duals tan en 

l’activació com en la inhibició de la supervivència cel·lular, degut a la varietat de les 

condicions microambientals (Chong and Maiese, 2007). L’activitat de SHP-1 i SHP-2 

s’ha associat amb la modulació de senyals cel·lulars que involucren la via PI3K/AKT, la 

via de les MAPKs i factors de transcripció com NF-�� (Chong and Maiese, 2007). 
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Les fosfatases de tirosines en proteïnes SHP-1 i SHP-2, regulen negativament 

l’activació dels mastòcits depenent d’IgE. Tot i que el seu mecanisme d’acció encara no 

està ben definit, s’ha suggerit que ambdues fosfatases actuen sobre la via de 

senyalització del Fc�RI després de la seva lligació, probablement a través de receptors 

inhibidors que tenen capacitat per reclutar SHP-1 o SHP-2 (Daeron et al., 2008; 

Gilfillan and Rivera, 2009); tot i que també s’ha descrit que tant SHP-1, com SHP-2, co-

immunoprecipiten amb el Fc�RI. La fosfatasa SHP-1 es troba associada de manera 

constitutiva amb el Fc�RI, mentre que SHP-2 es recluta després de la lligació del Fc�RI 

(Benhamou et al., 1993; Kihara and Siraganian, 1994)  Segons un estudi recent, les 

fosfatases de tirosines en proteïnes, com SHP-1 i SHP-2, semblen tenir un paper clau 

en la regulació de l’activació de SYK, i per tant, en la resposta del mastòcit. Per altra 

banda, SHP-1 i SHP-2 semblen exercir un paper potencial en la defosforilació de les 

tirosines de l’ITAM de la cadena � del Fc�RI (Yamashita et al., 2008). 

S’ha reportat que la sobre-expressió de la fosfatasa SHP-1 en la línia cel·lular RBL-2H3 

comporta una disminució de la fosforilació del Fc�RI i de SYK, però, per contra, també 

suposa un augment de la fosforilació de JNK i la producció de TNF� (Xie et al., 2000). 

Un altre estudi suggereix que la fosfatasa SHP-1 regula la senyalització del Fc�RI tant 

de manera negativa, fent les funcions de fosfatasa de tirosines en proteïna; com de 

manera positiva, funcionant com una proteïna adaptadora que contribueix en la 

formació de complexes de senyalització, en BMMCs (Nakata et al., 2008). Per una 

banda, s’ha proposat que SHP-1 defosfororila les molècules LAT i SLP-76; mentre que 

regula positivament la fosforilació de PLC�, la mobilització de calci i la desgranulació 

(Nakata et al., 2008). 

5.2.5 Regulació negativa a través de molècules adaptadores: LAT, NTAL, 

LAX, DOK, RabGEF1, Cbl i CIN85 

LAT 

S’ha proposat que la molècula adaptadora LAT podria tenir un paper tant positiu com 

negatiu com a regulador de les funcions dels mastòcits, depenent del teixit d’origen del 

mastòcit i de la força de l’estímul. Les tirosines que conté la molècula LAT en la seva 

cua citoplasmàtica contribueixen a més de manera diferencial a la desgranulació i la 

secreció de citocines: la tirosina Y132 que uneix la PLC� té un efecte negatiu en la 
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desgranulació quan les altres tres tirosines que uneixen molècules adaptadores estan 

mutades; mentre que aquestes tres tirosines presenten també un efecte negatiu quan 

la tirosina que uneix la PLC� està mutada. En el mateix estudi també es determina que 

la molècula LAT té un efecte regulador diferencial de les funcions biològiques del 

mastòcits que es troben a la mucosa i els mastòcits que es troben al sèrum (Malbec et 

al., 2004). 

NTAL 

Els ratolins deficients per a la molècula NTAL mostren una major mobilització de calci 

mitjançada per antigen, un augment en l’activació d’ERK, un augment en la 

desgranulació i una major producció de citocines (Tkaczyk et al., 2004; Volna et al., 

2004; Zhu et al., 2004). Aquestes dades indiquen que la molècula NTAL podria 

participar en un mecanisme de regulació negativa de la funció dels mastòcits. El primer 

esdeveniment afectat en ratolins deficients per la molècula NTAL és una major 

fosforilació en tirosina de la molècula LAT i un conseqüent augment de la fosforilació i 

l’activitat enzimàtica de la PLC� (Volna et al., 2004). No s’han reportat associacions 

directes entre fosfatases i la molècula NTAL que puguin explicar la funció inhibidora 

observada. Tanmateix s’ha proposat que potser la molècula NTAL podria competir amb 

l’adaptador LAT pel dipòsit de molècules que es troben als lipid rafts, intentant 

d’aquesta manera disminuir la funció de LAT (Zhu et al., 2004). 

LAX 

LAX és una molècula adaptadora recentment identificada tant en limfòcits, com en 

mastòcits. A diferència de LAT i NTAL, l’adaptador LAX no es localitza en els lipid rafts. 

LAX és fosforilada posteriorment a la lligació del Fc�RI i interacciona amb GRB2 i PI3K. 

BMMCs provinents de ratolins deficients per la molècula LAX mostren un augment da 

l’activació de la PI3K i un augment de la desgranulació en resposta a l’estimulació per 

via del Fc�RI. Es coneix que aquesta major resposta mastocitària es deu a una inhibició 

de la molècula NTAL, però es desconeix el mecanisme pel qual LAX regula l’expressió 

de NTAL. Totes aquestes dades suggereixen un paper regulador negatiu de la molècula 

LAX en la senyalització i les funcions del mastòcit mitjançades pel Fc�RI (Zhu et al., 

2002b; Zhu et al., 2006). 
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DOK 

DOK correspon a una família de 5 membres de molècules adaptadores, on només les 

proteïnes DOK-1, DOK-2 i DOK-3 són específiques de teixit hematopoiètic. Aquestes 

molècules estan formades per un domini PH a l’extrem amino, un domini central d’unió 

a tirosines fosforilades (PTB: phosphotyrosine binding domain) i un carboxi terminal 

amb tirosines fosforilables (Fig 8.). Dok es transloca a membrana mitjançant el seu 

domini PH en resposta a la producció de PIP3 per activitat de la PI3K. Aquesta 

translocació permet que Dok es fosforili en tirosines i es creen motius d’unió per 

proteïnes amb dominis SH2, com la fosfatasa SHIP i la proteïna Ras-GAP (Janssen and 

Zhang, 2003; Veillette, 2004; Veillette et al., 2002).  

S’ha descrit que DOK-1 s’associa de manera constitutiva amb el Fc�RI en la línia 

cel·lular mastocitària de rata RBL-2H3 (Rat Basophilic Leukemia-2H3). DOK es fosforila 

després de la lligació amb el Fc�RI. Un cop fosforilat, s’uneix a Ras-GAP, que correspon 

a la proteïna activadora de la GTPasa encarregada d’inactivar la proteïna Ras. 

D’aquesta manera, es regula negativament la via depenent de Raf, conduint a la 

inhibició de les MAPK ERK, JNK i P38, i a la producció de TNF� (Abramson et al., 

2003). 

 
Fig 8. Esquema de l’estructura de la molècula adaptadora DOK. 

RabGEF1 

RabGEF1 és una molècula adaptadora amb capacitat per regular de manera negativa la 

via de les MAPK depenent de Raf. BMMCs provinents de ratolins deficients per la 

proteïna RabGEF1 mostren una major desgranulació i un augment en l’alliberació de 

citocines després de la lligació del Fc�RI (Tam et al., 2004b). Altres estudis han 

determinat que BMMCs provinents de ratolins deficients per RabGEF1 mostren un 

retardament en la internalització del Fc�RI induïda per antigen. Això suggereix que la 

proteïna RabGEF1 podria tenir un paper en el control de l’endocitosi del receptor 

(Kalesnikoff et al., 2007). 
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Proteïnes Cbl 

La família de proteïnes Cbl són molècules adaptadores que funcionen com a reguladors 

negatius dels senyals mitjançats per immunoreceptors (Duan et al., 2004; Ryan et al., 

2006; Thien and Langdon, 2005). S’han identificat tres membres d’aquesta família: c-

Cbl, Cbl-b i Cbl-c (també anomenat Cbl-3), caracteritzats estructuralment per la 

presència de molts dominis d’interacció proteïna-proteïna: un domini N-terminal d’unió 

a cinases de tirosines, que inclou un domini SH2 modificat (TKB: Tyrosine Kinase 

Binding); un domini RING finger (motiu de 8 cistidines o histidines amb una funció de 

lligasa, unint enzims d’ubiqüitinació als seus substrats), un domini ric en prolines, i 

motius tirosina a l’extrem C-terminal (Fig 9.). La funció de les proteïnes Cbl com a 

reguladores de les vies de transducció de senyals es basa en la seva activitat com a 

lligasa d’ubiqüitina (Koretzky and Myung, 2001; Molfetta et al., 2007). Les proteïnes 

Cbl poden interaccionar amb molècules involucrades en la senyalització: família Src i 

Syk (a través del domini PTK); i molècules com PI3K, Vav, PLC�, Grb2 (a través de 

dominis rics en prolines i de tirosines fosforilades en Cbl durant l’activació) (Veillette et 

al., 2002). Actuen com a lligases d’ubiqüitina a través del seu dit RING, tot acostant 

aquestes proteïnes enllaçades amb l’enzim de conjugació d’ubiqüitina E2. Per tant 

estan activant un segrest proteic i/o degradació depenent de proteosoma (Koretzky 

and Myung, 2001).  

 
Fig 9. Esquema de l’estructura de la molècula adaptadora CBL. 

Gràcies a la presència dels diversos dominis d’interacció, la proteïna Cbl reconeix els 

seus substrats, que poden ser proteïnes de senyalització citoplasmàtiques o receptors 

de membrana, tant de manera depenent com independent de fosforilació. S’ha descrit 

que c-Cbl i Cbl-b es troben expressades en BMMCs i en la línia cel·lular RBL-2H3, que 

es fosforilen en tirosines després de la lligació del Fc�RI i que es transloquen a lipid 

rafts (Lafont and Simons, 2001; Ota et al., 1996; Qu et al., 2004; Zhang et al., 2004). 

S’ha descrit que la sobrepressió de c-Cbl inhibeix l’activitat de la cinasa Syk i 

l’alliberació de serotonina mitjançada pel receptor en cèl·lules RBL-2H3, sense afectar 



Introducció                                                               Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

  41

l’activitat de LYN i la fosforilació del receptor (Ota and Samelson, 1997). També s’ha 

vist la implicació de c-Cbl en la ubiqüitinització de les subunitats del Fc�RI i de la cinasa 

SYK en cèl·lules RBL-2H3 (Lafont and Simons, 2001; Paolini et al., 2002). En el cas del 

receptor, les subunitats � i � es troben sotmeses a ubiqüitinització després de 

l’estimulació amb IgE i un antigen multivalent en cèl·lules RBL-2H3. Es coneix que 

aquestes subunitats colocalitzen amb la proteïna c-Cbl en els lipid rafts després de la 

lligació del receptor. Aquest fet suggereix que c-Cbl podria estar involucrada en la 

ubiqüitinització del receptor (Lafont and Simons, 2001; Paolini and Kinet, 1993). En el 

cas de la cinasa SYK, la proteïna c-Cbl és la responsable de la seva ubiqüitinització, i 

l’activitat de SYK alhora és la que controla la seva pròpia ubiqüinització, així com la 

ubiqüitinització de les subunitats � i � del Fc�RI. La interacció entre SYK i c-Cbl, 

constitutivament associades en cèl·lules RBL-2H3, és important perquè permet que 

ambdues proteïnes es tornin substrat una de l’altra. A més, permet que la cinasa SYK 

apropi c-Cbl al receptor, per tal d’ubiqüitinitzar les seves subunitats (Molfetta et al., 

2007; Ota et al., 1996; Paolini et al., 2002). 

També s’ha descrit que les proteïnes Cbl poden ubiqüitinitzar les cinases LYN i FYN 

posteriorment a l’agregació del Fc�RI en cèl·lules RBL-2H3 (Kyo et al., 2003). Així 

doncs, les proteïnes Cbl poden regular de manera negativa ambdues vies d’activació 

dels mastòcits: la via primària de LYN i la via complementària de FYN (Molfetta et al., 

2007). 

Les proteïnes c-Cbl i Cbl-b semblen tenir un paper regulador negatiu molt similar en la 

senyalització mitjançada pel Fc�RI, tot i que alguns estudis han descrit un paper 

prominent de la forma Cbl-b en la regulació negativa de la senyalització mitjançada pel 

Fc�RI. Aquesta predominança de Cbl-b seria deguda a una major expressió d’aquesta 

proteïna, més que a diferències funcionals amb c-Cbl. S’ha reportat que l’absència de 

Cbl-b incrementa la fosforilació del receptor, la mobilització de Calci, l’alliberació 

d’histamina i la inducció de citocines pro-inflamatòries (Gustin et al., 2006; Zhang et 

al., 2004). 

CIN85 

CIN85 és una molècula adaptadora, membre d’una subfamília de proteïnes 

adaptadores àmpliament expressada, caracteritzades per la presència de diversos 
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dominis, entre els quals es troben 3 dominis SH3 i una regió central rica en prolines 

(Dikic, 2002). La presència de diferents dominis permet a la proteïna CIN85 formar 

diverses interaccions proteïna-proteïna i ensamblar complexes multimèrics amb 

proteïnes involucrades en la transducció de senyals, en el tràfic endocític i en la 

reorganització del citoesquelet (Molfetta et al., 2007). 

Les proteïnes Cbl-b i c-Cbl indueixen la internalització de receptors tirosina cinasa a 

través de la seva interacció amb CIN85. Aquesta via és independent de l’activitat 

lligasa d’ubiqüitina que tenen les proteïnes Cbl (Petrelli et al., 2002; Soubeyran et al., 

2002; Szymkiewicz et al., 2002). 

S’ha descrit que CIN85 es troba expressat en cèl·lules RBL-2H3 i que interacciona amb 

c-Cbl després de la fosforilació del Fc�RI (Molfetta et al., 2005). Posteriorment a la 

lligació del receptor, el complex Cbl/CIN85 es recluta a la membrana cel·lular, on 

condueix a la internalització dels complexes de Fc�RI a compartiments 

endocitoplasmàtics. Aquest procediment és necessari per la degradació del receptor 

(Molfetta et al., 2007). 

5.2.6 Regulació negativa a través de receptors que contenen ITIMs: Fc�RIIB 

La característica comú de molts receptors inhibidors de la superfície cel·lular és la 

presència a la seva cua citoplasmàtica d’un o més motius d’inhibició dels 

immunoreceptors basats en tirosina (Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibitory Motif), 

que presenten la següent seqüència consens: Ile/Val/Leu/Ser-X-Tyr-X-X-Leu/Val, on la 

X representa un aminoàcid qualsevol. A través del seu ITIM, aquests receptors 

suprimeixen l’activació cel·lular, reclutant molècules de senyalització negatives, com 

SHIP i SHP. Així doncs, el seu mecanisme d’acció respecte la supressió de la 

senyalització del Fc�RI es basa en promoure esdeveniments de defosforilació. Tot i que 

s’han descrit els efectes inhibitoris d’alguns lligands d’aquests receptors, com la 

citocina IL-10 i el factor de creixement TGF� (Transforming growth factor beta), que 

pot canviar el patró d’alliberació de mediadors després de l’agregació del Fc�RI 

(Gebhardt et al., 2005; Royer et al., 2001), moltes de les funcions inhibidores 

d’aquests receptors s’han descobert mitjançant l’ús d’anticossos, ja que molts dels seus 

lligands encara es desconeixen. Per aquest motiu, la rellevància fisiològica de molts 

d’aquests receptors encara està per determinar (Kraft and Kinet, 2007). Aquests 
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receptors travessen la membrana plasmàtica un cop i es classifiquen en dos grups 

segons l’estructura de la seva part extracel·lular (domini N-terminal), que pot consistir 

en: dominis lectina de tipus C, dependents de calci (exemples: KLRG1, killer cell lectin-

like receptor G1); o dominis de tipus immunoglobulina (exemples: Fc�RIIB, gp49B1, 

PIR-B (paired Ig-like receptor B), proteïna reguladora �) (Molfetta et al., 2007). Es 

creu que aquest tipus de receptors amb ITIMs també tenen un paper en la disminució 

immediata de les reaccions d’hipersensibilitat (Katz, 2002). La integració dels senyals 

del Fc�RI i dels receptors inhibidors assegura uns resposta mastocitària equilibrada 

(Molfetta et al., 2007). 

Entre els receptors inhibidors que contenen ITIMs a la seva cua citoplasmàtica, un dels 

més estudiats és el Fc�RIIB, que correspon al receptor de baixa afinitat per la IgG. El 

Fc�RIIB uneix IgG lligada a antigen específic, i la seva co-agregació amb el Fc�RI 

també unit a IgE lligada a antigen específic, inhibeix la senyalització del Fc�RI i les 

funcions efectores en mastòcits i basòfils (Katz, 2002). El receptor Fc�RIIB actua 

reclutant SHIP a través del seu ITIM a la membrana plasmàtica, on al seu torn SHIP 

degrada els PIP3 a PIP2, conduint en última instància a una reducció de l’activació de la 

BTK i de la mobilització de calci mitjançada per la PLC� (Kraft and Kinet, 2007). També 

s’ha descrit que SHIP realitza la seva funció inhibidora a través de la proteïna 

adaptadora DOK1 (docking protein 1), que s’uneix a la proteïna activadora de la 

GTPasa de RAS, inactivant per tant RAS i inhibint la cascada de senyalització les MAPKs 

(ERK, P38 i JNK) (Isnardi et al., 2004; Kepley et al., 2004). 

5.2.7 Regulació negativa a través de receptors que no contenen ITIMs: 

CD200R, Fc�RI i CD63 

També existeixen altres molècules de superfície que manquen de motius ITIM, però 

que igualment poden inhibir la senyalització a través del Fc�RI (Kraft and Kinet, 2007).  

CD200R 

El receptor CD200, membre de la superfamília de les immunoglobulines i receptor pel 

lligand CD200, té capacitat per suprimir la desgranulació dels mastòcits i l’anafilaxi 

cutània induïdes pel Fc�RI, tot i que el mecanisme d’aquesta inhibició és desconegut 

(Cherwinski et al., 2005). 
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Fc�RI 

El receptor Fc�RI, que té com a lligand la IgA, s’associa amb la cadena � del Fc�RI i 

pot inhibir la desgranulació dels mastòcits induïda pel Fc�RI, tot i que conté un motiu 

ITAM (d’activació) en la seva cua citoplasmàtica (Pasquier et al., 2005a). S’ha descrit 

que anticossos específics contra el receptor Fc�RI poden disminuir la severitat de la 

inflamació de les vies aèries i de la hiper-reactivitat bronquial en un model de ratolí 

asmàtic (Pasquier et al., 2005a). El mecanisme inhibitori d’aquest receptor sembla 

involucrar el reclutament de la fosfatasa SHP-1 (Kraft and Kinet, 2007). 

CD63 

El CD63 és una proteïna transmembrana que pertany a una família de molècules que 

es caracteritzen per travessar quatre cops la membrana plasmàtica (tetraspanin 

molecules). S’ha vist que anticossos específics contra el CD63 poden inhibir la 

desgranulació dels mastòcits induïda pel Fc�RI en la línia cel·lular mastocitària de rata 

RBL-2H3 (Kitani et al., 1991; Nishikata et al., 1992). Aquest tipus de molècules no 

tenen lligands extracel·lulars o capacitat de senyalització intrínseca, però formen 

xarxes localitzades a membrana amb altres molècules del mateix tipus, o bé amb 

proteïnes de la membrana plasmàtica com les �-integrines (Boucheix and Rubinstein, 

2001; Hemler, 2001). Estudis amb la línia cel·lular RBL-2H3 demostren que l’ús 

d’anticossos específics contra el CD63 inhibeix la via complementària d’activació dels 

mastòcits depenent de PI3K, mentre que els esdeveniments proximals al Fc�RI i els 

processos de mobilització de calci resten intactes. Per altra banda, l’ús d’aquests 

anticossos contra el CD63 inhibeix també l’anafilaxi in vivo en un model de rata (Kraft 

et al., 2005). 

6. PERSPECTIVES I IMPLICACIONS TERAPÈUTIQUES 

Les diferents aproximacions terapèutiques es poden classificar d’una manera molt 

general en tres grups: les que van dirigides a dianes extracel·lulars (mediadors 

alliberats, lligands), a dianes intracel·lulars (molècules de senyalització, expressió de 

gens) i a dianes de la membrana cel·lular (receptors) (Brown et al., 2008). 
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Dianes extracel·lulars 

Moltes aproximacions terapèutiques parteixen de la base que per tractar desordres 

associats als mastòcits, un bon mecanisme podria ser inhibir el Fc�RI, ja que és una 

potent via de senyalització per les funcions efectores dels mastòcits (Kraft and Kinet, 

2007). Un exemple de tractament podria ser l’ús d’anticossos monoclonals contra la 

IgE, teràpia efectiva per pacients que pateixen asma (Busse et al., 2001; Holgate et 

al., 2005; Soler et al., 2001). Els anticossos específics contra IgE condueixen a una 

reducció de les molècules de IgE lliures al sèrum dels pacients al·lèrgics i per tant a 

una reducció dels nivells de Fc�RI expressat en mastòcits, basòfils i cèl·lules 

dendrítiques (Djukanovic et al., 2004; Prussin et al., 2003). Això redueix la probabilitat 

que la IgE entri en contacte amb l’al·lergen o que s’uneixi al Fc�RI (Kraft and Kinet, 

2007).  

Segons s’ha descrit, l’activació mastocitària in vivo mitjançada per l’antigen pot ser 

potenciada per altres factors, com l’addició de SCF, tot i que contribució relativa 

d’aquests factors a les respostes al·lèrgiques in vivo es desconeix (Gilfillan and 

Tkaczyk, 2006). També s’han descrit mastòcits hipersensibles en condicions on hi ha 

elevades concentracions d’altres lligands (com l’adenosina i la proteïna C3a) per 

receptors de mastòcits que incrementen les respostes mitjançades per antigen (Gilfillan 

and Tkaczyk, 2006). Aquests fenòmens fan que s’hagi de considerar la contribució dels 

processos d’amplificació sobre l’activació dels mastòcits in vivo. Actuar sobre receptors 

com KIT, o sobre altres molècules que puguin interferir en la via complementària de 

l’activació dels mastòcits, podria ser una aproximació terapèutica pel tractament de 

pacients amb desordres associats als mastòcits (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

Dianes intracel·lulars 

Altres aproximacions terapèutiques advoquen per dissenyar estudis sobre la manera en 

què les vies de senyalització de receptors que activen o actuen de manera sinèrgica 

amb el Fc�RI, s’integren per regular l’activació del mastòcit. També és important 

conèixer quina és la contribució exacta d’aquests receptors als desordres associats als 

mastòcits (com per exemple l’asma), ja que això ajudaria a desenvolupar noves 

estratègies pel tractament d’aquest tipus de malalties (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

L’augment en el nombre de molècules implicades en la xarxa de senyalització del Fc�RI 
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conegudes, augmenta alhora el nombre de possibles dianes terapèutiques. S’ha de 

tenir en compte, però, que moltes d’aquestes molècules de senyalització actuen sovint 

de manera redundant. Per tant, la selecció de les molècules diana essencials per la 

funció del Fc�RI és un procés que s’ha de fer amb molta cura (Kraft and Kinet, 2007). 

Una de les dianes intracel·lulars que es troba en assajos clínics, és la cinasa SYK. S’ha 

descrit que un inhibidor d’aquesta cinasa, R112, afecta la senyalització del Fc�RI i 

podria representar un nou mecanisme terapèutic per l’al·lèrgia (Guyer et al., 2006; 

Meltzer et al., 2005). 

Dianes de la membrana cel·lular 

Existeixen estratègies terapèutiques que utilitzen els receptors inhibidors com a dianes 

pel tractament. De fet, decantar la balança potenciant l’impacte de senyals inhibidors 

en individus al·lèrgics és una bona promesa terapèutica (Kraft and Kinet, 2007; 

Molfetta et al., 2007). Per exemple, Tam et al. (Tam et al., 2004a) utilitza un anticòs 

biespecífic que consisteix en un fragment Fab’ específic per la IgE humana lligat a un 

fragment Fab’ específic pel receptor Fc�RII humà. Això permet inhibir la desgranulació 

de basòfils i mastòcits induïda pel Fc�RI unit a IgE. Una altra estratègia, la de Zhu et 

al. (Zhu et al., 2002a), va generar una molècula quimèrica, consistent en el fragment 

Fc d’una IgG1 humana, fusionat amb el fragment Fc d’una IgE humana. Aquesta 

estratègia també permet inhibir la desgranulació induïda pel Fc�RI, unit a IgE. 

Recentment, han refinat la molècula quimèrica, fent que contingui el fragment Fc de la 

IgG1 humana unit a un al·lergen específic. Així s’aconsegueix inhibir la desgranulació 

de basòfils i mastòcits induïda pel Fc�RI unit a IgE específica d’al·lergen. 

Donat que els mastòcits són cèl·lules efectores que participen com a mecanisme de 

defensa del sistema immunitari innat i que també actuen com a cèl·lules reguladores 

de la resposta immunitària adaptativa, seria interessant estudiar quin podria ser el 

paper d’altres receptors que s’expressin bàsicament al sistema immune i que puguin 

col·laborar en la resposta mastocitària actuant de manera sinèrgica amb la 

senyalització a través del Fc�RI. Entre els candidats a aquest estudi es troba la família 

de receptors SLAM (CD150), que conjuntament amb la família de molècules 

adaptadores SAP, juguen un paper important en el desenvolupament de les funcions 
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del sistema immune i en el control de les respostes del sistema immunitari innat i 

adaptatiu (Calpe et al., 2008). 

7. FAMÍLIA DE RECEPTORS SLAM I FAMÍLIA D’ADAPTADORS SAP 

7.1 Família de receptors SLAM o família del CD150 

La família de receptors SLAM, o família del CD150, ha estat clàssicament englobada 

dins de la família del CD2 tot i que per si mateixa constitueix una família (Engel et al., 

2003). La família CD2 de receptors de superfície cel·lular de tipus immunoglobulina 

està formada per receptors expressats a la superfície dels leucòcits. Es tracta de 

glicoproteïnes de tipus I (extrem amino-terminal extracel·lular), pertanyents a la 

superfamília de les immunoglobulines (Ig) amb homologia en els seus dominis 

extracel·lulars (Engel et al., 2003; Ma et al., 2007). Les molècules de la família del CD2 

es caracteritzen per la presència d’un domini de tipus immunoglobulina variable (V) en 

l’extrem N-terminal, i un domini de tipus immunoglobulina constant-2 (C2) en l’extrem 

C-terminal de la part extracel·lular del receptor (Davis and van der Merwe, 1996). Tots 

els membres d’aquesta família juguen un paper en la funció cel·lular (Engel et al., 

2003; Nichols et al., 2005b). Actualment es coneixen onze membres que integren la 

família del CD2: CD2, CD58, CD150 (SLAM), CD244, CD229, CD84, CD48, NTB-A, 

CD319, BLAME i CD84-H1. Els nou últims membres citats són els integrants de la 

família SLAM (Fig 10.). 
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Fig 10. Membres de la família SLAM o família del CD150. 

Els onze membres de la família del CD2 es localitzen al cromosoma 1 humà: CD2 i 

CD58 al braç curt (regió 1p13), i la resta (família SLAM) es concentren al braç llarg 

(regions 1q21-24) (Davis and van der Merwe, 1996; Engel et al., 2003; Sidorenko and 

Clark, 2003; Tangye et al., 2000). Sis d’aquests receptors (SLAM, CD244, CD229, 

CD84, NTB-A i CD319) contenen una o més còpies del motiu ITSM que recluta els 

adaptadors SAP i EAT-2 i que presenta la següent seqüència consens: Thr-Val/Ile-Tyr-

X-X-Val/Ile, on la X representa un aminoàcid qualsevol (Engel et al., 2003; Ma et al., 

2007; Veillette, 2006). Mutacions en el gen SH2D1A que codifica per la proteïna SAP, 

involucrada en la senyalització intracel·lular duta a terme per diversos receptors de la 

família SLAM, condueix una immunodeficiència anomenada XLP (X-linked 

lymphoproliferative disease) (Coffey et al., 1998; Nichols et al., 1998; Sayos et al., 

1998). 

Basats en les similituds que presenten els gens de la família SLAM pel que fa a 

seqüència, organització genòmica, localització gènica i motius ITSM, es creu que tots 

provenen d’un gen ancestral comú (Conrad and Antonarakis, 2007; Davis and van der 

Merwe, 1996; Engel et al., 2003; Sidorenko and Clark, 2003). L’estructura exònica en 

tots els membres és molt semblant: un exó pel pèptid “leader”, domini extracel·lular i 

transmembrana; però diferents exons que codifiquen pel domini citoplasmàtic. Cada 
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gen pot donar lloc d’aquesta manera a més d’un transcrit degut a processos de 

“splicing” alternatiu. Això fa que tots els membres puguin aparèixer amb diferents 

isoformes de membrana, solubles o citosòliques (Boles et al., 2001). 

Pel que fa als membres de la família SLAM en concret, vuit d’ells són glicoproteïnes de 

membrana de tipus I, amb un domini citoplasmàtic. Un dels membres, però, el CD48 

es troba ancorat a la membrana plasmàtica mitjançant un GPI (glycosyl-

phosphatidylinositol) (Staunton and Thorley-Lawson, 1987; Yokoyama et al., 1991). Tal 

com s’ha citat abans, els dominis extracel·lulars de la majoria dels membres de la 

família SLAM estan composats per un domini de tipus immunoglobulina variable (V) en 

l’extrem N-terminal, al qual li manca els pont disulfur canònic; i un domini de tipus 

immunoglobulina constant-2 (C2) en l’extrem N-terminal, caracteritzat per les cisteïnes 

conservades (Davis and van der Merwe, 1996). La única excepció és la part 

extracel·lular del receptor CD229, que consisteix en una repetició en tàndem de dos 

sets de dominis V-Ig/C2 (Sandrin et al., 1992) (Fig 10.). Els receptors de la família 

SLAM interaccionen de manera específica amb els seus lligands a través dels seus 

dominis extracel·lulars. La majoria d’ells (CD150, CD84, CD229, NTB-A i CD319) 

presenten interaccions homofíliques, on els lligands són ells mateixos (Falco et al., 

2004; Flaig et al., 2004; Kumaresan et al., 2002; Martin et al., 2001; Punnonen et al., 

1997; Romero et al., 2005). Per altra banda, el receptor CD244 interacciona de manera 

heterotípica amb el CD48 (Brown et al., 1998; Latchman et al., 1998). Els dominis 

citoplasmàtics dels receptors SLAM, CD229, CD84, CD244, NTB-A i CD319 contenen 

tant dominis ITSM, com dominis no ITSM que contenen residus tirosina que poden ser 

fosforilats. D’aquesta manera poden reclutar moltes molècules senyalitzadores, ja sigui 

de manera dependent o independent dels adaptadors SAP i EAT-2 que poden conduir 

tant a senyals activadors, com inhibidors (Calpe et al., 2008). La integració de les 

xarxes de senyalització determina el resultat de diverses funcions efectores, depenent 

del tipus cel·lular i del seu estat d’activació (Engel et al., 2003; Ma et al., 2007; Morra 

et al., 2001a; Veillette, 2006). Les funcions dels diferents membres de la família CD150 

es troben resumides a la Taula 2. El receptor CD84, altament expressat en mastòcits, 

es troba descrit en detall a l’apartat 7.1.1. 
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7.1.1 CD84 

El receptor CD84 és una glicoproteïna de membrana de tipus I composta per una part 

extracel·lular de 199 aminoàcids amb dos dominis immunoglobulina (domini 

immunoglobulina V N-terminal i domini immunoglobulina C2 C-terminal), amb 4 llocs 

potencials per N-glicosilació; un segment transmembrana de 25 aminoàcids; i una cua 

citoplasmàtica de 83 aminoàcids, amb 4 tirosines, dues de les quals (Y262 i Y299) es 

troben dins de motius ITSM (Fig 11.) (de la Fuente et al., 1997; de la Fuente et al., 

1999; Sayos et al., 2001).  

 

Fig 11. Estructura del receptor CD84. Esquema de l’estructura del CD84 i seqüència aminoacídica de 
la seva cua citoplasmàtica. 

El receptor CD84 s’expressa en cèl·lules B, cèl·lules T, plaquetes, granulòcits 

(neutròfils, eosinòfils i basòfils), mastòcits, monòcits, macròfags, DCs, HSCs i timòcits 

humans (s’expressa en timòcits CD4-CD8-, CD4+ i CD8+, però no en els dobles positius 

CD4+CD8+) (de la Fuente et al., 1997; Kruse et al., 2001; Martin et al., 2001; Nanda et 

al., 2005; Romero et al., 2004; Tangye et al., 2002; Zaiss et al., 2003). Les cèl·lules 

NK humanes no expressen CD84, però les de ratolí sí (Romero et al., 2005; Roncagalli 

et al., 2005; Tangye et al., 2002). Segons el nivell d’expressió del CD84, les cèl·lules B 

es poden dividir en dues subpoblacions: CD84hi i CD84lo. La població CD84hi representa 

un grup de cèl·lules B memòria, que tenen com a característica la co-expressió del 
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CD27, i que presenten un alt nombre de mutacions somàtiques i una elevada 

proliferació en resposta a CD40L i IL-4, en comparació a la població de cèl·lules B 

CD84lo (Martin et al., 2001; Tangye et al., 2002). 

Una característica sorprenent del CD84 és la complexa expressió de les seves 

isoformes amb diverses cues citoplasmàtiques en la línia tumoral de cèl·lules T CEM 

(Palou et al., 2000). Les isoformes del CD84 es generen per diversos mecanismes, que 

inclouen l’ús alternatiu d’exons, canvis en la pauta de lectura o absència de “splicing”. 

L’expressió i la rellevància funcional d’aquestes isoformes és encara desconeguda. En 

ratolins s’han detectat també 2 transcrits del CD84(Calpe et al., 2008). 

Funcions 

El receptor CD84 presenta una forta interacció homotípica, on ell és el propi lligand, 

mitjançada pel domini immunoglobulina V, formant un dímer homofílic ortogonal 

(Martin et al., 2001; Romero et al., 2005; Yan et al., 2007). Tot i que l’estructura del 

CD84 és molt similar a la del dímer homofílic que forma el receptor NTB-A, hi ha certs 

detalls estructurals i químics en la interfície d’ambdues interaccions homofíliques que 

proveeixen un mecanisme per prevenir la formació d’heterodímers indesitjats entre 

ambdós receptors (Calpe et al., 2008). 

Cèl·lules T: S’ha descrit que la co-lligació del CD84 i el CD3 en cèl·lules T augmenta la 

proliferació (Tangye et al., 2003) i la secreció de IFN� (Martin et al., 2001). Tanmateix, 

la lligació del CD84 per ell mateix no dóna lloc a un augment de la proliferació o a la 

secreció de IFN�, indicant que el receptor CD84 actua bàsicament com una molècula 

co-estimuladora (Martin et al., 2001; Tangye et al., 2003).  

Cèl·lules B: El receptor CD84 participa en l’activació de les cèl·lules B, ja que s’ha 

descrit que es fosforila ràpidament en tirosines, després de la lligació amb un mAb 

anti-CD84. La població de cèl·lules CD84hi presenta una major proliferació en resposta 

a CD40L que la població CD84lo. Aquestes dades semblen indicar que les interaccions 

homotípiques del receptor CD84 podrien activar vies de senyalització addicionals en 

cèl·lules B, que contribuirien a una major activació, proliferació i diferenciació 

d’aquestes cèl·lules (Tangye et al., 2002). 
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Plaquetes: S’ha demostrat que el receptor CD84, altament expressat en aquest tipus 

cel·lular, és important per l’estimulació de les plaquetes, i que la interacció homotípica 

entre molècules del CD84 augmenta l’agregació plaquetària. Aquesta funció seria 

depenent de la fosforilació del receptor, ja que s’ha demostrat que el CD84 és fosforilat 

posteriorment a l’agregació plaquetària (Nanda et al., 2005). 

Mecanismes moleculars 

La lligació del CD84 mitjançada per anticossos en cèl·lules T o plaquetes dóna lloc a la 

fosforilació del ITSM del receptor i el posterior reclutament de SAP (Nanda et al., 2005; 

Sayos et al., 2001; Tangye et al., 2003). La tirosina 262 del primer motiu ITSM és 

essencial pel reclutament de SAP, mentre que ambdós motius ITSM poden unir la 

proteïna EAT-2 (Sayos et al., 2001; Tangye et al., 2003; Tangye et al., 2002). Aquest 

procés està mediat per src-cinases com FYN (Sayos et al., 2001) i LCK (Tangye et al., 

2003). La fosforilació del CD84 no requereix l’expressió de SAP en cèl·lules T, ja que 

també es dóna en línies cel·lulars deficients per SAP i en cèl·lules T de pacients amb 

XLP (Tangye et al., 2003; Tangye et al., 2002). La senyalització intracel·lular del CD84 

encara no es coneix amb detall, tot i que es creu que SAP facilita el reclutament de 

FYN al CD84 i al complex format per SAP, i això alliberaria senyals a l’interior de les 

cèl·lules T activades (Ma et al., 2007). 

7.2 Família d’adaptadors SAP i EAT-2 

Les proteïnes citoplasmàtiques SAP i EAT-2 conformen una família de molècules 

adaptadores constituïdes per un domini SH2 amb una petita cua carboxi-terminal 

(Morra et al., 2001b). Els gens que codifiquen per SAP i EAT-2 es troben en 

cromosomes diferents, però presenten una mateixa distribució exó-intró. Aquest fet 

podria indicar que ambdós gens deriven probablement d’un ancestre comú (Fig 12.) 

(Veillette, 2002). 
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Fig 12. Esquema de l’estructura de la família d’adaptadors SAP i EAT-2. 

7.2.1 SAP 

La proteïna SAP es va clonar a través del sistema dels 2 híbrids, usant una llibreria 

d’expressió en llevats de cèl·lules T humanes i, com a esquer, la cua citoplasmàtica del 

receptor SLAM humà (Sayos et al., 1998). SAP és una proteïna constituïda per un sol 

domini SH2 amb una petita cua citoplasmàtica de 28 aminoàcids (Fig 12.). El gen que 

codifica per la proteïna SAP s’anomena SH2D1A i es localitza en el braç llarg del 

cromosoma X, entre les regions Xq24 i Xq25 (Sayos et al., 1998). La proteïna SAP 

s’expressa en timòcits, cèl·lules T, cèl·lules NK, cèl·lules NKT, eosinòfils i plaquetes, 

tant en humans, com en ratolins (Engel et al., 2003; Latour and Veillette, 2004; Ma et 

al., 2007; Morra et al., 2001a; Sidorenko and Clark, 2003). Hi ha controvèrsia sobre 

l’expressió de SAP en cèl·lules B, ja que certs estudis indiquen que SAP s’expressa en 

alguns limfòcits B memòria i del centre germinal (Morra et al., 2005), mentre que 

d’altres descriuen que SAP no es troba present en cèl·lules B (Nichols et al., 2005b). 

Funció de SAP com a proteïna adaptadora intracel·lular 

SAP regula la senyalització intracel·lular gràcies a la seva habilitat per unir el domini 

SH3 de la cinasa FYN. El residu responsable de la unió de SAP a FYN és una arginina 

que es troba en la posició 78 (R78) del domini SH2 de la proteïna SAP, diferent al 

residu R32 que participa en la unió de SAP al motiu ITSM del receptor SLAM, donant 

lloc a la formació d’un complex trimolecular SLAM-SAP-FYN (Chan et al., 2003; Latour 

et al., 2003; Li et al., 2003). No s’han detectat més complexes trimoleculars amb altres 

receptors de la família SLAM, tot i que sí s’ha descrit que SAP facilita la fosforilació per 

mitjà de FYN d’altres receptors de la família, com el CD229 i el CD244 (Chen et al., 

2006; Simarro et al., 2004). 
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SAP té capacitat per unir-se a altres molècules de transducció de senyals, com per 

exemple LAT i LCK (Poy et al., 1999). En el cas de LCK, SAP s’uneix de manera directa 

a aquesta cinasa (Simarro et al., 2004). LCK té capacitat per fosforilar diversos 

receptors de la família SLAM: SLAM, CD84, CD244 i CD229 (Howie et al., 2002; Martin 

et al., 2005; Nakajima et al., 1999; Sayos et al., 2000).  

Ratolins deficients en SAP 

Tot i que els ratolins deficients per la proteïna SAP (SAP-/-), són viables i fèrtils i el 

desenvolupament limfocitari és majoritàriament normal, s’han detectat diversos 

defectes en la funció de diferents poblacions de limfòcits. 

Cèl·lules T  

S’ha descrit que ratolins SAP-/- augmenten el nombre de cèl·lules T CD8+ específiques 

d’antigen i secretores d’ IFN�, així com la producció d’ IFN�, després de la infecció amb 

LCMV (Crotty et al., 2006; Czar et al., 2001). Les cèl·lules T CD8+ dels ratolins SAP-/-, 

també mostren una major citotoxicitat després de la infecció (Chen et al., 2005; Crotty 

et al., 2006; Czar et al., 2001; Wu et al., 2001), però aquest resultat es contradiu amb 

les funcions de les cèl·lules T CD8+ de pacients amb XLP, què mostren una lisi 

defectuosa de les cèl·lules B infectades pel EBV i una disminució en el nombre de 

cèl·lules productores de IFN� (Harada et al., 1982a; Ma et al., 2005; Sharifi et al., 

2004). En qualsevol cas, les cèl·lules T dels ratolins SAP -/- s’activen de manera 

aberrant i no poden controlar de manera apropiada la infecció, mostrant una 

sensibilitat augmentada, similar a la que mostren els pacients de XLP a la infecció amb 

EBV i un dany tissular provocat per les cèl·lules T (Ma et al., 2007). 

Els ratolins SAP-/- mostren una habilitat alterada de les cèl·lules T CD4+ per diferenciar-

se en cèl·lules Th2. Després d’una activació in vitro, mostren un augment en les 

citocines Th1, com l’IFN�; i una disminució de la producció de citocines Th2, com IL-4, 

IL-10 i IL-13 (Czar et al., 2001; Wu et al., 2001). Després de l’estimulació amb 

antigen, les cèl·lules T CD4+ també mostren nivells reduïts de la inducció de la 

molècula ICOS (Cannons et al., 2006; Ma et al., 2005), i nivells elevats i perllongats de 

l’expressió de CD40L (CD40 Ligand) (Cannons et al., 2006). Per altra banda, les 

cèl·lules T CD4+ de ratolins SAP-/-, presenten una producció defectuosa d’IgE (Czar et 
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al., 2001; Wu et al., 2001). Aquests resultats difereixen una mica dels obtinguts en 

pacients amb XLP, on no s’observen diferències pel que fa a la secreció d’IL-4 (Ma et 

al., 2005). 

Cèl·lules B 

Pel que fa a les cèl·lules B, tant els ratolins SAP-/- infectats amb LCMV, com els 

pacients amb XLP, presenten defectes en la resposta humoral, així com una manca de 

centres germinals. Aquest defecte en la formació de centres germinals podria explicar 

la reducció significativa que s’observa de cèl·lules B memòria, que resulta alhora en 

una disminució dels nivells d’IgG en sèrum (Cannons et al., 2006; Crotty et al., 2003; 

Czar et al., 2001; Hron et al., 2004; Kamperschroer et al., 2006; Ma et al., 2005; Ma et 

al., 2006; Malbran et al., 2004; Morra et al., 2005). Hi ha moltes evidències que donen 

suport a la hipòtesi que els defectes en la formació de centres germinals en ratolins 

SAP-/- és conseqüència dels defectes en les cèl·lules T helper CD4+, concretament en la 

seva incorrecta polarització cap a Th2 (Crotty et al., 2003; Czar et al., 2001; Davidson 

et al., 2004; Wu et al., 2001). També, s’han descrit, però altres factors que podrien 

contribuir a aquests defectes en la formació de centres germinals, com per exemple, la 

reducció en l’expressió de la molècula ICOS en les cèl·lules T CD4+ (Cannons et al., 

2006), ja que aquesta molècula participa en el desenvolupament dels centres 

germinals i de les cèl·lules B memòria, tant en ratolins, com en humans (Dong et al., 

2001; Grimbacher et al., 2003; McAdam et al., 2001). Hi ha certs estudis que 

advoquen també per un defecte intrínsec de les cèl·lules B (Al-Alem et al., 2005; Morra 

et al., 2005). Pel que fa als nivells d’immunoglobulines, les cèl·lules B de ratolins SAP-/- 

mostren nivells normals d’IgM, IgG i IgA en sèrum abans de la infecció, però un cop 

són estimulats in vitro mostren una alteració en el canvi d’isotip, que condueix a una 

reducció dels nivells d’IgG i IgA (Al-Alem et al., 2005). 

Cèl·lules NKT 

Els ratolins SAP-/- no tenen cèl·lules NKT, reflectint d’aquesta manera el defecte en el 

desenvolupament d’aquest tipus cel·lular en pacients amb XLP (Nichols et al., 2005a; 

Nichols et al., 2005b; Pasquier et al., 2005b). Donat que les cèl·lules NKT representen 

una població de limfòcits amb característiques tant de limfòcit T com de cèl·lula NK, 

aquest resultat és en certa manera sorprenent, ja que el desenvolupament de les 
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cèl·lules NK i les cèl·lules T és completament correcte en absència de SAP funcional 

(Argov et al., 1986; Czar et al., 2001; Lindsten et al., 1982; Nichols et al., 2005a; Wu 

et al., 2001) i la majoria d’aberracions genèriques que anul·len el desenvolupament de 

les cèl·lules NKT, afecten també les cèl·lules T CD8+ i/o les cèl·lules NK (Kronenberg 

and Gapin, 2002). Les cèl·lules NKT tenen un paper en l’establiment de la immunitat 

humoral i les respostes immunes antitumorals citotòxiques (Galli et al., 2003; 

Kronenberg and Gapin, 2002), per això, l’absència d’aquest llinatge podria contribuir a 

la hipogammaglobulinèmia i els limfomes en pacients amb XLP (Ma et al., 2007). 

Sembla que les cèl·lules NKT estan relacionades en l’inici i regulació de la resposta 

immunològica, actuant de pont entre la immunitat innata i adquirida.  

7.2.2 EAT-2 

La molècula EAT-2 va ser clonada a partir de cèl·lules NIH3T3 transformades amb el 

DNA (àcid desoxiribonucleic) del sarcoma de Ewing (Thompson et al., 1996). El gen 

que codifica per EAT-2 es localitza al braç llarg del cromosoma 1, a la regió 1q23, molt 

propera al loci ocupat per la família SLAM (Engel et al., 2003). EAT-2 és una proteïna 

de baix pes molecular, de 123 aminoàcids, composta per un domini SH2 i una petita 

cua en l’extrem carboxi-terminal. Presenta una homologia amb la proteïna SAP del 

47% en el domini SH2, tot i que les cues citoplasmàtiques d’ambdues molècules són 

totalment diferents, ja que en la cua de la proteïna EAT-2 s’hi troben dues tirosines 

susceptibles a ser fosforilades (Fig 12.) (Chan et al., 2003; Latour et al., 2003; Morra 

et al., 2001b). El patró d’expressió d’EAT-2 és diferent al de la proteïna SAP. En 

humans, EAT-2 es troba en cèl·lules NK, cèl·lules T (CD4+ i CD8+) activades i cèl·lules 

T TCR�� (Bouchon et al., 2001; Tangye et al., 2003; Tassi and Colonna, 2005). En 

ratolins, existeixen dos gens pràcticament idèntics per EAT-2: l’original SH2D1B, que 

codifica per la proteïna EAT-2A; i el seu duplicat SH2D1C, que codifica per la proteïna 

EAT-2B o ERT (Calpe et al., 2006; Roncagalli et al., 2005; Thompson et al., 1996). 

Tant EAT-2A com EAT-2B es troben predominantment en cèl·lules NK, tot i que també 

se n’han trobat transcrits en cèl·lules B, plaquetes, mastòcits i macròfags (Calpe et al., 

2006; Morra et al., 2001b; Nanda et al., 2005; Roncagalli et al., 2005).  
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EAT-2A 

La proteïna EAT-2 pot unir-se amb molta afinitat a les cues citoplasmàtiques dels 

receptors de la família SLAM: CD150 (SLAM), CD244, CD229, CD84, hCD319, i NTB-A 

(així com la seva forma en ratolí, LY108) (Fraser et al., 2002; Morra et al., 2001b; 

Roncagalli et al., 2005). La fosforilació d’aquests receptors es potencia amb la seva 

unió a EAT-2A (Calpe et al., 2006; Calpe et al., 2008; Morra et al., 2001b). EAT-2A 

interacciona, de manera similar a la proteïna SAP, amb el primer ITSM del receptor 

SLAM (Latour et al., 2003; Morra et al., 2001b), però degut a la manca del residu R78, 

EAT-2 no té capacitat per unir el domini SH3 de la cinasa FYN (Latour et al., 2003).  

Ratolins deficients per la proteïna EAT-2A (SH2D1B -/-) mostren un augment de la 

citotoxicitat i de la producció d’IFN� (Roncagalli et al., 2005), suggerint que les 

proteïnes SAP i EAT-2A podrien tenir papers oposats en l’activació limfocitària, on EAT-

2A actuaria com un regulador negatiu de les funcions de les cèl·lules NK (Ma et al., 

2007). El mecanisme bioquímic pel qual EAT-2A regula de manera negativa l’activació 

dels limfòcits es desconeix, però sembla ser depenent de la fosforilació dels dos residus 

tirosina que es troben en l’extrem carboxi-terminal de la seva cua citoplasmàtica, ja 

que la funció inhibidora de EAT-2A s’aboleix quan es muten aquests dos residus 

(Roncagalli et al., 2005; Veillette, 2006). 

7.3 XLP: Malaltia limfoproliferativa lligada al cromosoma X 

La malaltia XLP, també anomenada malaltia de Duncan, és una immunodeficiència 

lligada al cromosoma X que afecta a 1 de cada 500000 a 1000000 de mascles 

caucàsics (Purtilo et al., 1975). En un 90% dels casos, la infecció pel virus del Epstein-

Barr (EBV) és la causa de la presentació clínica de la malaltia de XLP (Harada et al., 

1982b; Purtilo et al., 1982). 

El EBV entra al cos humà a través de la orofaringe i estructures adjacents i infecta les 

cèl·lules B madures via el receptor de complement CD21 (Hislop et al., 2007) i el MHC 

de classe II (Mullen et al., 2002). Les cèl·lules infectades proliferen i algunes pateixen 

transformació. Posteriorment a la infecció aguda del EBV, les cèl·lules NK llisen algunes 

de les cèl·lules infectades. Les cèl·lules NK són la primera línia efectora i eliminen les 

cèl·lules infectades pel virus via la producció de citocines i l’alliberació de grànuls 
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citolítics. Seguidament, segueix una resposta de les cèl·lules T CD8+ citotòxiques 

específiques d’antigen restringit a l’MHC, que limita la proliferació de les cèl·lules B 

infectades (Lee et al., 2007; Ma et al., 2007). Generalment, el EBV és un virus innocu 

per la població sana (les cèl·lules B infectades persisteixen de per vida, però es 

mantenen sota control mitjançant les cèl·lules T CD8+ específiques pel EBV i per altres 

limfòcits citotòxics). En canvi, quan els pacients amb XLP pateixen una infecció aguda 

pel EBV, tot i mostrar-se asimptomàtics prèvia exposició al virus, generen una resposta 

immunitària desregulada que condueix en el 60% dels casos a una mononucleosi 

infecciosa fulminant (FIM), causada per una expansió descontrolada de cèl·lules B 

policlonals, cèl·lules T, macròfags i monòcits, que els provoca una esplenomegàlia 

severa (Ma et al., 2007). La majoria dels pacients moren entre 1 i 2 mesos després de 

contraure el virus (Calpe et al., 2008; Gilmour and Gaspar, 2003), ja que sovint 

aquesta expansió condueix a una infiltració dels limfòcits a diversos òrgans com el 

fetge, els ronyons, el timus i la medul·la òssia, causant una fallida multiorgànica (Morra 

et al., 2001a; Nichols et al., 2005b). Els pacients de XLP que sobreviuen a una infecció 

pel EBV desenvolupen posteriorment desordres limfoproliferatius (20%) (tals com 

limfomes de cèl·lules B i T malignes) i disgammaglobulinèmia (30%) (Calpe et al., 

2008; Engel et al., 2003). La majoria de pacients amb XLP moren abans dels 40 anys, i 

un 70% ho fa abans d’assolir els 10 anys (Moretta et al., 2001).  

Tot i que el EBV desencadena la progressió de la malaltia, no és la única causa de 

malaltia en pacients amb XLP (Morra et al., 2001a). Això suggereix que el gen 

responsable de la malaltia, el gen SH2D1A que codifica per la proteïna SAP, no està 

involucrat sols en la resposta immunitària contra el EBV, sinó també en la homeòstasi 

del sistema immune en general; i que altres estímuls antigènics, a part del EBV, estan 

involucrats en la patogènesi de la malaltia XLP. La majoria dels pacients de XLP 

presenten mutacions en el gen SH2D1A, que codifica per la proteïna SAP, tot i que hi 

ha un cert percentatge, aproximadament el 20%, que mostren nivells normals 

l’expressió de SAP, però que presenten mutacions en XIAP (X-linked inhibitor 

apoptosis) (Latour, 2007; Rigaud et al., 2006). Recentment s’ha proposat doncs, que la 

deficiència provocada pel gen SH2D1A s’anomeni XLP-1 i la provocada per la 

deficiència de XIAP s’anomeni XLP-2 (Marodi and Notarangelo, 2007). 
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7.3.1 Identificació de SH2D1A com el gen responsable de la malaltia XLP 

El gen SH2D1A, que codifica per la proteïna SAP es va identificar per primer cop com el 

gen responsable de la malaltia XLP el 1998 per tres grups independents (Coffey et al., 

1998; Nichols et al., 1998; Sayos et al., 1998). 

La majoria de les mutacions en el gen SH2D1A que s’han trobat en malalts amb XLP 

s’han pogut classificar en tres categories: micro o macro delecions; mutacions que 

interfereixen en la transcripció o en el procés de “splicing”, conduint a un 

processament inadequat del RNA; i mutacions puntuals que donen lloc a un codó 

d’aturada o a la substitució d’un aminoàcid, la majoria d’elles en aminoàcids que es 

conserven en la proteïna SAP aïllada d’humans, ratolins i altres espècies. L’estudi de les 

mutacions demostren que SAP es veu alterat per dos mecanismes diferents. Per una 

banda, hi ha mutacions que afecten la vida mitjana de la proteïna i que per tant 

demostren que la proteïna SAP s’ha de trobar en nivells òptims pel seu funcionament 

correcte; i per altra, hi ha mutacions que afecten el lloc d’unió de SAP amb els motius 

tirosina, inhabilitant aquesta proteïna en la seva funció de transmissió de senyals. No 

ha estat possible establir cap correlació entre aquestes mutacions i la presència d’un 

fenotip determinat de malaltia XLP. De fet s’han descrit mutacions idèntiques en una 

mateixa família que han donat lloc a fenotips diferents (Calpe et al., 2008; Morra et al., 

2001c; Sumegi et al., 2002). 

7.3.2 Defectes en la funció dels limfòcits i implicació de les alteracions en la 

senyalització a través dels receptors de la família SLAM en la malaltia XLP 

La malaltia XLP és una síndrome complexa que comporta alteracions en les cèl·lules T 

CD4+, cèl·lules T CD8+, cèl·lules B, cèl·lules NK i cèl·lules NKT, tot i que el 

desenvolupament de cèl·lules T, cèl·lules B i cèl·lules NK és normal en pacients amb 

XLP (Nichols et al., 2005b). Mitjançant l’associació amb 6 membres de la família SLAM, 

l’adaptador SAP juga un paper significatiu en la regulació de l’activació i de les funcions 

efectores de molts tipus de cèl·lules del sistema immunitari. El fenotip que presenten 

els pacients amb XLP es deu doncs a defectes en la senyalització a través dels diversos 

receptors que s’associen a SAP. 
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Hipogammaglobulinèmia 

Els pacients amb XLP mostren una severa deficiència en l’habilitat de les cèl·lules T 

CD4+ per diferenciar-se a cèl·lules efectores que proveeixen ajut a les cèl·lules B, i una 

disminució de la producció de citocines importants per a la diferenciació de les cèl·lules 

B. Part d’aquesta deficiència ve donada per la disminució de molècules co-

estimuladores importants, com la molècula ICOS (Inducible co-stimulator). Com a 

resultat d’aquestes mancances, els pacients amb XLP no poden formar Centres 

Germinals i presenten també una deficiència en el nombre de cèl·lules B memòria. 

Aquest dèficit de les cèl·lules T CD4+ efectores i cèl·lules B memòria podria explicar 

l’aparició de la hipogammaglobulinèmia en pacients amb XLP (Ma et al., 2007). Una 

altra explicació podria basar-se en defectes en cèl·lules T helper fol·liculars (TFH) 

(Vinuesa et al., 2005). Les cèl·lules TFH expressen una varietat de molècules, incloses 

l’adaptador SAP i els receptors de la família SLAM que s’associen a SAP, que poden 

contribuir directament a l’habilitat de les cèl·lules TFH per promoure la diferenciació de 

les cèl·lules B. 

Susceptibilitat al EBV 

Les mutacions en el gen que codifica per la proteïna SAP fan que els pacients amb XLP 

tinguin una sensibilitat molt elevada a una infecció pel EBV, cosa que no succeeix amb 

les infeccions per altres herpes virus (Ma et al., 2007). Això suggereix que l’adaptador 

SAP i els receptors de la família SLAM que s’associen a SAP, es troben involucrats 

preferentment en una resposta immune anti-EBV. Les cèl·lules NK d’aquests pacients 

mostren una citotoxicitat reduïda (Benoit et al., 2000). Per altra banda, també es 

troben reduïts els nivells de cèl·lules T CD8+ específiques contra el EBV, així com la 

seva habilitat per llisar les cèl·lules B infectades pel EBV (Sharifi et al., 2004). Aquestes 

dades semblen indicar que l’elevada susceptibilitat que presenten els pacients amb XLP 

de patir una infecció pel EBV es deu a la branca citotòxica del sistema immunitari. 

Limfoma de cèl·lules B 

L’alteració de la senyalització o la disminució de l’activació a través del receptor CD244 

en les cèl·lules NK, facilita la supervivència i la persistència de les cèl·lules B infectades 

amb el EBV. D’aquesta manera, les cèl·lules B poden adquirir alteracions genètiques 
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addicionals i donar lloc a cèl·lules B malignes (Ma et al., 2007). La funció defectuosa 

del CD244 en cèl·lules T CD8+ es manifesta probablement com una susceptibilitat 

augmentada al desenvolupament de limfomes (Dupre et al., 2005; Ma et al., 2007). 

Desenvolupament de les cèl·lules NKT 

S’ha descrit un paper crucial per SAP i FYN en el desenvolupament de cèl·lules NKT, ja 

que aquest tipus cel·lular es troba absent tant en ratolins deficients per la proteïna 

adaptadora SAP, com per la cinasa FYN, de manera similar al que succeeix en pacients 

amb XLP (Chung et al., 2005; Eberl et al., 1999; Gadue et al., 1999; Nichols et al., 

2005a; Pasquier et al., 2005b). Així doncs, probablement la proteïna SAP regula les 

vies de senyalització durant el desenvolupament de cèl·lules NKT, en part a través 

d’una senyalització depenent de FYN.  



Introducció                                                               Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

  62 

Taula 2. Resum de les funcions del membres de la família SLAM. Taula resum amb l’expressió, el 
lligand extracel·lular i la funció dels diferents membres de la família SLAM. El receptor CD84 es troba 
descrit en detall a l’apartat 7.1.1. 

FAMÍLIA DE RECEPTORS SLAM 
Receptor Expressió Lligand Funció Referències 

CD84 

Cèl·lules B i T, 
plaquetes, 
granulòcits, 
mastòcits, 
monòcits, 
macròfags, DCs, 
HSCs i timòcits 

CD84 

Cèl·lules T: Augment de proliferació i de 
secreció d’IFN�. 
Plaquetes: Augment de l’agregació 
plaquetària. 

(de la Fuente et al., 1997; Kruse 
et al., 2001; Martin et al., 2001; 
Nanda et al., 2005; Romero et 
al., 2004; Sintes et al., 2008; 
Tangye et al., 2003; Tangye et 
al., 2002) 

CD150 

Cèl·lules B i T, 
plaquetes, 
macròfags, DCs 
madures, HSCs i 
timòcits 

CD150 

Cèl·lules T CD4+: Regulació de la 
proliferació i la producció d’IFN� induïda pel 
TCR. Redirecció de la resposta cap a Th1. 
Cèl·lules T CD8+: Augment de la 
citotoxicitat i l’alliberació de grànuls induïda 
pel TCR. 
Cèl·lules B: Regulació de la producció d’Ig, 
la proliferació i l’apoptosi. 
Macròfags i DCs: Regulació de la 
producció de citocines. 
Plaquetes: Estabilització dels agregats 
plaquetaris. 
HSCs: Identificació i purificació de 
poblacions potencials de HSCs. 

(Cocks et al., 1995; Henning et 
al., 2001; Kiel et al., 2005; Kruse 
et al., 2001; Mikhalap et al., 
1999; Munitz et al., 2005; Nanda 
et al., 2005; Ono et al., 1997; 
Romero et al., 2004; Sayos et al., 
2000; Wang et al., 2004) 

CD244 

Cèl·lules NK, T�� 
i T CD8+, 
monòcits, 
basòfils, 
eosinòfils i 
HSCs 

CD48 

Cèl·lules NK: Augment de la citotoxicitat, 
la producció d’IFN�, la secreció de grànuls i 
de citocines. Participació en el 
desenvolupament de les funcions efectores. 
Cèl·lules T CD8+: Augment de la 
citotoxicitat i la producció d’IFN�. 
Eosinòfils: Inducció de la producció de 
citocines i la lisi de cèl·lules diana. 

(Boles and Mathew, 2001; Dupre 
et al., 2005; Garni-Wagner et al., 
1993; Kubota, 2002; Kubota et 
al., 1999; Ma et al., 2007; Munitz 
et al., 2005; Nakajima et al., 
1999; Romero et al., 2004; 
Saborit-Villarroya et al., 2005; 
Saborit-Villarroya et al., 2008; 
Sharifi et al., 2004; Sintes et al., 
2008) 

CD229 Cèl·lules B i T CD229 
Cèl·lules T: Reducció de la producció 
d’IFN� i reducció parcial de l’activació d’ERK 
induïdes pel TCR. 

(de la Fuente et al., 2001; Del 
Valle et al., 2003; Martin et al., 
2005; Romero et al., 2004) 

NTB-A 
(LY108 EN 
RATOLÍ) 

Cèl·lules NK, B i 
T NTB-A 

Cèl·lules NK: Augment de la citotoxicitat i 
de la secreció de citocines (IFN�, IL8 i 
TNF�). 
Cèl·lules T CD8+: Augment de la 
citotoxicitat i de la producció d’IFN� 
induïdes pel TCR. 
Cèl·lules T CD4+: Polarització de la 
resposta cap a Th1. 

(Bottino et al., 2001; Falco et al., 
2004; Flaig et al., 2004; Fraser et 
al., 2002; Peck and Ruley, 2000; 
Valdez et al., 2004) 

CD319 
(NOVEL 
LY9 EN 

RATOLÍ) 

Cèl·lules NK, T i 
B i DCs madures CD319 Cèl·lules NK: Inducció de la citotoxicitat. 

Cèl·lules B: Inducció de la proliferació. 

(Bouchon et al., 2001; 
Kumaresan et al., 2002; Lee et 
al., 2004; Lee et al., 2007; Stark 
and Watzl, 2006; Tassi and 
Colonna, 2005; Tovar et al., 
2002) 

CD48 

Cèl·lules B, T i 
NK, DCs, 
monòcits i 
granulòcits 

CD244 

Cèl·lules T: Disminució de la proliferació i 
la producció de citocines. 
Cèl·lules B, NK i DCs: Regulació de 
l’activació i la proliferació. 

(Assarsson et al., 2005; 
Assarsson et al., 2004; Boles et 
al., 2001; Brown et al., 1998; 
Gao et al., 2005; Gonzalez-
Cabrero et al., 1999; Kambayashi 
et al., 2001; Kubin et al., 1999; 
Latchman et al., 1998; Messmer 
et al., 2006; Valiante and 
Trinchieri, 1993) 

BLAME 
Cèl·lules B, DCs, 
macròfags i 
monòcits. 

Desco-
negut Desconeguda (Calpe et al., 2008; Kingsbury et 

al., 2001) 

CD48-H1 
Cèl·lules B i T, 
DCs, macròfags, 
monòcits 

Desco-
negut Desconeguda 

(Calpe et al., 2008; Fennelly et 
al., 2001; Fraser et al., 2002; 
Zhang et al., 2001) 
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II. OBJECTIUS I PLANTEJAMENT 

Donada la participació dels mastòcits en el mecanisme de defensa del sistema 

immunitari innat i en la regulació de la resposta immunitària adaptativa; i donada 

l’elevada expressió del receptor CD84 en mastòcits i la seva participació, com a 

membre de la família SLAM, en la modulació de les funcions i el control de les 

respostes del sistema immunitari innat i adaptatiu; es va considerar estudiar el paper 

del receptor CD84 en l’activació mastocitària. 

1. OBJECTIUS GENERALS 

- Caracteritzar la funció del receptor CD84 en l’activació dels mastòcits a través de 

mecanismes dependents o independents d’IgE. 

- Disseccionar el mecanisme bioquímic de les vies de senyalització proximals 

(mecanismes de fosforilació) i distals (estudis de la cascada de MAPKs i de la 

producció de citocines) del receptor CD84. 

2. OBJECTIUS ESPECÍFICS 

- Estudiar els efectes de la interacció homotípica del receptor CD84 mitjançant 

estudis de sobre-expressió d’aquesta molècula en una línia mastocitària de rata. 

- Generació de mutants puntuals per cadascuna de les tirosines presents a la cua 

citoplasmàtica del CD84 i creació de transfectants estables amb les construccions 

obtingudes. 

- Dissecció de les tirosines implicades en el mecanisme de senyalització i els efectes 

del CD84. 

- Estudi de fosforilació del receptor CD84 mitjançant la seva interacció amb diferents 

cinases importants en l’activació mastocitària. 

- Caracterització de les molècules implicades en les vies de senyalització del receptor 

CD84. 

- Anàlisi de la funció del CD84 en una línia mastocitària humana mitjançant l’ús 

d’anticossos agonistes. 
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III. MATERIALS I MÈTODES 

1. LÍNIES CEL·LULARS I REACTIUS 

1.1 Línies cel·lulars 

Línia cel·lular RBL-2H3 (Rat Basophilic Leukemia): Mastòcits de rata. Condicions de 

cultiu: Medi RPMI 1640 complementat amb 10% de sèrum boví fetal (FCS) inactivat 

per calor, 100 U/ml de penicil·lina, 100 μg/ml d’estreptomicina, 2mM d’L-glutamina i 

1% d’HEPES (degut a la tendència que tenen aquestes cèl·lules d’acidificar el medi). 

Tots els reactius són de Invitrogen Life Technologies. 

Línia cel·lular LAD-2 (Laboratory of allergic diseases 2): Mastòcits humans. Condicions 

de cultiu: Medi StemPro-34 Serum Free Media (SFM) complementat amb StemPro-34 

Nutrient Supplement, 100 U/ml de penicil·lina, 100 μg/ml d’estreptomicina, 2mM d’L-

glutamina i 100	g/ml de SCF. Tots els reactius són de Invitrogen Life Technologies, 

excepte el SCF, que va ser un obsequi d’Amgen. 

Línia cel·lular COS-7 (Creticos et al.): Fibroblasts de mico verd africà. Condicions de 

cultiu: Medi DEMEM complementat amb 10% de sèrum boví fetal (FCS) inactivat per 

calor, 100 U/ml de penicil·lina, 100 μg/ml d’estreptomicina i 2mM d’L-glutamina. Tots 

els reactius són de Invitrogen Life Technologies. 

Línies JURKAT (77 i E 6.1), usades com a control positiu per la presència de SAP: 

Limfòcits T humans. Condicions de cultiu: Medi RPMI 1640 complementat amb 10% de 

sèrum boví fetal (FCS) inactivat per calor, 100 U/ml de penicil·lina, 100 μg/ml 

d’estreptomicina i 2mM d’L-glutamina. Tots els reactius són de Invitrogen Life 

Technologies. 

1.2 Reactius 

1.2.1 Anticossos 

Anticòs monoclonal contra el CD84 humà (clon 1.7 IgG1) biotinilat i no biotinilat. 

Aquest anticòs es va generar al nostre laboratori prèviament (Martin et al., 2001) 

Anticòs monoclonal contra el CD229 (clon 1.25 IgG1). Aquest anticòs va ser generat al 

nostre laboratori prèviament (de la Fuente et al., 2001). 
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Anticòs monoclonal contra el CD244 humà (clon 69 IgG1). Aquest anticòs es va generar 

prèviament al nostre laboratori (Saborit-Villarroya et al., 2005). 

Anticòs monoclonal contra el CD229 humà (clon 1.84 IgG1) biotinilat i no biotinilat. 

Aquest anticòs es va generar prèviament al nostre laboratori (Martin et al., 2001) i es 

va usar com a control isotípic, ja que és una IgG1, tant en cèl·lules RBL, com en 

cèl·lules LAD-2. 

Anticòs contra tirosines fosforilades per immunoprecipitació (barreja d’anticossos 

monoclonals anti-tirosines fosforilades), anticòs contra tirosines fosforilades conjugat a 

Peroxidasa per western blot (barreja d’anticossos monoclonals anti-tirosines 

fosforilades) i anticòs anti-TOTAL ERK de Zymed Laboratoris. 

Anticossos anti-ERK fosforilat i anti-P38 fosforilada de Cell Signaling Technologies. 

Anticossos anti-AKT fosforilat, anti-DOK-1, anti-LYN, anti-FPS/FES i anti-SHP-2 de 

Santa Cruz. 

Anticòs anti-c-CBL de Upstate Biotechnology. 

Anticòs anti-mouse IgG conjugat a peroxidasa, de DAKO. 

Anticòs anti-rabbit IgG conjugat a peroxidasa de BioRad. 

Anticòs anti-Fc�RI, de eBioscience. 

Anticòs anti-SAP cedit pel Doctor Terhorst i generat prèviament al seu laboratori 

(Sayos et al., 1998). 

Anticòs anti-�-Actina i Phalloidina-TRICT de Sigma-Aldrich 

Streptavidin-PE (ficoeritrina) de BD Pharmingen. 

Avidina conjugada a peroxidasa de Roche Diagnostics. 

Tosyl activated beads i Dynabeads sheep-anti mouse IgG de Dynal. A. S. 

Els anticossos purificats biotinilats són amb biotinamida-caproate N-hydroxysuccinimide 

éster de Sigma-Aldrich. 

1.2.2 Reactius 

PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) i Ionomicina de Calbiochem. 

Biotina i IgE anti-DNP de Sigma-Aldrich. 
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DNP-HSA (2,4-Dinitrophenyl-Human Serum Albumin), de Sigma-Aldrich. 

P-nitrophenyl-N-acetyl-�-D-glucopyranoside, de Calbiochem. 

IgE biotinilada, d’Abbiotec. 

Estreptavidina recombinant (de Streptomyces avidinii), de Sigma-Aldrich. 

Manitol 20x (Osmofundina concentrada), de B.Braun. 

Proteïna A Sepharosa CL-4B d’Amersham. 

Kit d’electroporació AMAXA d’IZASA 

Membranes de PVDF, de Millipore. 

Supersignal Chemioluminiscense substrate de Pierce. 

Pel·lícules Curix RP2 PLUS, de AGFA. 

Fluo-3/AM, de Molecular Probes. 

Paraformaldehid al 16%, Electron Microscopy Sciences. 

Medi de muntatge Fluoromount-G, de Southern Biotechnology. 

Dual luciferase reporter kit , de Promega. 

RNAeasy Mini Kit, de Qiagen. 

GeneAmp® RNA PCR kit, de Applied Biosystems. 

1.2.3 Reactius per DNA 

Els oligonucleòtids utilitzats per generar les diferents construccions i els vectors on es 

van clonar aquestes construccions es troben resumits en la Taula 1. L’estratègia per la 

generació de les construccions es troba explicada en l’apartat 2. 

El cDNA de SAP es troba clonat en el vector pCMV2-Flag (Sayos et al., 2001) i el de 

FYN en el vector pSR� (Del Valle et al., 2003). 

Els cDNA de mLYN i mLYN K275 estan clonats dins el vector pcDNA IAmp i van ser 

cedits per la Dra. Hibbs, del Ludwig Institute for Cancer Research de Melbourne. 

El cDNA de FPS/FES es troba clonat en el vector pCMV6-XL4 i és d’OriGene. 
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El cDNA de TNF�-luciferasa es troba clonat dins el vector pGL3-Basic i va ser cedit per 

la Dra.Goldfeld, del CBR Institute for Biomedical Research Harvard Medical School, 

Boston. 

Els vectors PCR 2.1 TOPO i PCR 3.1 TOPO són d’Invitrogen. 

Kit de seqüenciació: ABI PRISM Big Dyes Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction 

Kit i l’oligonucleòtid universal T7, de Applied Biosystems. 

 

Taula 1. Oligonucleòtids i vectors de clonatge utilitzats per generar les construccions. Els llocs 
de mutació amb un canvi aminoacídic de tirosina a fenilalanina es troben remarcats en negreta. En el cas 
dels mutants de deleció, l’oligonucleòtid forward correspon al mateix que el CD84 forward. En la 
construcció de la quimera CD244-CD84 es van utilitzar quatre oligonucleòtids: CD244 Forward, CD244-
CD84 Forward i Reverse i CD84-2 Reverse. 

2. CONSTRUCCIÓ DE PLÀSMIDS 

Per als diferents estudis realitzats s’han generat diverses construccions i mutants 

puntuals per tal de poder desenvolupar i abordar els experiments descrits en l’apartat 

de Resultats. La integritat de totes les construccions generades es va confirmar 

mitjançant un kit de seqüenciació: ABI PRISM Big Dyes Terminator Cycle Sequencing 

Ready Reaction Kit i l’oligonucleòtid universal T7 (Apartat 2.5). 

2.1 Construcció de quimeres: CD244-CD84 

Per a la construcció de la quimera CD244-CD84 es generen inicialment dues PCR 

(Polymerase Chain Reaction) independents: 1) Una primera PCR usant com a motlle 
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(template) el cDNA de CD244 humà clonat en pCINeo (Saborit-Villarroya et al., 2005), 

com a oligonucleòtid forward el CD244 forward i com a oligonucleòtid reverse el 

CD244-CD84 reverse. 2) Una segona PCR usant com a motlle el CD84 humà clonat en 

pCINeo, com a oligonucleòtid forward en CD244-CD84 forward i com a oligonucleòtid 

reverse el CD84-2 reverse. Es fa un anellatge (annealing) del producte de les dues PCR 

i el producte anellat resultant s’usa com a motlle per una tercera PCR amb els 

oligonucleòtids: CD244 forward i CD84-2 reverse (Fig 1.) (veure Taula 1. per a la 

seqüència dels oligonucleòtids usats). El producte obtingut en aquesta tercera PCR es 

clona dins el vector PCR 3.1 TOPO. 

 

Fig 1. Esquema de la generació de la quimera CD244-CD84. 

2.2 Construcció de mutants puntuals: CD84 Y262F, CD84 Y279F i 

CD84 Y299F 

Per a l’anàlisi de la contribució de les tirosines de la cua citoplasmàtica del CD84 

s’utilitza la tècnica de la mutagènesi dirigida per tal de canviar els residus tirosina a 

fenilalanina. S’usa com a motlle en tots els casos el CD84 humà clonat en pCINeo i per 

generar el mutant puntual, es fan servir oligonucleòtids on es canvia el codó que 

codifica per la tirosina que es vol mutar, per un codó que codifica per fenilalanina. Els 

oligonucleòtids usats per cada mutant es troben resumits a la Taula 1. Es fan dues PCR 

per separat amb els oligonucleòtids que presenten el canvi del residu tirosina a 

fenilalanina. Els productes de les dues PCR, s’aïllen a partir d’un gel d’agarosa, i es 
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purifiquen per tal d’usar-los com a motlle d’una tercera PCR on s’utilitzen aquest cop 

els oligonucleòtids de la molècula completa (Fig 2.). Finalment, el producte obtingut en 

aquesta tercera PCR, es clona dins els vectors pertinents (resumits en Taula 1.). En el 

cas del mutant CD84 Y279F, el producte de la tercera PCR es va clonar directament 

dins el vector PCR 3.1 TOPO. En el cas dels mutants CD84 Y262F i CD84 Y299F, el 

producte de la tercera PCR es va clonar dins el vector PCR 2.1 TOPO i posteriorment es 

va subclonar dins el vector pCINeo utilitzant un lloc de restricció per EcoRI. 

 

Fig 2. Esquema de la generació de construccions amb una mutació puntual. 

2.3 Construcció de dobles mutants: CD84 Y262F/Y299F 

En la generació de dobles mutants, l’estratègia és la mateixa que pels mutants simples 

i ambdues mutacions s’infereixen de manera seqüencial: primer s’obté un mutant 

puntual i un cop obtingut, s’utilitza com a motlle per generar l’altre mutant seguint la 

mateixa estratègia de mutagènesi dirigida. El producte final presenta les dues 

mutacions. 
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2.4 Construcció de mutants de deleció: CD84 � cua citoplasmàtica i 

CD84 � Y324 

Per a la construcció dels mutants de deleció es fa servir com a motlle el CD84 humà 

clonat en pCINeo. Els oligonucleòtids que s’utilitzen amplifiquen part de la molècula 

que no conté el tros delecionat (oligonucleòtids resumits en Taula 1.). 

2.5 Seqüenciació del DNA 

Per garantir la integritat de les construccions generades es va realitzar una 

seqüenciació del DNA mitjançant ABI PRISM Big Dyes Terminator Cycle Sequencing 

Ready Reaction Kit i l’oligonucleòtid universal T7. 

Material 

- ABI PRISM Big Dyes Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit. 

- Oligonucleòtid universal T7. 

- Etanol Absolut i etanol al 70%. 

- Oli mineral. 

Protocol 

1. Afegir 3	l de DNA (corresponents a 200-500ng), 3	l de l’oligonucleòtid universal T7 

per seqüenciar i 4	l del Kit Big Dye Terminator 3.1 en un microtub de 500	l. Afegir un 

parell de gotes d’oli mineral a la superfície per evitar evaporacions als 10	l de producte 

final de seqüenciació. 

2. Condicions del programa del Termociclador: 

- 96ºC, 30 segons. 

- 50ºC, 15 segons. 

- 60ºC, 4 minuts. 

3. Durant 25 cicles i acabar a 4ºC 

4. Recollir els 10	l de la seqüenciació. 
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5. Afegir 20	l d’aigua estèril i 70	l d’etanol absolut. 

6. Deixar precipitant durant 15 minuts, a temperatura ambient. 

7. Centrifugar 20 minuts, a 14000 rpm. 

8. Eliminar el sobrenedant i rentar amb 200	l d’etanol al 70%.  

9. Centrifugar 20 minuts, a 14000 rpm. 

10. Deixar assecar el pèl·let i portar-lo, sec, al servei de seqüenciació. 

3. SISTEMES DE TRANSFECCIÓ 

Les diferents construccions es van usar per transfectar, ja sigui de manera estable, o 

bé de manera transitòria les diverses línies cel·lulars amb què s’ha treballat. 

3.1 Transfeccions transitòries  

L’objectiu de transfectar de manera transitòria una línia cel·lular és que pugui 

incorporar el plàsmid d’interès. Aquest plàsmid s’expressa al cap de 24-72 hores 

posteriors a la transfecció, moment en el què es poden realitzar els experiments 

desitjats amb les cèl·lules transfectades. 

3.1.1 Electroporació de cèl·lules COS amb el sistema AMAXA 

En els experiments amb cèl·lules COS, aquestes es transfecten de manera transitòria 

amb el Kit Nucleofector d’AMAXA d’electroporació.  

Material 

- Kit Nucleofector d’AMAXA d’electroporació 

- Electroporador Amaxa 
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Protocol:  

1. Temperar els medis de cultiu i la solució Nucleofector per minimitzar la mortalitat 

cel·lular. 

2. Centrifugar (1500 rpm, 5 minuts, temperatura ambient) les cèl·lules en 

exponencial. 

3. Rentar 1 cop amb medi RPMI 1640. 

4. Barrejar els micrograms del DNA d’interès amb les cèl·lules resuspeses en 70	l de 

la solució Nucleofector. Generalment, se sol utilitzar 1	g de DNA per cada milió de 

cèl·lules, però aquesta proporció pot variar en funció de l’eficiència del plàsmid 

transfectat. 

5. Electroporació amb el programa A-24 en l’electroporador AMAXA. 

6. Recollir les cèl·lules i cultivar a 1x106 cèl·lules/ml. Mantenir fins la realització de 

l’experiment (almenys 24 hores perquè s’expressin els plàsmids). 

3.2 Transfeccions estables 

En les transfeccions de manera estable, l’objectiu és que les cèl·lules integrin el DNA 

plasmídic transfectat al seu DNA genòmic de manera estable. En aquest cas, cal 

utilitzar mecanismes de selecció de les cèl·lules transfectades: resistència a drogues i 

seleccions de poblacions positives mitjançant boles magnètiques conjugades a un 

anticòs anti-immunoglobulines de ratolí. 

3.2.1 Electroporació de cèl·lules RBL-2H3 

Cèl·lules RBL-2H3 es van transfectar de manera estable amb diferents construccions. El 

sistema de transfecció usat en aquest cas és l’electroporació mitjançant 

l’electroporador Bio-Rad. 

Material 

- Electroporador BioRad Pulse Controller II. 

- Cubetes d’electroporació per cultius de mamífer de BioRad. 
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Protocol 

1. Centrifugar 10x106 (1500 rpm, 5 minuts, temperatura ambient) cèl·lules RBL-2H3 

en exponencial. 

2. Rentar 1 cop amb medi RPMI 1640, sense FCS. 

3. Barrejar les cèl·lules amb 20	g DNA en 400	l de RPMI 1640 sense FCS (el rang 

varia depenent de l’eficiència del DNA transfectat, tot i que generalment es troba entre 

1-2	g per cada milió de cèl·lules). 

4. Mantenir en gel 10 minuts. 

5. Electroporació (BioRad Pulse Controller II). Condicions: 950	F, 260V, 100
, 

capacitància màxima. 

6. Mantenir en gel 10 minuts. 

7. Resuspendre amb 20 ml de medi complet, 10 ml dels quals s’usen per plaquejar-ne 

100	l per pou en una placa de 96 pous, i els 10 ml restants es dilueix a la meitat per 

fer una dilució 1/2 i plaquejar-ne 100	l per pou en una altra placa. La finalitat és 

obtenir plaques de diferent densitat cel·lular. 

8. 24 hores després de la transfecció, cal afegir la droga per seleccionar les cèl·lules 

que s’han transfectat i expressen el gen de resistència aportat pel plàsmid. En aquest 

cas, les cèl·lules RBL es van seleccionar amb Geneticina (G418), ja que els plàsmids 

incorporats aportaven el gen de resistència a aquesta droga. 

Cap a les 2 setmanes ja comencen a créixer clons. L’anàlisi d’expressió de la proteïna 

transfectada es pot fer mitjançant citometria de flux (Apartat 8) i/o mitjançant Western 

Blot (Apartat 7.6). Es treballa amb poblacions policlonals enriquides en funció del grau 

d’expressió de la proteïna mitjançant la selecció per boles magnètiques conjugades a 

un anticòs anti-immunoglobulines de ratolí (Apartat 3.2.2), i/o mitjançant citometria de 

sorting (Apartat 8.1). 

3.2.2 Selecció de poblacions positives mitjançant boles magnètiques 

conjugades a un anticòs anti-immunoglobulines de ratolí 

A part de la selecció i el manteniment de poblacions transfectades positivament amb el 

plàsmid introduït mitjançant la geneticina, també es va utilitzar amb aquesta finalitat 
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un sistema de selecció basat en l’ús de boles magnètiques conjugades a un anticòs 

anti-immunoglobulines de ratolí. 

Material 

- Dynabeads sheep-anti mouse IgG (boles magnètiques conjugades a un anticòs 

anti-immunoglobulines de ratolí). 

- Tampó PBS-FCS 10%. 

Protocol 

1. Rentar amb PBS fred aproximadament 5x106 cèl·lules transfectades. 

2. Barrejar les cèl·lules amb l’anticòs contra la proteïna transfectada que es vol 

seleccionar (en aquest cas, amb un anticòs anti-CD84), en 500	l de PBS-FCS al 10%. 

La proporció és aproximadament d’1	g d’anticòs per cada milió de cèl·lules, tot i que 

pot variar en funció de l’especificitat de l’anticòs.  

3. Deixar 20 minuts en gel. 

4. Rentar amb PBS fred. 

5. Barrejar les cèl·lules incubades amb 15	l de les boles magnètiques conjugades a 

un anticòs anti-immunoglobulines de ratolí (sheep anti-mouse IgG magnetic beads), 

prèviament rentades amb PBS fred, en 500	l de PBS-FCS al 10%. 

6. Incubar 20 minuts en rotació a 4ºC. 

7. Utilitzar un imant per seleccionar les boles unides a les cèl·lules positives i 

descartar la part no unida. 

8. Rentar 3 cops amb PBS fred i seleccionar sempre les cèl·lules positives unides a les 

boles magnètiques amb l’imant. 

9. Resuspendre les cèl·lules seleccionades en medi complet més geneticina. 

4. ANÀLISI DE FLUX DE CALCI PER CITOMETRIA 

En molts processos d’activació cel·lular es donen canvis en els nivells de calci 

intracel·lular. Per fer estudis sobre el flux de calci és molt freqüent l’ús d’indicadors de 

calci fluorescent. En els estudis presentats a la secció Resultats es va utilitzar el Fluo-3 
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A/M, que té capacitat per unir-se a calci i s’utilitza de manera sovint en la mesura de 

canvis en la concentració de calci intracel·lular en resposta a les funcions dels canals 

iònics. 

Material 

- Fluo-3/AM. 

Protocol 

1. Incubar 1x106 cèl·lules en suspensió (si són cèl·lules adherides, com les RBL-2H3, 

cal tripsinitzar prèviament) amb la concentració desitjada d’IgE anti-DNP i una dosi de 

5	g/ml de Fluo-3/AM, durant 1 hora, a 37ºC, en un volum final 500	l de RPMI 1640-

1% FCS. És important mantenir en tot moment els reactius a temperatura ambient. 

2. Rentar amb RPMI 1640, sense FCS. 

3. Centrifugar a 1500rpm, durant 5 minuts, a temperatura ambient. 

4. Resuspendre les cèl·lules en 500	l RPMI 1640-1% FCS i mantenir sempre a 37ºC 

fins addició de l’estímul. 

5. Fer una lectura al citòmetre del flux de calci basal durant 1 minut. 

6. Afegir la dosi desitjada de DNP-HSA per lligar la IgE i mesurar al citòmetre els 

canvis en el flux de calci durant 5 minuts. Intentar mantenir les cèl·lules a 37ºC 

mitjançant alguna font de calor. 

7. Afegir la dosi desitjada de Ionomicina i mesurar al citòmetre els canvis en el flux de 

calci durant 1 minut. 

5. ASSAIG D’ALLIBERACIÓ DE �-HEXOSAMINIDASA 

L’anàlisi de la secreció de �-hexosaminidasa, mediador contingut al lisosomes cel·lulars 

dels mastòcits, s’utilitza com una mesura de desgranulació mastocitària. En aquest cas, 

es va utilitzar per estudiar els efectes del receptor CD84 sobre la desgranulació, tant en 

cèl·lules RBL-2H3, com en cèl·lules LAD-2. El protocol presenta certes variacions 

segons els tipus cel·lular utilitzat. 
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5.1 Assaig d’alliberació de �-Hexosaminidasa en RBL-2H3 

En els assajos d’alliberació de �-Hexosaminidasa en RBL s’estudia l’efecte del CD84 per 

interacció homotípica usant cèl·lules transfectades.  

Material 

- Substrat P-nitrophenyl-N-acetyl-�-D-glucopyranoside. 

- Triton X-100 

- Tampó de citrat de sodi 0.1M (pH 4.5) 

- Tampó carbonat de sodi 0.2M (pH 10.7) 

Protocol 

1. Sembrar 2x105 cèl·lules per pou en una placa de 96 pous i cultivar durant tota la 

nit en presència o absència de diferents concentracions d’IgE anti-DNP, en un volum 

de 100	l de medi complet per pou, a 37ºC. 

2. L’endemà rentar les cèl·lules amb RPMI 1640 sense FCS. 

3. Incubar les cèl·lules amb 100	l per pou de DNP-HSA (50ng/ml) o PMA (50ng/ml) 

més Ionomicina (2.5	M), en RPMI 1640 sense FCS. 

4. Deixar activant durant 1hora a 37ºC. 

5. Recollir 25	l de sobrenedants per a la mesura de �-Hexosaminidasa. Recollir també 

25	l de llisats cel·lulars totals, què s’obtenen afegint Tritó a l’1% en el mateix medi. 

6. Els sobrenedants recollits i els llisats cel·lulars totals obtinguts s’incuben en 50	l del 

substrat P-nitrophenyl-N-acetyl-�-D-glucopyranoside, a una concentració de 1.3mg/ml 

en un tampó de citrat de sodi 0.1M, durant 1 hora a 37ºC. 

7. Per aturar la reacció cal afegir 100	l per pou d’un tampó carbonat de sodi 0.2M. 

8. L’absorbància de 4-P-nitrophenol es monitoritza mitjançant l’absorbància a 405nm. 

L’activitat resultant de �-Hexosaminidasa s’expressa com el percentatge de la resposta 

màxima (mostres tractades amb Tritó X-100): Alliberació de �-Hexosaminidasa = 

(alliberació de la mostra menys alliberació espontània/alliberació màxima menys 

alliberació espontània) x 100. 
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5.2 Assaig d’alliberació de �-Hexosaminidasa en LAD-2 

En els assajos d’alliberació de �-Hexosaminidasa en LAD-2 l’efecte del CD84 s’estudia 

mitjançant l’ús d’anticossos monoclonals que actuen sobre el CD84 endogen. 

Material 

- Tampó d’alliberació de �-Hexosaminidasa (10mM HEPES, 137mM NaCl, 2.70mM 

KCl, 0.4mM NaH2PO4, 5.6mM (D)-glucosa, 1.8mM CaCl2, 1.3mM MgSO4, 0.025% BSA, 

filtrat estèril). 

- Substrat P-nitrophenyl-N-acetyl-�-D-glucopyranoside. 

- Triton X-100. 

- Tampó de citrat de sodi 0.1M (pH 4.5). 

- Tampó carbonat de sodi 0.2M (pH 10.7). 

Protocol 

1. Incubar 104 cèl·lules per pou en una placa de 96 pous en presència o absència 

d’IgE biotinilada (0.1	g/ml) en 100	l de medi (StemPro-34) complet, durant tota la nit, 

a 37ºC. 

2. L’endemà incubar les cèl·lules en el mateix medi en presència o absència d’un 

anticòs monoclonal contra el CD84, o bé d’una IgG isotípica, a una concentració de 

3.25	g/ml, durant 30 minuts, a 37ºC. 

3. Rentar 2 cops les cèl·lules amb un tampó d’alliberació de �-Hexosaminidasa. 

4. Incubar les cèl·lules amb 50	l per pou d’estreptavidina (0.1	g/ml) o PMA 

(50ng/ml) més Ionomicina (2.5	M), en tampó d’alliberació de �-Hexosaminidasa, 

durant 30 minuts, a 37ºC. 

5. Centrifugar la placa de 96 pous i recollir els 50	l de sobrenedant a una placa nova. 

Recollir també 50	l de llisats cel·lulars totals, què s’obtenen afegint Tritó a l’1% en el 

mateix tampó d’alliberació de �-Hexosaminidasa. 

6. Els sobrenedants recollits i els llisats cel·lulars totals obtinguts s’incuben en 100	l 

del substrat P-nitrophenyl-N-acetyl-�-D-glucopyranoside, a una concentració de 

1.3mg/ml en un tampó de citrat de sodi 0.1M (pH 4.5), durant 1 hora a 37ºC. 
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7. Per aturar la reacció cal afegir 200	l per pou d’un tampó carbonat de sodi 0.2M 

(pH 10.7). 

8. L’absorbància de 4-P-nitrophenol es monitoritza mitjançant l’absorbància a 405nm. 

L’activitat resultant de �-Hexosaminidasa s’expressa com el percentatge de la resposta 

màxima (mostres tractades amb Tritó X-100): Alliberació de �-Hexosaminidasa = 

(alliberació de la mostra menys alliberació espontània/alliberació màxima menys 

alliberació espontània) x 100. 

6. ANÀLISI D’EXPRESSIÓ DE GENS 

L’anàlisi de l’expressió de gens té com a finalitat estudiar l’absència o presència d’una 

proteïna determinada a nivell de la seva transcripció gènica. És un sistema força 

utilitzat, ja que representa una tècnica molt sensible que permet detectar l’expressió 

de proteïnes que es troben expressades a nivells molt baixos, o bé que no hi ha 

disponibilitat d’anticossos contra aquestes proteïnes. 

6.1 Aïllament del RNA missatger d’una línia cel·lular 

Per tal de determinar mitjançant transcripció gènica l’absència o presència d’una 

proteïna determinada, el primer pas consisteix en l’obtenció del RNA missatger (mRNA) 

d’una línia cel·lular, o bé d’un cultiu primari. En els estudis presentats en la secció 

Resultats, es va obtenir el mRNA de cèl·lules LAD-2. 

Material 

- Kit d’extracció de RNA: RNAeasy Mini Kit (Qiagen). 

Protocol 

1. Agafar 1x106 cèl·lules. 

2. Centrifugar a 1800rpm, durant 5 minuts, a temperatura ambient. 

3. Obtenir el RNA seguint les instruccions del kit RNAeasy Mini Kit. 

4. El RNA es manté estable a -80ºC un màxim de 6 mesos. 
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6.2 Retrotranscripció de RNA a cDNA 

La retrotranscripció de mRNA a cDNA és necessària per tal de poder fer estudis 

posteriors d’amplificació per PCR dels gens que codifiquen per les diferents proteïnes 

d’interès. 

Material 

- GeneAmp® RNA PCR kit, de Applied Biosystems. 

Protocol 

1. Agafar 1	g de RNA i afegir-hi aigua estèril fins a tenir un volum final de 10	l. 

2. Afegir 10	l de la Barreja preparada amb els reactius del GeneAmp® RNA PCR kit. 

El contingut és el següent: 

Tampó de RT 10x 2	l 

Barreja de dNTPs (100mM) 25x 0.8	l 

Oligonucleòtids Random de RT 10x 2	l 

Transcriptasa Reversa MultiscribeTM 1	l 

Inhibidor de RNasa 1	l 

Aigua lliure de Nucleases 3.2	l 

 

3. Fer un pols a 14000rpm, durant 11 segons, a temperatura ambient. 

4. Afegir 40	l d’oli mineral 

5. Condicions del programa de Retrotranscripció del Termociclador: 

- 25ºC, 10 minuts. 

- 37ºC, 2 hores. 

- 85ºC, 5 segons. 

- Mantenir a 4ºC. 
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6.3 Amplificació per PCR 

Per tal de determinar l’absència o presència de l’expressió d’un gen que codifica per 

una proteïna determinada en una línia cel·lular concreta, s’utilitza l’amplificació per PCR 

del cDNA obtingut d’aquesta línia cel·lular, mitjançant l’ús d’oligonucleòtids específics. 

Els oligonucleòtids usats per amplificar els gens CD84 (s’amplifica solament la seva cua 

citoplasmàtica) i SAP (s’amplifica part del gen) es troben resumits a la Taula 2. Els 

cDNAs usats com a controls positius corresponen a les seqüències del receptor CD84 

humà, clonat dins el vector pcINeo; i de l’adaptador SAP-Flag, clonat dins el vector 

pCMV2-Flag (Sayos et al., 1998). Les condicions del programa d’amplificació del 

Termociclador per l’amplificació d’aquests gens són les següents: 

- 95ºC, 1 minut. 

- 55ºC, 50 segons. 

- 72ºC, 1 minut. 

- Repetir durant 36 cicles. 

- 72ºC, 10 minuts. 

- Mantenir a 4ºC. 

Els productes obtinguts en la primera PCR es van tornar a re-amplificar de la mateixa 

manera i en les mateixes condicions que el primer cop, per tal d’assegurar la fiabilitat 

dels resultats, donat que la procedència del motlle (cDNA cel·lular) podria portar a un 

baix nombre de còpies no detectable en la primera PCR. 

 

Taula 2. Oligonucleòtids utilitzats per amplificar els gens CD84 i SAP. Les amplificacions es van 
dur a terme usant com a motlle el cDNA de la línia cel·lular LAD-2. 
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7. ANÀLISI DE PROTEÏNES 

L’anàlisi de proteïnes s’utilitza amb diferents finalitats: estudiar la presència o absència 

d’una proteïna determinada, analitzar l’estat de fosforilació/activació d’una proteïna, 

estudiar interaccions proteiques, etc. Previ a l’anàlisi de proteïnes, sovint cal primer 

procedir a l’activació cel·lular. 

7.1 Activació cel·lular 

El protocol d’activació cel·lular per a l’anàlisi de proteïnes varia una mica en funció de 

la línia cel·lular utilitzada. 

7.1.1 Activació per a la línia RBL-2H3 

Protocol 

1. Incubar les cèl·lules RBL-2H3, que creixen en monocapes adherides a la superfície, 

durant tota la nit en presència o absència d’IgE anti-DNP (0.25	g/ml), en medi 

complet. 

2. L’endemà, rentar les cèl·lules 2 cops amb RPMI 1640 sense FCS. 

3. Activar les cèl·lules amb DNP-HSA (50ng/ml) en RPMI 1640 sense FCS, durant el 

temps desitjat. 

7.1.2 Activació per a la línia LAD-2 

Material 

- Tampó d’alliberació de �-Hexosaminidasa (10mM HEPES, 137mM NaCl, 2.70mM 

KCl, 0.4mM NaH2PO4, 5.6mM (D)-glucosa, 1.8mM CaCl2, 1.3mM MgSO4, 0.025% BSA, 

filtrat estèril). 

Protocol 

1. Incubar les cèl·lules LAD-2, que creixen en suspensió, durant tota la nit en 

presència o absència d’IgE biotinilada (0.1	g/ml), en medi (StemPro-34) complet. 
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2. L’endemà, incubar en el mateix medi en presència o absència d’anticòs anti-CD84 o 

bé d’una IgG isotípica a una dosi de 3.25	g/ml, durant 30 minuts, a 37ºC. 

3. Rentar 2 cops amb tampó d’alliberació de �-Hexosaminidasa. 

4. Activar les cèl·lules amb 0.1	g/ml d’estreptavidina, durant el temps desitjat, a 

37ºC, en un tampó d’alliberació de �-Hexosaminidasa. 

7.2 Biotinilació 

Hi ha certs casos en què prèviament a l’activació cel·lular amb l’equivalent a l’antigen 

que lliga la IgE (DNP-HSA en el cas de cèl·lules RBL-2H3, i Estreptavidina en el cas de 

cèl·lules LAD-2), es requereix un procés de biotinilació. La biotina s’uneix a les amines 

primàries de les proteïnes i la seva presència es pot detectar fàcilment amb una 

avidina conjuga a peroxidasa (l’avidina presenta una elevada afinitat per la biotina). 

Aquest pas és necessari quan no es tenen anticossos específics contra la proteïna de 

membrana (receptor) que s’immunoprecipita per detectar-la en condicions 

desnaturalitzades en la membrana de nitrocel·lulosa. Així doncs, el que es fa és 

immunoprecipitar contra la proteïna de membrana d’interès amb un anticòs que sí que 

reconeix la forma nativa de la proteïna i després, es determina la seva presència (en la 

membrana de nitrocel·lulosa) usant l’avidina, que presenta una elevada afinitat per la 

biotina. En els estudis presentats, la biotinilació es va realitzar en els casos en que es 

va immunoprecipitar posteriorment amb un anticòs anti-CD84, donat que no existeixen 

anticossos que reconeguin aquest receptor de forma desnaturalitzada en la membrana 

de nitrocel·lulosa. 

7.2.1 Biotinilació en cèl·lules RBL-2H3 

Material 

- Biotina (0.25mg/ml) dissolta en PBS. 

Protocol 

1. Rentar la monocapa de cèl·lules 3 cops amb PBS. 

2. Afegir el volum necessari de la solució de Biotina dissolta en PBS a 0.25mg/ml, de 

manera que cobreixi tota la monocapa cel·lular. 
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3. Mantenir 25 minuts en gel. 

4. Descartar la biotina i afegir el volum necessari de RPMI 1640 sense FCS, de 

manera que cobreixi tota la monocapa cel·lular. 

5. Mantenir 5 minuts en gel. 

6. Rentar 2 cops amb PBS. 

7.2.2 Biotinilació en cèl·lules LAD-2 

Material 

- Biotina (0.25mg/ml) dissolta en PBS. 

- Tampó d’alliberació de �-Hexosaminidasa (10mM HEPES, 137mM NaCl, 2.70mM 

KCl, 0.4mM NaH2PO4, 5.6mM (D)-glucosa, 1.8mM CaCl2, 1.3mM MgSO4, 0.025% BSA, 

filtrat estèril). 

Protocol 

1. Centrifugar les cèl·lules a 1500rpm, durant 5 minuts. 

2. Rentar 3 cops amb PBS (centrifugar igual que el pas 1 cada cop). 

3. Resuspendre les cèl·lules en 1ml de biotina dissolta en PBS a 0.25mg/ml. 

4. Mantenir 20 minuts en rotació a 4ºC. 

5. Centrifugar les cèl·lules amb un pols (14000rpm, 11 segons) a 4ºC. 

6. Descartar la biotina i resuspendre les cèl·lules en 1ml de RPMI 1640 sense FCS. 

7. Mantenir 10 minuts en gel. 

8. Centrifugar les cèl·lules amb un pols (14000rpm, 11 segons) a 4ºC. 

9. Rentar 2 cops amb tampó d’alliberació de �-Hexosaminidasa (centrifugar igual que 

el pas 8 cada cop). 

7.3 Immunoprecipitació 

Aquesta tècnica permet identificar associacions entre proteïnes. Consisteix en precipitar 

una proteïna d’interès mitjançant l’ús d’anticossos específics (immunoprecipitació). La 
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proteïna d’interès s’immunoprecipita en condicions natives, juntament amb totes les 

seves proteïnes associades que poden determinar-se posteriorment en la membrana 

de nitrocel·lulosa mitjançant l’ús d’anticossos específics. 

Durant tot el procés de la immunoprecipitació, cal mantenir els reactius i cèl·lules 

sempre a 4ºC, o bé en gel. 

Material 

- Tampó de Lisi: 1% Tritó X-100, 50mM Tris-Base (pH 7.4), 150mM NaCl, 100mM 

NaF, 1mM Na3VO4, 1mM PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride), 1mM NaPirofosfat. 

- Proteïna A Sepharosa. 

- Tampó de càrrega (3X): 200mM Tris pH 8.6; 6% SDS, 0.06% Bromophenol, 5% 2-

�-Mercaptoetanol, 30% Glicerol. 

Protocol 

1. Prèviament a la immunoprecipitació s’hauran donat, si s’escau, els processos de 

biotinilació i activació de les cèl·lules. 

2. Rentar les cèl·lules amb PBS fred. 

3. Llisar les cèl·lules amb 1 ml de tampó de lisi. En el cas de cèl·lules adherides (com 

les cèl·lules COS o les cèl·lules RBL-2H3) s’afegeix el tampó de lisi a la monocapa seca 

de cèl·lules, i es rasca amb una espàtula, recollint tota la mostra llisada en un 

microtub. En el cas de cèl·lules en suspensió (com les LAD-2) s’afegeix al pèl·let de 

cèl·lules sec i es resuspenen les cèl·lules amb el tampó de lisi. 

4. Mantenir durant 20 minuts en gel.  

5. Centrifugar a 14000 rpm, durant 20 minuts, a 4ºC. 

6. Recollir els sobrenedants en microtubs nous. Guardar entre 30-50	l d’aquests 

sobrenedants com a llisats totals (WCL: Whole Cell Lysate) i amb la resta procedir a la 

realització entre 1-4 pre-clearings, si s’escau, afegint 40	l de proteïna A Sepharosa, 

durant 30 minuts en rotació, a 4ºC. Els pre-clearings es realitzen per reduir les unions 

inespecífiques amb l’anticòs contra la proteïna d’interès. 

7. Centrifugar amb un pols (14000rpm, 11 segons) a 4ºC. 
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8. Recollir els sobrenedants en microtubs nous i afegir entre 1-10	g d’anticòs 

específic contra la proteïna d’interès que es vol immunoprecipitar. 

9. Incubar durant 1hora, en rotació, a 4ºC.  

10. Afegir als microtubs 50	l de proteïna A Sepharosa per immunoprecipitar l’anticòs 

afegit. La proteïna A Sepharosa s’uneix amb elevada afinitat al fragment Fc de les 

immunoglobulines. 

11. Incubar durant 1hora, en rotació, a 4ºC. 

12. Rentar tres vegades la immunoprecipitació amb el tampó de lisi diluït a la meitat 

sense detergent (en cada rentat, centrifugar com el pas 7 i descartar el sobrenedant). 

La dilució del tampó de lisi és opcional segons l’astringència amb què es vulguin dur a 

terme els rentats (l’astringència és proporcional a la quantitat de detergent). 

13. Afegir 50	l del tampó de càrrega 3x (en condicions reductores) a totes les mostres, 

incloses les mostres corresponents als llisats cel·lulars totals. 

14. Bullir les mostres a 100ºC durant 10 minuts per tal de desnaturalitzar-les i separar 

la proteïna A Sepharosa. 

15. Les mostres ja estan preparades per córrer en un gel SDS-PAGE. 

7.4 Assaigs d’activitat d’ERK, P38, JNK i AKT 

Per estudiar l’activitat de MAPK com ERK, P38 i JNK i d’altres proteïnes, com AKT, 

s’analitza generalment el seu grau de fosforilació.  En aquests estudis no es duu a 

terme cap immunoprecipitació, sinó que es treballa amb els llisats cel·lulars totals.  

Material 

- Tampó de Lisi: 1% Tritó X-100, 50mM Tris-Base (pH 7.4), 150mM NaCl, 100mM 

NaF, 1mM Na3VO4, 1mM PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride), 1mM NaPirofosfat. 

- Tampó de càrrega (3X): 200mM Tris pH 8.6; 6% SDS, 0.06% Bromophenol, 5% 2-

�-Mercaptoetanol, 30% Glicerol. 
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Protocol 

1. Activar les cèl·lules tal com s’explica a l’apartat 7.1. 

2. Rentar les cèl·lules amb PBS. 

3. Llisar les cèl·lules amb 50-100	l de tampó de lisi. En el cas de cèl·lules adherides 

s’afegeix el tampó de lisi a la monocapa seca de cèl·lules, i es rasca amb una espàtula, 

recollint tota la mostra llisada en un microtub. En el cas de cèl·lules en suspensió 

s’afegeix al pèl·let de cèl·lules sec i es resuspenen les cèl·lules amb el tampó de lisi. 

4. Afegir entre 20-50	l (depenent del volum de lisi) de tampó de càrrega 3x. 

5. Bullir les mostres a 100ºC durant 10 minuts per tal de desnaturalitzar-les. 

6. Les mostres ja estan preparades per córrer en un gel SDS-PAGE. 

7.5 Electroforesi de proteïnes (SDS-PAGE) 

Com el nom indica, la tècnica SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) consisteix en l’electroforesi de proteïnes en un gel d’acrilamida. Amb 

aquesta tècnica s’aconsegueix que les proteïnes migrin en funció de la seva mida, ja 

que gràcies a l’acció del detergent SDS, totes les proteïnes adquireixen càrrega 

negativa en proporció a la seva massa, aconseguint que la relació càrrega/massa sigui 

idèntica en tots casos, i que per tant la migració depengui únicament de la longitud de 

la cadena polipeptídica. 

Aquesta tècnica requereix la preparació de dues fases del gel d’acrilamida: la fase 

corresponent al gel apilador, i la fase corresponent al gel separador. Ambdues fases 

varien en el percentatge d’acrilamida, el pH i la molaritat. La finalitat del gel apilador és 

aconseguir un empaquetament correcte de les mostres, previ a la seva entrada al gel 

separador. En el gel separador té lloc la fase resolutiva, on les mostres se separen en 

funció del seu pes molecular. El percentatge d’acrilamida del gel separador pot variar 

segons el pes de les proteïnes a resoldre. Es treballa amb elevats percentatges 

d’acrilamida (15%) per proteïnes de baix pes molecular, i baixos percentatges 

d’acrilamida (8%) per proteïnes d’alt pes molecular. 
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Material 

- Acrilamida 30% 

- Tris-Base 1M pH 8.8 i pH 6.8 

- SDS (Sodium Dodecyl Sulfate ) 10% 

- APS (Ammonium Persulfate) 20% 

- TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamida) 

- Tampó d’electroforesi 10x, pH 8.4, 1L: 30gr Tris-Base, 144gr Glicina i 10gr SDS. Es 

treballa a l’1x. 

Protocol 

1. Preparar les dues fases del gel d’acrilamida. Les quantitats de cada reactiu per la 

preparació d’ambdues fases del gel d’acrilamida es troben resumides en la següent 

taula: 

 Gel Apilador (10ml) Gel Separador (30ml) 

Acrilamida/Bis-Acrilamida 30% 1.5 ml 8%-15% 

Tris-Base 1M, pH 8.8 - 11.20 ml 

Tris-Base 1M, pH 6.8 1.25 ml - 

Aigua Mili Q 7 ml 
Varia segons el percentatge 

d’acrilamida 

SDS 10% 100	l 300	l 

APS 20% 50	l 150	l 

TEMED 10	l 20	l 

 

2. Carregar les mostres als pous. 

3. Córrer el gel aplicant un amperatge no superior als 60mA des del pol negatiu al 

positiu. 

7.6 Western-Blot 

La tècnica del Western Blot consisteix en la transferència del gel d’electroforesi a una 

membrana, que originalment era de nitrocel·lulosa, tot i que actualment també 
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s’utilitzen molt les membranes de PVDF (Polyvinylidene Fluoride). La membrana 

permet diverses incubacions amb els anticossos d’interès.  

Material 

- Tampó de transferència: 25mM Tris-Base, 129mM Glicina, 20% Metanol. Aquest 

tampó s’ha de mantenir a 4ºC. 

- Tampó TBS-T (Tris-Buffered Saline Tween-20) 10x, 1L: 24gr Tris-Base, 80gr NaCl, 

20ml Tween 20%. Es treballa a l’1x i s’utilitza per fer els rentats i incubar els 

anticossos. 

- Tampó de stripping, pH 2-3, 1L: 8.75gr NaCl; 1.57gr Trizma. El tractament de les 

membranes amb aquest tampó durant 10-15 minuts amb un moviment vigorós, 

permet dissociar l’anticòs unit a la membrana (degut a l’acidesa del pH del tampó de 

stripping). D’aquesta manera, la membrana es pot tornar a bloquejar i reutilitzar per 

més d’una incubació amb altres anticossos. 

Protocol 

1. Muntar la transferència amb el gel d’electroforesi: el gel en contacte amb la 

membrana de nitrocel·lulosa (PVDF) i aquesta en contacte amb el pol positiu (la 

transferència es fa del pol negatiu al pol positiu). Hi ha diversos sistemes per realitzar 

la transferència: humits, semi-sec i secs. En el sistema semi-sec, no excedir els 25 

volts i 3mA per cm2 en el cas de gels grans, o 5.5mA per cm2 en el cas de minigels. 

Generalment s’utilitza un amperatge de 0.8mA per cm2 per gels grans. 

2. Un cop finalitzada la transferència, descartar el gel i incubar la membrana amb els 

anticossos desitjats, seguint els següents passos: 

3. Bloqueig amb llet desnatada 2% o albúmina (BSA: Bovine serum albumin) 2% (en 

el cas d’utilitzar l’anticòs contra tirosines fosforilades), durant 1 hora en agitació, a 

temperatura ambient. 

4. Rentar 2-3 cops amb TBS-T, durant 5 minuts en agitació, a temperatura ambient. 

5. Incubar amb l’anticòs primari, durant 1 hora en agitació, a temperatura ambient; o 

bé durant tota la nit a 4ºC en agitació. 

6. Rentar 2-3 cops amb TBS-T, durant 5 minuts en agitació, a temperatura ambient. 
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7. Incubar amb l’anticòs secundari, durant 30-45 minuts en agitació, a temperatura 

ambient. En el cas que l’anticòs primari estigui directament conjugat a peroxidasa, 

aquest pas s’elimina. 

8. Rentar 2-3 cops amb TBS-T, durant 5 minuts en agitació, a temperatura ambient. 

9. Revelar amb el Supersignal Chemioluminiscense substrate, utilitzant pel·lícules 

Curix RP2 PLUS per al revel·lador CURIX AGFA 60. 

8. CITOMETRIA DE FLUX 

La citometria de flux és una tècnica que permet el comptatge, l’anàlisi i la separació de 

cèl·lules que es troben en suspensió en un líquid. Permet fer estudis multiparamètrics 

de característiques físiques o químiques de cèl·lules individuals que flueixen a través 

d’un aparell de detecció, que capta les característiques de dispersió de la llum i 

fluorescència que posseeixen aquestes cèl·lules conforme se les fa passar a través d’un 

feix de llum. La dispersió de la llum varia per cada població de cèl·lules analitzada: la 

mida de la cèl·lula donarà un paràmetre de dispersió, i la granularitat de la cèl·lula 

donarà un altre paràmetre de reflexió de la llum. A més de la dispersió, l’ús 

d’anticossos monoclonals marcats amb molècules fluorescents, permet estudiar la 

presència de diversos marcadors de manera simultània. 

Material (Necessari en tots els protocols realitzats per citometria de flux) 

- Tampó de rentat: PBS, 2% FCS, 0.01% Azida Sòdica. S’utilitza pels rentats i la 

resuspensió de les cèl·lules. 

- Tampó de fenotipat: Sèrum conill inactivat, al percentatge desitjat, en el tampó de 

rentat. El percentatge de sèrum pot variar, generalement entre 1-20%. La majoria dels 

experiments mostrats en la secció de Resultats es van fer amb un percentatge de 

sèrum del 15%. Aquest tampó serveix per fer les dilucions i les incubacions amb els 

anticossos. 

8.1 Anàlisi d’expressió de proteïnes de membrana 

Quan s’estudia l’expressió de proteïnes de membrana, com els receptors (CD84, 

CD244, CD229, etc.), es duu a terme un marcatge de superfície. El marcatge 
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d’expressió es pot dur a terme per fer estudis comparatius dels nivells d’expressió de 

diferents proteïnes de membrana abans i després d’una activació cel·lular (que es 

realitza tal com s’explica a l’apartat 7.1). Aquest tipus de marcatge també permet fer 

enriquiments de les poblacions amb major grau de positivitat per la proteïna d’interès, 

mitjançant citometria de sorting. El protocol és el mateix, però el marcatge d’expressió 

es fa en condicions estèrils i la separació de les poblacions positives es realitza amb un 

aparell específic per aquesta funció. 

Protocol 

1. Agafar entre 0.2x106-1x106 cèl·lules i es passar a un tub de FACS (Fluorescence 

Analizer Cell Sorter). 

2. Rentar les cèl·lules amb tampó de rentat. 

3. Centrifugar a 1500rpm, durant 5 minuts, a 4ºC. 

4. Incubar amb l’anticòs primari en un volum final de 100	l per tub, durant 1 hora, en 

gel. Generalment s’utilitza 1	g d’anticòs per tub, i en el cas que l’anticòs estigui 

biotinilat, s’acostuma a fer una dilució 1/200. De totes maneres, sempre és millor fer 

una titulació de l’anticòs per determinar la dilució a la què treballa millor. 

5. Rentar les cèl·lules amb tampó de rentat. 

6. Centrifugar a 1500rpm, durant 5 minuts, a 4ºC. 

7. Incubar amb l’anticòs secundari. En el cas que l’anticòs primari estigui biotinilat, 

s’afegeix Avidina conjugada a algun fluorocrom, com PE (Phycoerythrin) o Cy-Chrome 

(Dilució entre 1/200-1/800), durant 20 minuts, en gel. En el cas que l’anticòs primari 

no estigui biotinilat, es pot usar com a secundari, durant 30 minuts, en gel, un anticòs 

anti-IgG que estigui directament conjugat a un fluorocrom; o bé que estigui biotinilat. 

En aquest últim cas, es requereix un pas addicional en que es requereix la incubació 

amb Avidina-PE (o conjugada a qualsevol altre fluorocrom). També és possible que 

l’anticòs primari es trobi directament conjugat a algun fluorocrom, i que per tant no es 

requereixi incubació amb anticòs secundari. 

8. Rentar les cèl·lules amb tampó de rentat. 

9. Centrifugar a 1500rpm, durant 5 minuts, a 4ºC. 
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10. Llegir les mostres al citòmetre. Els fluorocroms més usats són: FITC (Fluoresceïna), 

que es llegeix al canal FL-1; PE, que es llegeix al canal FL-2; i Cy-Chrome, que es 

llegeix al canal FL-3. 

9. ESTUDIS DE REORGANITZACIÓ DEL CITOESQUELET PER 

INCORPORACIÓ DE PHALLOIDINA 

Els canvis en el citoesquelet d’actina es poden determinar mitjançant l’ús de la 

Phalloidina, tòxic derivat de l’Amanita phalloides que s’uneix amb una elevada afinitat a 

l’actina polimeritzada (actina F). Això converteix la Phalloidina en un bon marcador de 

reorganització del citoesquelet en cèl·lules prèviament fixades i permeabilitzades. 

9.1 Estudis de reorganització del citoesquelet en cèl·lules adherents 

per microscopia de fluorescència 

Material 

- Paraformaldehid al 3%. 

- Triton X-100. Detergent que serveix per permeabilitzar les cèl·lules. 

- Phalloidina-TRITC. 

- Medi de muntatge Fluoromount-G. 

Protocol 

1. Sembrar 2x105 cèl·lules per cada punt d’activació en cobreobjectes estèrils dins 

d’una placa de 24 pous. 

2. Activar les cèl·lules amb els estímuls corresponents, tal com s’explica a l’apartat 

7.1. 

3. Rentar les cèl·lules amb PBS. 

4. Fixació amb 200	l de Paraformaldehid al 3%, durant 30 minuts, a temperatura 

ambient. 

5. Rentar les cèl·lules amb PBS. 
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6. Permeabilització amb 200	l de Tritó al 0.2%, durant 15 minuts, a temperatura 

ambient. 

7. Rentar les cèl·lules amb PBS. 

8. Bloqueig amb 200	l de PBS-BSA a l’1%, durant 30-40 minuts, a temperatura 

ambient. 

9. Rentar les cèl·lules amb PBS. 

10. Incubar amb 200	l de Phalloidina-TRITC, a una dilució entre 1/200-1/1000 en PBS-

BSA al 0.1%, durant 20 minuts, a temperatura ambient. 

11. Rentar 3 cops les cèl·lules amb PBS. 

12. Muntar els cobreobjectes sobre els portaobjectes afegint una gota de medi de 

muntatge Fluoromount-G, de manera que la superfície del cobreobjectes amb les 

cèl·lules quedi enfrontada amb el portaobjectes. Evitar les bombolles. 

13. Analitzar les mostres al microscopi confocal de fluorescència Leica TCS NT. El 

TRITC s’excita amb el làser verd (557nm) i emet en vermell (576nm). 

9.2 Estudis de reorganització del citoesquelet per citometria de flux 

Material 

- Paraformaldehid al 4%. Es prepara a partir d’un estoc comercial que està al 16%. 

Permet Fixar les cèl·lules. 

- Saponina. Serveix per permeabilitzar les cèl·lules i s’utilitza a l’1% diluït en PBS. 

- Phalloidina-TRITC. 

Protocol 

1. Agafar entre 0.1x106-0.5x106 cèl·lules per cada punt d’activació. 

2. Activar les cèl·lules amb els estímuls corresponents, tal com s’explica a l’apartat 

7.1. 

3. Rentar les cèl·lules amb PBS i centrifugar amb un pols, a 14000rpm, durant 11 

segons, a 4ºC. 
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4. Fixació amb 500	l de Paraformaldehid al 4%, durant 10 minuts, en gel. 

5. Rentar com en el pas 3. 

6. Permeabilització amb 500	l de PBS-Saponina al 0.1%, durant 15 minuts, en gel. 

7. Rentar com en el pas 3. 

8. Bloqueig amb 1ml de PBS-BSA a l’1%, durant 40 minuts, en gel. 

9. Rentar com en el pas 3. 

10. Incubar amb 100	l de Phalloidina-TRITC, a una dilució entre 1/200-1/1000 en PBS-

BSA al 0.1%, durant 20 minuts, en gel. 

11. Rentar com en el pas 3. 

12. Passar les mostres a tubs de FACS i rentar amb tampó de rentat (veure apartat 8, 

Material). 

13. Centrifugar a 1500rpm, durant 5 minuts, a 4ºC. 

14. Resuspendre el pèl·let cel·lular en 0.2-0.5ml de tampó de rentat (veure apartat 8, 

Material). 

15. Llegir les mostres al citòmetre. L’emissió del fluorocrom TRITC (Tetramethyl 

Rhodamine Iso-Thiocyanate), al què es troba conjugada la Phalloidina, es llegeix al 

canal FL-2. 

10. ANÀLISI DE L’ACTIVACIÓ DE GENS  

L’estudi d’activació de gens ens permet estudiar l’activació de certes proteïnes a nivell 

de transcripció gènica. 

10.1 Estudi de l’activació de gens reporters de luciferasa en cèl·lules 

RBL-2H3 

Sovint, en l’anàlisi d’activació de gens s’utilitza de manera freqüent una estratègia que 

consisteix en transfectar les cèl·lules amb un vector on es troba clonat el gen d’interès 

en pauta de lectura amb l’enzim luciferasa. L’activació del gen d’interès, mitjançant la 

unió de factors de transcripció al seu promotor, implica l’activació alhora de l’enzim 

luciferasa, que catalitza una reacció de bioluminiscència, mesurable en un 
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luminòmetre. Una major activació del gen d’interès, comportarà una major emissió de 

luminescència. En els estudis presentats en la secció resultats, s’utilitza un vector que 

conté el gen de la citocina TNF�, en pauta de lectura amb l’enzim luciferasa. 

Material 

- Dual luciferase reporter kit (Promega), que conté tots els elements necessaris per 

la mesura d’activitat luciferasa. 

- Vector que conté el gen TK-Renilla-Luciferasa, que s’utilitza com a control de 

transfecció per normalitzar els resultats obtingut amb el vector d’interès. 

Protocol 

1. Transfectar 10x106 cèl·lules en exponencial amb 5	g del vector TNF� reporter de 

luciferasa (0.5	g/106cèl·lules), juntament amb 1	g del vector TK-Renilla-Luciferasa 

(0.1	g/106cèl·lules). La transfecció es fa mitjançant el sistema d’electroporació (veure 

apartat 3.2.1), però en aquest cas, és una transfecció transitòria i no estable. Per 

aquest motiu, a les 24 hores no cal afegir droga, sinó que les cèl·lules es recullen per 

dur a terme l’experiment. Les condicions d’electroporació són: 950	F, 260V, 100
, 

capacitància màxima. 

2. Plaquejar les cèl·lules transfectades en una placa de 24 pous. Sembrar 2x106 

cèl·lules per cada punt d’activació en un volum final d’1ml de medi complet. 

3. Incubar les cèl·lules RBL-2H3, durant 24 hores (temps necessari perquè s’expressin 

els plàsmids transfectats) en presència o absència d’IgE anti-DNP (0.25	g/ml), en medi 

complet. 

4. Rentar les cèl·lules cops amb RPMI 1640 sense FCS. 

5. Activar les cèl·lules en presència o absència de DNP-HSA (50ng/ml) en medi 

complet, durant 6 hores (per tal de detectar transcripció gènica), a 37ºC; o bé amb 

PMA (50ng/ml) més Ionomicina (2.5	M), com a control positiu, durant 6 hores, a 37ºC. 

6. Rentar les cèl·lules amb PBS. 

7. Resuspendre les cèl·lules en 50	l de tampó de lisi 5x inclòs al kit (Dual luciferase 

reporter kit, de Promega). Rascar les cèl·lules amb un espàtula i recollir els llisats en 

microtubs nous. Mantenir 30 minuts, a temperatura ambient. 



Material i Mètodes                                                     Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

 100 

8. Centrifugar a 10000rpm, durant 5 minuts, a temperatura ambient. 

9. Recollir els sobrenedants en tubs nous. Dels sobrenedants recollits, s’utilitzen 15	l 

per fer la lectura de l’activitat luciferasa al luminòmetre (Lumat LB 9507, EG�G 

Berthold), seguint les instruccions del kit Dual luciferase reporter kit. Els valors 

d’activitat luciferasa obtinguts amb el vector TK-Renilla-Luciferasa, s’utilitzen per 

normalitzar els valors d’activitat luciferasa obtinguts amb el vector TNF� reporter de 

luciferasa. 
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IV. RESULTATS 

El receptor CD84 presenta una àmplia expressió en cèl·lules leucocitàries (de la Fuente 

et al., 1997; Martin et al., 2001; Nanda et al., 2005; Romero et al., 2004; Tangye et 

al., 2002; Zaiss et al., 2003). Per altra banda, el CD84 representa l’únic membre de la 

família SLAM que s’expressa en mastòcits en estat basal. Donat que els mastòcits són 

cèl·lules efectores en moltes funcions més enllà de reaccions al·lèrgiques, inclosos els 

desordres d’immunitat innata, autoimmunitat i inflamacions cròniques (veure 

Introducció, apartat 1), els estudis presentats en aquesta secció tenen com a finalitat 

l’estudi de la funció del receptor CD84 en mastòcits. Per aquest motiu es van abordar 

diferents estratègies amb diverses línies cel·lulars, per tal de caracteritzar la funció del 

receptor i discernir les seves possibles vies de senyalització en mastòcits. 

A. RESULTATS OBTINGUTS AMB LA LÍNIA CEL·LULAR RBL-2H3 

La línia cel·lular RBL-2H3 (Rat Basophilic Leukemia 2H3) és una línia de mastòcits de 

rata que va ser originalment obtinguda per Eccleston et al., descrita com una línia de 

mastòcits amb capacitat per secretar histamina després d’una reacció mitjançada per la 

IgE (Eccleston et al., 1973). Aquest model cel·lular s’utilitza de manera freqüent com 

un model d’estudi mastocitari. Aquesta línia cel·lular possibilita a més la sobre-

expressió de molècules humanes, permetent així l’estudi de la interacció homotípica del 

receptor d’interès. Amb aquesta estratègia s’evita l’ús d’anticossos contra aquest 

receptor, que podrien donar lloc a efectes agonistes o antagonistes indeterminats. 

1. Transfecció de la línia cel·lular RBL-2H3 amb el receptor CD84 

humà 

1.1 Generació de la línia cel·lular transfectant CD84 RBL-2H3 

Per estudiar la funció del receptor CD84 humà en mastòcits, es van realitzar 

transfectants estables de la línia cel·lular RBL-2H3 amb el cDNA del receptor CD84 

humà i es van seleccionar les poblacions positives mitjançant boles magnètiques. Els 

nivells del CD84 transfectat es van mesurar mitjançant citometria de flux i Western 

Blot. Finalment, les cèl·lules transfectades també van ser biotinilades, llisades i 

immunoprecipitades amb un anticòs anti-CD84 (Fig 1A. i Fig 1B.). També es va 
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demostrar, mitjançant citometria de flux, que l’expressió del Fc�RI és molt similar en 

RBL wild type  i en RBL transfectades amb el receptor CD84 (Fig 1C.). 

 

Fig 1. Transfecció de la línia RBL-2H3 amb el receptor humà CD84. El receptor CD84 presenta 
quatre tirosines dins la seva cua citoplasmàtica. Dues d’elles, la Y262 i la Y299, es troben dins de motius 
consens d’unió a l’adaptador SAP. La línia cel·lular RBL-2H3 es va transfectar amb el receptor CD84 humà i 
la seva expressió va ser analitzada mitjançant citometria de flux (A) i immunoprecipitació i Western Blot 
(B). També es va analitzar l’expressió del Fc�RI mitjançant citometria de flux (C). 

1.2 Modulació de l’expressió del receptor CD84 en cèl·lules CD84 RBL-2H3 

després de l’activació 

Per tal de determinar si l’expressió del receptor CD84 es modifica després de l’activació 

en cèl·lules transfectades CD84 RBL-2H3, aquestes es van activar amb una dosi de 

50ng/ml de PMA més 2.5	M de inomicina, durant 30 minuts, a 37ºC. Mitjançant l’ús 

d’anticossos específics per citometria de flux, es van estudiar els nivells d’expressió del 

receptor CD84 abans i després de l’activació. Els resultats indiquen que l’expressió del 

CD84 disminueix posteriorment a l’activació amb PMA més ionomicina (Fig 2.). 
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Fig 2. Disminució de l’expressió del receptor CD84 després de l’activació. 5x105 cèl·lules 
transfectades CD84 RBL-2H3 es van activar amb PMA (50ng/ml) més inomicina (2.5	M), durant 30 
minuts, a 37ºC. Posteriorment es van utilitzar anticossos específics per estudiar, mitjançant citometria de 
flux, l’expressió del receptor CD84. 

2. El receptor CD84 altera el flux de calci depenent d’IgE 

En molts processos d’activació cel·lular es donen canvis en els nivells de calci 

intracel·lular. Les vies d’activació mastocitàries a través del Fc�RI estan molt 

relacionades amb el moviment de calci (veure Introducció, apartat 4). Per aquest motiu 

es va fer un estudi del flux de calci en cèl·lules CD84 RBL-2H3 respecte cèl·lules 

control RBL-2H3 després de l’activació a través del Fc�RI. Es va utilitzar un indicador 

de calci fluorescent, el Fluo-3 A/M, que té capacitat per unir-se a calci i s’utilitza de 

manera freqüent en la mesura de canvis en la concentració de calci intracel·lular en 

resposta a les funcions dels canals iònics. Per dur a terme l’assaig es van utilitzar 

cèl·lules control RBL-2H3 i cèl·lules transfectades CD84 RBL-2H3. Ambdós tipus 

cel·lulars es van incubar en suspensió amb IgE anti-DNP més Fluo-3 A/M, durant 1 

hora, a 37ºC. Posteriorment es va mesurar el flux de calci basal, el flux de calci 

després d’activar-les durant 5 minuts amb DNP-HSA (que té la funció de lligar la IgE, 

mimetitzant així els efectes de l’antigen) i finalment el flux de calci després d’afegir 

Ionomicina durant 1 minut (la inomomicina és un ionòfor que genera una obertura de 

canals de calci). Els resultats mostren com el flux de calci es troba disminuït en 

cèl·lules CD84 RBL-2H3, respecte cèl·lules RBL-2H3 control. La mobilització de calci és 

alhora més sostinguda en el cas de cèl·lules control. Ambdós tipus cel·lulars responen 
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correctament a l’addició de ionomicina, que mostra un augment significatiu i similar del 

flux de calci, tant en cèl·lules RBL-2H3 control, com cèl·lules CD84 RBL-2H3 (Fig 3.). 

 

Fig 3. Disminució del flux de calci depenent d’IgE en cèl·lules CD84 RBL-2H3 respecte 
cèl·lules RBL-2H3 control. 1x106 cèl·lules de cada tipus cel·lular s’incuben  en suspensió amb 
0.25	g/ml d’IgE anti-DNP i 5	g/ml Fluo-3/AM, durant 1 hora, a 37ºC. Posteriorment es mesura per 
citometria de flux, mitjançant l’emissió del Fluo-3 pel canal FL1, el flux de calci basal, durant 1 minut. Tot 
seguit s’addiciona DNP-HSA a una concentració de 50ng/ml i es mesura novament el flux de calci durant 5 
minuts. Finalment, s’afegeix una dosi de Ionomicina de 2.5	M i es mesura el nou flux de calci durant 1 
minut. 

3. El receptor CD84 altera el procés de ruffling de la membrana 

cel·lular induït per l’activació a través del Fc�RI 

El procés de ruffling de la membrana cel·lular és un dels canvis estructurals més 

primerencs observats en resposta a diversos factors extracel·lulars. Aquest procés 

consisteix en la formació de protusions de filaments d’actina a la superfície cel·lular, 

degut a la reorganització del citoesquelet d’actina, procés habitual i primerenc en la 

majoria de vies de transducció de senyals. Els canvis en el citoesquelet d’actina es 

poden determinar mitjançant l’ús de la Phalloidina, tòxic derivat de l’Amanita phalloides 

que s’uneix amb una elevada afinitat a l’actina polimeritzada (actina F). Així doncs, el 

marcatge amb Phalloidina en cèl·lules prèviament fixades i permeabilitzades permet 

identificar processos de reorganització del citoesquelet. Aquesta tècnica es va utilitzar 

per tal de determinar si l’activació a través del Fc�RI comporta variacions en el procés 

de ruffling de la membrana cel·lular en cèl·lules RBL-2H3, i si la presència del receptor 

CD84 altera aquest procés. Per aquest motiu, cèl·lules control RBL-2H3 i CD84 RBL-
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2H3 es van sensibilitzar durant tota la nit amb IgE anti-DNP i l’endemà es va procedir a 

la lligació de la IgE amb DNP-HSA durant 10 minuts o 20 minuts, a 37ºC. Les cèl·lules 

llavors es van fixar, permeabilitzar i marcar amb Phalloidin-TRITC. Posteriorment, el 

marcatge amb Phalloidina es va analitzar en un microscopi de fluorescència. Els 

resultats mostrats a la Fig 4. indiquen que les cèl·lules RBL-2H3 augmenten el procés 

de ruffling de la membrana cel·lular en resposta a l’activació a través del Fc�RI, i que 

la presència del receptor CD84 comporta una disminució d’aquest procés de ruffling 

(Fig 4.). 

 

Fig 4. Disminució del procés de ruffling depenent d’IgE en cèl·lules transfectades CD84 RBL-
2H3 respecte cèl·lules RBL-2H3 control. 2x106 cèl·lules de cada tipus cel·lular  es van sembrar en 
cobreobjectes i es van incubar durant tota la nit amb una dosi de 0.25	g/ml d’IgE anti-DNP. L’endemà es 
van rentar i es van activar amb 50ng/ml de DNP-HSA. Posteriorment, les cèl·lules es van fixar amb 
paraformaldehid al 3%, permeabilitzar amb Tritó al 0.2%, bloquejar amb BSA a l’1% i marcar amb 
Phalloidina conjugada a TRITC. Posteriorment es va realitzar el muntatge en portaobjectes i es van 
analitzar les mostres per microscopia de fluorescència. 

4. El receptor CD84 inhibeix la desgranulació depenent d’IgE en 

cèl·lules RBL-2H3 

Tal com s’ha citat anteriorment, la lligació de la IgE unida al Fc�RI, comporta l’inici 

d’una cascada de senyalització mitjançada pel receptor que condueix, entre moltes 
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altres funcions, a l’alliberació de mediadors preformats. Entre els mediadors preformats 

es troba l’enzim �-Hexosaminidasa, present dins els lisosomes cel·lulars i que serveix 

com a mesura de desgranulació dels mastòcits. 

4.1 Perfil d’alliberació de �-Hexosaminadasa a diferents dosis d’IgE anti-

DNP en cèl·lules RBL-2H3 control i cèl·lules CD84 RBL-2H3 

Mitjançant assajos d’alliberació de �-Hexosaminidasa es va determinar que el receptor 

CD84 inhibeix la desgranulació depenent d’IgE en cèl·lules RBL-2H3 mitjançant 

interacció homotípica. Per dur a terme l’assaig es van utilitzar cèl·lules RBL-2H3 wild 

type com a control i cèl·lules RBL transfectades amb el CD84. Ambdós tipus cel·lulars 

es van incubar tota la nit amb diferents concentracions d’IgE anti-DNP i posteriorment, 

es va procedir a la lligació de la IgE unida al Fc�RI mitjançant una concentració fixa de 

DNP-HSA durant una hora a 37ºC. Tot seguit es va procedir a la mesura de la �-

Hexosaminidasa alliberada. L’alliberació d’aquest enzim mostra una corba en forma de 

campana, tant en cèl·lules control, com en cèl·lules transfectades. A baixes 

concentracions d’IgE, les cèl·lules control i les cèl·lules transfectades amb el CD84 

mostren una alliberació similar de �-Hexosaminidasa. A mesura que s’augmenta la 

concentració d’IgE, s’observa un efecte inhibidor en l’alliberació de �-Hexosaminidasa 

dels transfectants amb el CD84, respecte les cèl·lules control. Per altra banda, també 

es va determinar els efectes en l’alliberació de �-Hexosaminidasa mitjançants per un 

estímul independent de la IgE, en aquest cas representats pel PMA més ionomicina. El 

PMA és un potent activador de la proteïna cinasa K (PKC) i comporta un ampli espectre 

d’efectes en la cèl·lula (Castagna et al., 1982). Per altra banda, la ionomicina és un 

potent ionòfor de calci utilitzat freqüentment per augmentar les concentracions de calci 

intracel·lular. La combinació d’ambdós elements comporta un fort estímul d’activació 

cel·lular. En aquest cas, l’alliberació de �-Hexosaminidasa independent d’IgE no es 

troba alterada en les cèl·lules transfectades amb el receptor CD84 en comparació amb 

les cèl·lules control (Fig 5.). 
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Fig 5. Les cèl·lules CD84 RBL-2H3 mostren inhibició en la desgranulació mitjançada pel Fc�RI 
dosis òptimes d’IgE. Es va dur a terme un assaig d’alliberació de �-Hexosaminidasa amb diferents dosis 
d’IgE anti-DNP i una dosi fixa de 50ng/ml de DNP amb cèl·lules control i cèl·lules transfectades amb el 
CD84. Ambdós tipus cel·lulars mostren una corba dosi-resposta en forma de campana. A dosis altes, 
s’observa un efecte inhibitori de la desgranulació de les cèl·lules CD84 RBL-2H3, respecte les cèl·lules 
control. L’alliberació de �-Hexosaminidasa s’expressa com el percentatge de l’alliberació màxima 
(tractament amb tritó) menys l’alliberació espontània. Les mesures es van fer per triplicat i les dades 
representades són representatives de tres experiments independents. 

4.2 Perfil d’alliberació de �-Hexosaminadasa a diferents dosis de DNP-HSA 

en cèl·lules RBL-2H3 control i cèl·lules CD84 RBL-2H3 

Donat que la concentració d’IgE anti-DNP on s’observa l’alliberació màxima de �-

Hexosaminidasa es va determinar en un rang entre 0.125 i 0.25	g/ml, es va escollir 

aquesta última concentració, en la que es valora que tots els receptors d’IgE es troben 

ocupats, per fer un assaig amb una dosi fixa d’IgE anti-DNP i diferents dosis de DNP-

HSA, per tal de titular la seva concentració òptima en l’assaig de desgranulació. La 

funció del DNP-HSA és la lligació de la IgE anti-DNP, unint-se a aquesta IgE i 

mimetitzant d’aquesta manera l’al·lergen. L’efecte inhibitori del CD84 incrementa a 

dosis majors de DNP-HSA. Tant les cèl·lules control RBL-2H3 wild type, com les 

cèl·lules CD84 RBL-2H3 mostren una corba d’alliberació de �-Hexosaminidasa dosi-

resposta en forma de campana (Fig 6.). 
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Fig 6. Les cèl·lules CD84 RBL-2H3 mostren inhibició en la desgranulació mitjançada pel Fc�RI 
a dosis òptimes de DNP-HSA. Es va dur a terme un assaig d’alliberació de �-Hexosaminidasa amb 
cèl·lules control i cèl·lules transfectades amb el CD84, incubant les cèl·lules tota una nit amb una dosi fixa 
de 0.25	g/ml d’IgE anti-DNP. L’endemà es va procedir a la lligació de la IgE amb diferents dosis de DNP-
HSA. Ambdós tipus cel·lulars mostren una corba dosi-resposta en forma de campana. A dosis altes, 
s’observa un efecte inhibitori de la desgranulació de les cèl·lules CD84 RBL-2H3, respecte les cèl·lules 
control. L’alliberació de �-Hexosaminidasa s’expressa com el percentatge de l’alliberació màxima 
(tractament amb tritó) menys l’alliberació espontània. Les mesures es van fer per triplicat i les dades 
representades són representatives de tres experiments independents. 

5. La inhibició de la desgranulació està mitjançada per la interacció 

homotípica CD84-CD84 

Donat el fet que la sobre-expressió del receptor CD84 comporta la inhibició de la 

senyalització depenent d’IgE i que el CD84 presenta interacció homotípica, això 

suggereix que el receptor CD84 és el mitjancer de l’efecte inhibitori observat a través 

de la interacció homotípica amb ell mateix. Per tal de demostrar formalment aquesta 

afirmació, es va procedir a la realització de diferents aproximacions (apartats 5.1, 5.2). 

5.1 Efecte de la interacció homotípica CD84-CD84 en la desgranulació 

Per tal de determinar si l’efecte inhibitori observat en la desgranulació per part de les 

cèl·lules CD84 RBL-2H3 venia donat per la interacció homotípica CD84-CD84, es van 

barrejar a diferents proporcions cèl·lules CD84 RBL-2H3 transfectades i cèl·lules RBL 

wild type control. Posteriorment es va procedir a la realització d’un assaig d’alliberació 

de �-Hexosaminidasa amb les barreges d’ambdós tipus cel·lulars. A mesura que va 

disminuint la proporció de cèl·lules CD84 RBL-2H3, que proveeixen el lligand 

homotípic, va disminuint alhora en paral·lel la inhibició observada en la desgranulació 

(Fig 7.) 
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Fig 7. Nivells menor d’expressió del receptor CD84 mostren nivells menor d’inhibició de la 
senyalització a través del Fc�RI. Cèl·lules RBL wild type control, que no expressen el receptor CD84, 
es van barrejar amb cèl·lules CD84 RBL-2H3 transfectades a diferents proporcions, 8:2, 5:5, 2:8, 
respectivament. Es va realitzar un marcatge de les cèl·lules positives pel receptor CD84 mitjançant un 
anticòs específic anti-CD84, i es va analitzar la seva expressió mitjançant citometria de flux (A). Amb les 
diferents barreges d’ambdós tipus cel·lulars es va realitzar un assaig d’alliberació de �-Hexosaminidasa 
(B). 

5.2 La substitució del domini extracel·lular del CD84 reverteix la inhibició de 

la desgranulació depenent d’IgE 

Per tal de confirmar que el mecanisme inhibitori del receptor CD84 ve mitjançat per la 

interacció homotípica CD84-CD84, es va generar una construcció formada pel domini 

extracel·lular del receptor CD244 humà i la regió transmembrana i domini citoplasmàtic 

del receptor CD84 humà. El CD244 no presenta interacció homotípica i és l’únic 

membre de la família de receptors del CD150 que s’uneix de manera heterofílica. El 

lligand del CD244 humà és el CD48 humà, el qual no és present en aquest tipus 

cel·lulars, donat que són cèl·lules de rata. Es van obtenir transfectants estables de la 

línia cel·lular RBL-2H3 amb la construcció generada i es van mesurar els seus nivells 
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d’expressió mitjançant citometria de flux (Fig 8A.). També es van analitzar que els 

nivells d’expressió del Fc�RI en les cèl·lules transfectades, fos similar al de les cèl·lules 

RBL-2H3 wild type control (Fig 8A). Es van utilitzar les cèl·lules transfectades amb la 

construcció CD244-CD84 RBL-2H3 per fer un assaig d’alliberació de �-Hexosaminidasa 

conjuntament amb cèl·lules CD84 RBL-2H3 transfectades i les cèl·lules control RBL-2H3 

wid type. La desgranulació no es troba inhibida en les cèl·lules CD244-CD84 RBL-2H3, 

indicant que el reemplaçament del domini extracel·lular del CD84 reverteix la inhibició 

de l’alliberació de �-hexosaminidasa (Fig 8B.). 

 

Fig 8. La substitució del domini extracel·lular del CD84 reverteix la inhibició de la 
desgranulació a través del Fc�RI. La quimera CD244-CD84 conté el domini extracel·lular del receptor 
CD244 i la regió transmembrana i domini citoplasmàtic del receptor CD84. Es va generar una línia 
transfectant estable de RBL-2H3 que expressa el CD244-CD84. L’expressió de la quimera es va mesurar 
mitjançant anticossos específics contra el CD244 per citometria de flux. També es van utilitzar anticossos 
específics contra el Fc�RI per mirar el seu nivell d’expressió (A). Cèl·lules control i transfectades amb el 
CD84 i la quimera CD244-CD84 es van sensibilitzar tota la nit amb diferents dosis d’IgE anti-DNP, que 
l’endemà es van lligar amb una dosi de 50ng/ml de DNP-HSA durant 1 hora per fer un estudi de 
desgranulació (B). 
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6. La senyalització a través del receptor CD84 mitjança la inhibició de 

la desgranulació 

Després de demostrar que la interacció homotípica CD84-CD84 és la responsable de 

l’efecte inhibitori del CD84, es va procedir a determinar que el mecanisme d’aquest 

efecte inhibitori ve mitjançat per la senyalització a través de la cua citoplasmàtica del 

CD84. En els apartats 6.1 i 6.2 es mostren les estratègies realitzades amb aquesta 

finalitat. 

6.1 L’eliminació de la cua citoplasmàtica del CD84 reverteix la inhibició de la 

desgranulació 

Paral·lelament als estudis amb la quimera CD244-CD84, es va dur a terme un assaig 

de desgranulació per demostrar que l’efecte inhibitori observat del receptor CD84 es 

dóna a través de la senyalització del CD84. Per aquest estudi es va utilitzar una 

construcció en la què es va mutar el gen del CD84, delecionant tota la part 

corresponent a la seva cua citoplasmàtica (CD84 � Cyto), impedint així la seva 

senyalització, però no la seva interacció homotípica. Posteriorment es van obtenir 

transfectants estables de la línia cel·lular RBL-2H3 amb la construcció generada i es 

van mesurar els seus nivells d’expressió mitjançant citometria de flux (Fig 9A.). També 

es van analitzar els nivells d’expressió del Fc�RI en les cèl·lules transfectades amb el 

CD84 � domini citoplasmàtic (Fig 9A). Amb aquest nou transfectant obtingut es va 

realitzar un assaig de desgranulació, conjuntament amb cèl·lules control, incubant les 

cèl·lules tota la nit amb diferents dosis d’IgE anti-DNP i una dosi fixa de DNP-HSA de 

50ng/ml per lligar la IgE l’endemà. Les cèl·lules transfectades amb el mutant del CD84 

que manca tota la seva cua citoplasmàtica mostren una abolició de la inhibició 

observada prèviament amb el receptor CD84, indicant d’aquesta manera que la 

interacció homotípica del CD84 comporta una senyalització negativa que condueix a la 

inhibició de la desgranulació (Fig 9B). 
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Fig 9. La senyalització generada a través de la interacció homotípica CD84-CD84 comporta la 
inhibició de la desgranulació. Es va utilitzar una construcció generada a la qual li manca la cua 
citoplasmàtica al receptor CD84 per obtenir transfectants estables de la línia cel·lular RBL-2H3. Mitjançant 
l’ús d’anticossos específics (anti-CD84 i anti-Fc�RI) i citometria de flux es va analitzar els nivells 
d’expressió de la construcció transfectada (CD84 � Cyto) i del Fc�RI (A). Es va realitzar un assaig de 
desgranulació amb cèl·lules control i cèl·lules CD84 RBL-2H3 transfectades i cèl·lules CD84 � Cyto RBL-
2H3 transfectades, sensibilitzant durant tota la nit tots els tipus cel·lulars amb diferents dosis d’IgE anti-
DNP. L’endemà es va usar una concentració de 50ng/ml de DNP-HSA per a la lligació de la IgE i es va 
procedir a l’assaig d’alliberació de �-Hexosaminidasa (B). 

6.2 La generació de nous mutants del receptor CD84, confirmen l’efecte 

inhibitori d’aquest receptor 

Tots els transfectants estables usats en els diferents experiments es van seleccionar 

mitjançant una selecció policlonal. Tot i això, sempre existeix una certa probabilitat que 

algun clon simple amb diferent capacitat de desgranulació sobrecreixi per damunt els 

altres. Per aquest motiu, i per tal de determinar l’efecte inhibidor del CD84, es van 

generar noves línies de transfectants estables en RBL-2H3, tant amb el receptor CD84 

wild type, com amb el receptor CD84 al qual se li va delecionar la cua citoplasmàtica. 

Mitjançant anticossos específics es van analitzar els nivells del receptor CD84 (wild type 

i � domini citoplasmàtic) transfectat i els nivells d’expressió del Fc�RI (Fig 10A.). 

Posteriorment es va realitzar un assaig de desgranulació i es va observar que en tots 
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els casos l’alliberació de �-Hexosaminidasa es troba disminuïda en aquelles cèl·lules 

transfectades amb el receptor CD84 wild type, respecte les cèl·lules transfectades amb 

el receptor CD84 al qual se li ha delecionat la cua citoplasmàtica (Fig 10B.). 

 

Fig 10. Diferents transfectants CD84 RBL-2H3 disminueixen l’alliberació de �-
Hexosaminadasa en comparació amb un transfectant del receptor CD84 al què li manca la cua 
citoplasmàtica. Es van generar diverses línies estables de RBL-2H3 transfectades amb el CD84 wild type 
i un mutant del CD84 que té delecionada tota la cua citoplasmàtica. Mitjançant l’ús d’anticossos específics 
(anti-CD84 i anti-Fc�RI) i citometria de flux es va analitzar els nivells d’expressió de les dues formes del 
receptor CD84 transfectades (CD84 wild type i CD84 � Cyto) i del Fc�RI (A). Es va realitzar un assaig de 
desgranulació amb els diferents tipus cel·lulars generats, incubant-los durant tota la nit amb una dosi 
d’IgE anti-DNP de 0.25	g/ml i. L’endemà es va usar una concentració de 50ng/ml de DNP-HSA per a la 
lligació de la IgE i es va procedir a l’assaig d’alliberació de �-Hexosaminidasa (B). 
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7. La proteïna adaptadora SAP és independent del mecanisme 

d’inhibició del CD84 en cèl·lules CD84 RBL-2H3 

7.1 Determinació de la unió de la molècula adaptadora SAP i la fosfatasa 

SHP-2 al receptor CD84 

El receptor CD84 presenta a la seva cua citoplasmàtica quatre tirosines, dues d’elles 

dins de motius d’unió ITSM (Y262 i Y299) (de la Fuente et al., 1997). S’ha descrit que 

la proteïna adaptadora SAP, responsable de la síndrome limfoproliferativa associada al 

cromosoma X (XLP) s’uneix a la cua citoplasmàtica del CD84 (Sayos et al., 2001). 

Aquesta interacció és depenent de fosforilació i en el cas de cèl·lules T, s’ha reportat 

que la funció del receptor CD84 és independent de la seva unió amb SAP (Tangye et 

al., 2003). També s’ha descrit un altre lligand intracel·lular del CD84, la fosfatasa SHP-

2, tot i que el paper d’aquesta interacció encara no ha estat aclarit (Sayos et al., 

2001). Per tal de disseccionar el mecanisme inhibitori del receptor CD84, es van 

generar mutants puntuals per totes les tirosines que el CD84 presenta a la seva cua 

citoplasmàtica (veure apartat Material i Mètodes, Taula 1.). Dues d’aquestes tirosines 

Y262 i Y299 són motius consens d’unió a l’adaptador SAP i a la fosfatasa SHP-2, 

respectivament. Es van generar mutants simples i dobles mutants per aquests dos 

residus tirosina i es va determinar la seva capacitat d’unió a les molècules SAP i SHP-2 

en cèl·lules COS mitjançant tècniques d’immunoprecipitació. Amb aquesta finalitat es 

van transfectar aquestes cèl·lules de manera transitòria amb diversos cDNAs: CD84 

wild type o bé CD84 Y262F o bé CD84 Y299F o bé el doble mutant Y262F/Y299F més 

el cDNA de la cinasa FYN i de l’adaptador SAP. La fosfatasa SHP-2 s’expressa de 

manera constitutiva en cèl·lules COS (Fig 11.). Els resultats mostren com la Y262 es 

troba dins un motiu crucial per al reclutament de l’adaptador SAP, mentre que la 

tirosina Y299 es troba involucrada amb la unió amb la fosfatasa SHP-2. La presència de 

la mutació Y299F canvia la mobilitat del receptor CD84 fosforilat (Fig 11.).  
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Fig 11. La tirosina Y262 és crucial per al reclutament de SAP i la Y299 participa en la unió 
amb SHP-2. Es van generar les següents construccions amb mutants simples i dobles per als motius 
d’unió a SAP (Thr-Val/Ile-Tyr-X-X-Val/Ile) que presenta el receptor CD84 a la seva cua citoplasmàtica: 
CD84 Y262F, CD84 Y299F i CD84 Y262F/Y299F. Es van transfectar cèl·lules COS amb el cDNA del CD84 
wild type, o bé amb un dels mutants generats (simples o doble) més els vectors corresponents a 
l’adaptador SAP i la cinasa FYN. A les 48 hores posteriors a la transfecció, les cèl·lules es van biotinilar, es 
van immunoprecipitar amb 1	g d’un anticòs específic anti-CD84 i es van córrer en un gel SDS-PAGE al 
12%. Després del western blot, les membranes es van incubar amb els anticossos específics indicats a la 
figura. 

7.2 Efecte dels mutants dels dominis d’unió a SAP del receptor CD84 en la 

desgranulació de cèl·lules RBL-2H3 

Amb les construccions obtingudes dels mutants simples i doble del CD84 pels motius 

d’unió a SAP es van generar línies transfectants estables de RBL-2H3. L’expressió de 

cadascun dels mutants transfectat, així com l’expressió del Fc�RI es van analitzar 

mitjançant l’ús d’anticossos específics (anti-CD84 i anti-Fc�RI) per citometria de flux 

(Fig 12A.). Els transfectants generats es van utilitzar per assajos de desgranulació, on 

cap d’aquestes línies cel·lulars que expressen cadascuna diferents mutants del CD84 

(CD84 Y262F, CD84 Y299F i CD84 Y262F/Y299F), té capacitat per revertir la inhibició 

mitjançada pel CD84. Això indica que els motius on es troben les tirosines Y262F i 

Y299F no participen en el mecanisme inhibitori del CD84 (Fig 12B.). 
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Fig 12. La proteïna SAP no està involucrada en la inhibició mitjançada pel CD84. Amb la línia 
cel·lular RBL-2H3, es van generar transfectats estables per cadascuna de les construccions dels mutants 
simples i dobles dels motius d’unió a SAP que presenta el receptor CD84 en la seva cua citoplasmàtica: 
CD84 Y262F RBL-2H3, CD84 Y299F RBL-2H3 i CD84 Y262F/Y299F RBL-2H3. L’expressió del mutants del 
CD84 transfectats i del Fc�RI es va analitzar per cadascun dels tipus cel·lulars mitjançant l’ús d’anticossos 
específics (anti-CD84 i anti-Fc�RI) per citometria de flux (A). Amb les línies cel·lulars dels transfectants 
estables obtingudes es va procedir a la realització d’un assaig de desgranulació, incloent també cèl·lules 
RBL-2H3 wild type control i cèl·lules CD84 wild type RBL-2H3, en el què es va utilitzar una dosi fixa d’IgE  
anti-DNP (0.25	g/ml) durant tota la nit, i una dosi fixa de DNP-HSA (50ng/ml) durant 1hora (B). 
L’alliberació de �-Hexosaminidasa s’expressa com el percentatge de l’alliberació màxima (tractament amb 
tritó) menys l’alliberació espontània. Les mesures es van fer per triplicat i les dades representades són 
representatives de tres experiments independents. 

8. Els mutants per les tirosines 279 i 324 reverteixen l’efecte inhibitori 

del CD84 observat en la desgranulació 

Dins de la cua citoplasmàtica del CD84 es troben altres dues tirosines sensibles a ser 

fosforilades, i per tant dos motius d’interacció amb dominis SH2: Y279 i Y324. El paper 

d’aquestes dues tirosines mai ha estat explorat. Per tal d’estudiar si aquests motius 

estan implicats en la senyalització negativa que duu a terme el CD84 en cèl·lules RBL-

2H3, es van generar dues construccions més: una amb la tirosina 279 mutada a 
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fenilalanina, i una altra on es va delecionar un petit tros de la part final de la cua 

citoplasmàtica del CD84 per tal d’eliminar la tirosina 324. La tirosina 324 es troba a tan 

sols quatre aminoàcids de l’extrem carboxi-terminal del CD84. Per aquest motiu, és 

més senzill simplement delecionar a partir d’aquesta tirosina, que intentar fer un 

mutant puntual. 

Amb les noves construccions obtingudes es van generar línies de RBL-2H3 de 

transfectants estables: CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3. Mitjançant 

anticossos específics (anti-CD84 i anti-Fc�RI) per citometria de flux es van determinar 

els nivells d’expressió dels mutants del CD84 i del Fc�RI (Fig 13A.). Posteriorment, es 

va realitzar un assaig d’alliberació de �-Hexosaminidasa, utilitzant la dosi d’IgE en què 

experimentalment s’havia observat que la inhibició del CD84 era més sostinguda. De 

manera interessant, ambdues línies transfectades amb les mutacions del CD84 (CD84 

Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3) tenien capacitat per revertir la inhibició de la 

desgranulació observada en les cèl·lules transfectades amb el CD84 wild type, indicant  

que els dos motius tirosina (Y279 i Y324) són necessaris de la mateixa manera per al 

mecanisme d’inhibició del CD84. (Fig 13B.). 
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Fig 13. Els mutants CD84 Y279F i CD84 �Y324 reverteixen la inhibició de la desgranulació 
mitjançada pel CD84. Es van obtenir construccions pel mutant simple Y279F i el mutant de deleció 
�Y324 del CD84, i es van utilitzar aquestes construccions per tal de generar transfectants estables de la 
línia cel·lular RBL-2H3: CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3. Es va mesurar l’expressió dels 
mutants del CD84 transfectats (CD84 Y279F i CD84 �Y324) i l’expressió del Fc�RI per citometria de flux, 
mitjançant l’ús d’anticossos específics (A). Es van realitzar assajos d’alliberació de �-Hexosaminidasa amb 
aquests nous tipus cel·lulars transfectats obtinguts en comparació amb cèl·lules RBL-2H3 wild type control 
i cèl·lules CD84 wild type RBL-2H3. Per l’assaig es va utilitzar diferents dosis d’IgE  anti-DNP durant tota la 
nit, i una dosi fixa de DNP-HSA (50ng/ml) durant 1hora (B). L’alliberació de �-Hexosaminidasa s’expressa 
com el percentatge de l’alliberació màxima (tractament amb tritó) menys l’alliberació espontània. Les 
mesures es van fer per triplicat i les dades representades són representatives de tres experiments 
independents. 
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9. El CD84 es fosforila després de la lligació de la IgE: fosforilació 

diferencial de proteïnes en cèl·lules RBL 2H3 control i cèl·lules CD84 

RBL-2H3 

9.1 La lligació de la IgE potencia la fosforilació del receptor CD84 en 

cèl·lules CD84 RBL-2H3 

Per tal de caracteritzar les vies de senyalització que determinen el paper inhibidor del 

receptor CD84 en la desgranulació mitjançada per la IgE, es va passar a estudiar l’estat 

de fosforilació del CD84 en cèl·lules no activades i cèl·lules estimulades amb IgE anti-

DNP més DNP-HSA. Les cèl·lules transfectants CD84 RBL-2H3 es van deixar sense 

tractar, o bé es van sensibilitzar amb IgE anti-DNP durant tota la nit. L’endemà es van 

biotinilar, per tal de detectar els nivells totals de CD84 en un posterior western blot, 

donat que no existeixen bons anticossos que permetin detectar en CD84 per aquesta 

tècnica. Posteriorment a la biotinilació, les cèl·lules s’activen amb una dosi de DNP-

HSA, que permet lligar la IgE anti-DNP unida al Fc�RI, durant 2 i 15 minuts a 37ºC. 

Després es llisen les cèl·lules i s’imunoprecipiten amb una IgG isotípica control, no 

expressada en aquest tipus cel·lular, o bé amb un anticòs específic contra el CD84. Els 

resultats mostren com la lligació de la IgE mostra un augment en la fosforilació del 

receptor CD84. També es pot observar que hi ha una fosforilació basal, possiblement 

deguda a la interacció homotípica CD84-CD84 (Fig 14.). 
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Fig 14. La lligació de la IgE potencia la fosforilació del receptor CD84.  En aquest estudi es van 
utilitzar 10x106 cèl·lules per cada punt. Part de les cèl·lules es van deixar sense tractar i part es van 
incubar tota la nit amb una dosi d’IgE anti-DNP de 0.25	g/ml. L’endemà es va realitzar un rentat de les 
cèl·lules, es van biotinilar i es van activar amb 50ng/ml de DNP-HSA, que comporta la lligació de la IgE, 
durant 2 i 15 minuts a 37ºC. Posteriorment les cèl·lules es van llisar i es van immunoprecipitar amb 2	g 
d’una IgG isotípica control, o bé d’un anticòs específic anti-CD84. Es van córrer les mostres en un gel SDS-
PAGE al 8%, i el Western Blot posterior es va incubar amb un anticòs anti-tirosines fosforilades (anti-
pTYR) i amb avidina-HRP. 

9.2 L’activació a través del Fc�RI potencia la fosforilació de les proteïnes c-

CBL i DOK-1 en cèl·lules CD84 RBL-2H3 respecte cèl·lules control 

Per tal de dilucidar les molècules mitjanceres del mecanisme inhibitori del receptor 

CD84, es va estudiar quines molècules de senyalització s’activaven de manera 

diferencial en cèl·lules RBL-2H3 control i quines en cèl·lules CD84 RBL-2H3 

transfectades després de la lligació de la IgE. Part de cadascun d’ambdós tipus cel·lular 

es va incubar durant tota la nit amb una dosi d’IgE (0.25	g/ml). L’endemà es va 

procedir a la lligació de la IgE amb una dosi de DNP-HSA (50ng/ml), durant 10 minuts 

a 37ºC. Posteriorment, les cèl·lules es van llisar, immunoprecipitar amb un anticòs 

anti-tirosines fosforilades, córrer en un gel d’acrilamida i transferir a una membrana. 

De manera interessant, la incubació de la membrana amb un anticòs anti-tirosines 

fosforilades no mostra un patró general de disminució de la fosforilació global en 

cèl·lules CD84 RBL-2H3. És més, en aquest tipus cel·lular s’observen dues bandes de 

60 i 120 kDa, respectivament, més fosforilades en comparació amb les cèl·lules RBL-

2H3 control (Fig 15.). Segons el pes molecular, dues molècules podien ser bones 

candidates a correspondre a les bandes fosforilades: DOK-1 i c-CBL, respectivament. 

Ambdues molècules han estat descrites com a molècules inhibidores en l’activació dels 

mastòcits (Ott et al., 2002; Qu et al., 2004). Donat aquest paper com a molècules 
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reguladores negatives, i la possible correspondència de pesos, es va procedir a incubar 

la membrana amb anticossos específics anti-DOK-1 i anti-c-CBL. Els resultats mostren 

que les bandes detectades corresponen a aquestes molècules (Fig 15.). 

 

Fig 15. Fosforilació diferencial de proteïnes en cèl·lules RBL-2H3 control i cèl·lules CD84 RBL-
2H3 després de la lligació de la IgE. En aquest estudi es van utilitzar cèl·lules RBL-2H3 wild type com 
a control, i cèl·lules CD84 RBL-2H3 transfectades. Es van fer servir 12x106 cèl·lules de cada tipus cel·lular 
per cada punt d’activació, per tal d’assegurar que la càrrega proteica fos la mateixa en cada cas. Part de 
les cèl·lules de cadascun d’ambdós tipus es van deixar sense tractar i part es van incubar tota la nit amb 
una dosi d’IgE anti-DNP de 0.25	g/ml. Per tal d’activar les cèl·lules, l’endemà es va procedir a la lligació 
de la IgE amb 50ng/ml de DNP-HSA durant 10 minuts a 37ºC. Posteriorment les cèl·lules es van llisar i es 
van immunoprecipitar amb 2.5	g d’un anticòs anti-tirosines fosforilades. Es van córrer les mostres en un 
gel SDS-PAGE al 10%, i posteriorment es van transferir a una membrana de PVDF (Western Blot). La 
membrana obtinguda es va incubar amb diferents anticossos: anti-tirosines fosforilades (anti-pTYR), anti-
c-CBL i anti-DOK-1. 

9.3 La fosforilació de les proteïnes c-CBL i DOK-1 és proporcional a l’efecte 

inhibitori del CD84 

Donat que la inhibició observada en l’alliberació de �-hexosaminadasa depenent d’IgE 

per part del receptor CD84 es dóna a dosis òptimes (Fig 5.), es va realitzar una 

activació similar en cèl·lules RBL-2H3 control i cèl·lules CD84 RBL-2H3 amb diferents 

concentracions d’IgE (incubació durant tota la nit) i una dosi fixa de DNP-HSA 

(50ng/ml) durant 5 minuts l’endemà. Posteriorment a l’activació, les cèl·lules es van 
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llisar, córrer en un gel d’acrilamida i transferir a una membrana. Aquesta es va incubar 

amb un anticòs anti-tirosines fosforilades, per tal d’estudiar diferències en el patró de 

fosforilació d’ambdós tipus cel·lulars. De manera interessant, els resultats mostren com 

la fosforilació de les molècules DOK-1 i c-CBL es troba augmentada a les 

concentracions d’IgE en les què el receptor CD84 indueix els graus d’inhibició de la 

desgranulació depenent d’IgE més elevats (Fig 16.). 

 

Fig 16. La fosforilació de les molècules DOK-1 i c-CBL es troba augmentada a les 
concentracions on s’observen els majors efectes inhibitoris del receptor CD84 en cèl·lules 
CD84 RBL-2H3.  Es va realitzar un estudi d’activació amb cèl·lules RBL-2H3 control i cèl·lules CD84 RBL-
2H3 transfectades. Es van utilitzar 1x106 cèl·lules per cada tipus cel·lular i per cada grup d’activació, per 
tal d’assegurar que la càrrega proteica fos similar en tots els casos, i es va incubar una part de les cèl·lules 
amb diferents dosi d’IgE anti-DNP durant tota la nit. L’endemà es va procedir a la lligació de la IgE amb 
50ng/ml de DNP-HSA durant 5 minuts. Posteriorment les cèl·lules es van llisar, córrer en un gel SDS-PAGE 
al 10% i transferir a un membrana, que va ser incubada amb diferents anticossos: anti-tirosines 
fosforilades, anti-c-CBL i anti-DOK-1. Els nivells de les proteïnes c-CBL i DOK-1 demostren que la càrrega 
proteica és similar en tots els punts d’activació. 

9.4 La fosforilació de les proteïnes c-CBL i DOK-1 es troba disminuïda en els 

mutants del CD84 que reverteixen la seva funció inhibidora (Y279F i �Y324) 

Donats els últims resultats obtinguts, es va procedir a determinar com es trobava 

l’estat de fosforilació de les molècules DOK-1 i c-CBL en les línies cel·lulars CD84 Y279F 

RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3, que expressen els mutants del receptor CD84 que 

reverteixen el seu efecte inhibitori. Per aquest motiu, una part de cèl·lules RBL-2H3 

control, CD84 RBL-2H3, CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3 es van deixar 
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sense tractar, i una altra part es van incubar durant tota la nit amb una dosi d’IgE 

(0.25	g/ml) per ser activades l’endemà amb una dosi de DNP-HSA (50ng/ml), durant 5 

minuts a 37ºC. Posteriorment, es va dur a terme la tècnica d’immunoprecipitació amb 

un anticòs anti-tirosines fosforilades. Els resultats obtinguts indiquen que en els carrils 

de cèl·lules activades a través del Fc�RI dels mutants CD84 Y279F i CD84 �Y324, la 

fosforilació de les molècules c-CBL i DOK-1 es troba disminuïda en comparació amb les 

cèl·lules que expressen el receptor CD84 wild type, i que és molt similar a l’estat de 

fosforilació de les cèl·lules RBL-2H3 control (Fig 17.). 

 

Fig 17. La fosforilació de les molècules DOK-1 i c-CBL es troba disminuïda en cèl·lules CD84 
Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3 en comparació amb cèl·lules CD84 wild type RBL-
2H3. Es mostren els resultats d’una una immunoprecipitació amb un anticòs anti-tirosines fosforilades 
comparant les següents línies cel·lulars: RBL-2H3 control, CD84 RBL-2H3, CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 
�Y324 RBL-2H3. Es van utilitzar 12x106 cèl·lules per cada tipus cel·lular i per cada grup d’activació, per tal 
d’assegurar que la càrrega proteica fos la mateixa en cada cas. Part de les cèl·lules de cada grup es van 
deixar sense tractar i part es van incubar tota la nit amb diferents dosis d’IgE anti-DNP més 50ng/ml de 
DNP-HSA durant 5 minuts en l’activació de l’endemà. Les cèl·lules llavors es van llisar, córrer en un gel 
SDS-PAGE al 10% i transferir a una membrana, que es va incubar amb diferents anticossos: anti-tirosines 
fosforilades, anti-c-CBL i anti DOK-1. 
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10. La fosforilació de les MAPK ERK1/2, P38 i JNK es troba afectada 

en cèl·lules CD84 RBL-2H3 

10.1 Les cèl·lules CD84 RBL-2H3 presenten alteracions en l’activació de la 

cascada de MAPK 

DOK-1 és una molècula adaptadora de 62 kDa que originalment es va associar amb la 

proteïna Ras-GAP, un regulador negatiu de Ras i per tant de la cascada de MAPK  

(ERK, P38, JNK) depenent de Raf (veure Introducció, apartat 5.2.5). Donat que DOK-1 

es troba més fosforilat en cèl·lules CD84 RBL-2H3, es va fer un estudi per determinar 

si el mecanisme inhibidor del receptor CD84 afecta alhora la cascada de MAPK. Per 

aquest motiu, es va estudiar l’estat de fosforilació d’ERK1/2, P38 i JNK. Cèl·lules RBL-

2H3 i cèl·lules CD84 RBL-2H3 es van incubar tota la nit amb una dosi de 0.25	g/ml 

d’IgE anti-DNP i l’endemà es van activar amb 50ng/ml de DNP-HSA durant 5, 10 i 20 

minuts, per tal de determinar la cinètica de fosforilació de les MAPK en aquests tipus 

cel·lulars. Els resultats demostren que la fosforilació de JNK i P38 es troba molt 

reduïda, mentre que la fosforilació d’ERK1/2 es troba parcialment afectada, en cèl·lules 

CD84 RBL-2H3, en comparació amb cèl·lules RBL-2H3 control (Fig 18.). 

 

Fig 18. La fosforilació de JNK, P38 i ERK es troba afectada en cèl·lules CD84 RBL-2H3 en 
comparació amb cèl·lules RBL-2H3 control. Cèl·lules RBL-2H3 control i cèl·lules CD84 RBL-2H3 es 
van incubar durant tota la nit amb 0.25	g/ml d’IgE anti-DNP. L’endemà es va procedir a la lligació de la 
IgE amb una dosi de 50ng/ml de DNP-HSA durant 10 minuts, a 37ºC. Tot seguit es van llisar les cèl·lules, 
es van córrer en un gel SDS-PAGE al 10% i va transferir a una membrana de PVDF. El Western Blot es va 
incubar posteriorment amb anticossos específics contra les MAPK en estat de fosforilació (anti-pJNK, anti-
pP38, anti-pERK) i amb un anticòs anti-ERK Total, per tal de comprovar que la càrrega de MAPK en tots 
els punts era similar. 
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10.2 Els mutants que reverteixen l’efecte inhibitori del receptor CD84 

presenten una fosforilació de MAPK normal en comparació amb cèl·lules 

RBL-2H3 control 

Per tal de determinar l’estat de fosforilació de les MAPK ERK, P38 i JNK en els mutants 

CD84 Y279F i CD84 �Y324 que reverteixen l’efecte inhibitori del receptor CD84, es va 

realitzar un estudi similar a l’anterior (Fig 18.), en el què cèl·lules RBL-2H3, CD84 RBL-

2H3, CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3 van ser incubades tota la nit amb 

una dosi d’IgE anti-DNP i l’endemà activades amb una dosi de DNP-HSA durant 10 

minuts. Els resultats mostren que la fosforilació de JNK, P38 i ERK és més elevada en 

cèl·lules transfectades amb els mutants CD84 Y279F i CD84 �Y324 en comparació amb 

cèl·lules transfectades amb el receptor CD84 wild type. El fet que els dos mutants del 

receptor CD84 utilitzats en aquest estudi restaurin l’estat de fosforilació de JNK, P38 i 

ERK al nivell de les cèl·lules control indica novament la implicació dels residus Y279 i 

Y324 en la via de senyalització negativa que duu a terme el CD84 (Fig 19.). 

 

Fig 19. La fosforilació de JNK, P38 i ERK es troba restaurada en cèl·lules CD84 Y279F RBL-
2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3 respecte a la disminució observada en cèl·lules CD84 RBL-2H3. 
Cèl·lules RBL-2H3 control, CD84 RBL-2H3, CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3 es van incubar 
durant tota la nit amb 0.25	g/ml d’IgE anti-DNP. L’endemà es van activar amb una dosi de 50ng/ml de 
DNP-HSA durant 10 minuts, a 37ºC. Posteriorment, les cèl·lules es van llisar, córrer en un gel SDS-PAGE al 
10% i transferir a una membrana de PVDF, que posteriorment es va incubar amb anticossos específics 
contra les MAPK en estat de fosforilació (anti-pJNK, anti-pP38, anti-pERK) i amb un anticòs anti-ERK Total, 
per tal de comprovar que la càrrega de MAPK en tots els punts era similar. 

11. La fosforilació d’AKT es troba afectada en cèl·lules CD84 RBL-2H3 

AKT és una serina/treonina cinasa que gràcies al seu domini PH s’uneix als PIP3 

generats per acció de la PI3K. Aquesta unió als PIP3, permet que s’exposin els motius 
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fosforilables d’AKT, sobre els què actua la cinasa PDK1 (veure Introducció, apartat 

4.2.4). AKT actua sobre diferents molècules efectores i factors de transcripció, 

intervenint en processos de reorganització del citoesquelet, diferenciació, cicle cel·lular, 

apoptosi, metabolisme, etc. (Kharas and Fruman, 2005). La fosforilació i activació 

d’AKT es considera un marcador indirecte de l’activació de la PI3K. 

11.1 Les cèl·lules CD84 RBL-2H3 presenten alteracions en l’activació d’AKT 

Per mirar si la interacció homotípica del receptor CD84 afecta a la via de la PI3K, es va 

fer un estudi de fosforilació d’AKT depenent d’IgE, comparant cèl·lules RBL-2H3 control 

amb cèl·lules transfectades CD84 RBL-2H3. Els resultats mostren com la fosforilació 

d’AKT es troba parcialment disminuïda en cèl·lules CD84 RBL-2H3 (Fig 20.), indicant 

que el receptor CD84 es troba involucrat en la via de la PI3K. 

 

Fig 20. La fosforilació d’AKT es troba afectada en cèl·lules CD84 RBL-2H3 en comparació amb 
cèl·lules RBL-2H3 control. Cèl·lules RBL-2H3 control i cèl·lules CD84 RBL-2H3 es van incubar durant 
tota la nit amb 0.25	g/ml d’IgE anti-DNP. L’endemà es van activar amb una dosi de 50ng/ml de DNP-HSA, 
per la lligació de la IgE, durant 10 minuts, a 37ºC. Tot seguit les cèl·lules es van llisar, córrer en un gel 
SDS-PAGE al 10% i transferir a una membrana de PVDF. El Western Blot es va incubar posteriorment amb 
anticossos específics contra AKT fosforilat (anti-pAKT) i amb un anticòs anti-ERK Total, per tal de 
comprovar que la càrrega proteica en tots els punts era similar. 

11.2 Els mutants que reverteixen l’efecte inhibitori del receptor CD84 

presenten una fosforilació d’AKT normal en comparació amb cèl·lules RBL-

2H3 control 

Per tal d’estudiar l’estat de fosforilació d’AKT en els mutants CD84 Y279F i CD84 �Y324 

que reverteixen l’efecte inhibitori del receptor CD84, es va dur a terme un estudi 

similar a l’anterior (Fig 20.), en el què cèl·lules RBL-2H3, CD84 RBL-2H3, CD84 Y279F 

RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3 van ser incubades tota la nit amb una dosi d’IgE anti-

DNP i l’endemà activades amb una dosi de DNP-HSA durant 10 minuts. En la Fig 21., 
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els resultats indiquen que la fosforilació d’AKT és més elevada en cèl·lules 

transfectades amb els mutants CD84 Y279F i CD84 �Y324 en comparació amb cèl·lules 

transfectades amb el receptor CD84 wild type, restaurant d’aquesta manera la inhibició 

de la fosforilació d’AKT depenent d’IgE que provoca el receptor CD84 wild type (Fig 

21.). 

 

Fig 21. La fosforilació d’AKT es troba restaurada en cèl·lules CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 
�Y324 RBL-2H3 respecte a la disminució observada en cèl·lules CD84 RBL-2H3. Cèl·lules RBL-
2H3 control, CD84 RBL-2H3, CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3 es van incubar durant tota la 
nit amb 0.25	g/ml d’IgE anti-DNP i l’endemà es va procedir a la lligació de la IgE amb 50ng/ml de DNP-
HSA durant 10 minuts, a 37ºC. Posteriorment, les cèl·lules es van llisar, córrer en un gel SDS-PAGE al 
10% i transferir a una membrana de PVDF, que es va incubar amb anticossos específics contra AKT 
fosforilat (anti-pAKT) i amb un anticòs anti-ERK Total, per tal de comprovar que la càrrega proteica en tots 
els punts era similar. 

12. La secreció de citocines es troba alterada en cèl·lules CD84 RBL-

2H3 

Donat que la fosforilació de les MAPK P38 i JNK es troba molt reduïda en cèl·lules 

transfectades que expressen el receptor CD84, el següent pas va ser investigar si la 

interacció homofílica del CD84 inhibia de la mateixa manera la síntesi de citocines, ja 

que el resultat final de la via de les MAPK és l’activació de factors de transcripció, entre 

els quals es troben molts que condueixen a la síntesi de citocines (veure Introducció, 

apartat 4.1.3). Per aquest estudi es van transfectar cèl·lules RBL-2H3, CD84 RBL-2H3, 

CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3 amb un gen de TNF� reporter de 

luciferasa més un plàsmid de TK-Renilla. Les cèl·lules transfectades es van incubar 

durant tota la nit amb una dosi d’IgE anti-DNP i l’endemà es van activar amb una dosi 

de DNP-HSA durant 6 hores. Posteriorment es van llisar les cèl·lules i es va mesurar 

l’activitat luciferasa amb un luminòmetre. Els resultats mostren que el receptor CD84 

wild type inhibeix la inducció de TNF� en cèl·lules RBL-2H3 transfectades amb el CD84. 

A més a més, aquesta inhibició es troba restaurada en cèl·lules RBL-2H3 transfectades 
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amb els mutants CD84 Y279F i CD84 �Y324, concomitant amb la seva capacitat de 

revertir l’efecte inhibitori del CD84 en la desgranulació i l’activació de MAPK (Fig 22A.). 

Els esdeveniments observats en aquest estudi són dependents d’IgE, ja que l’activació 

amb PMA més ionomicina de cèl·lules RBL-2H3 control i cèl·lules CD84 RBL-2H3 dóna 

una inducció de TNF� similar (Fig 22B.).  

 

Fig 22. La síntesi de citocines es troba alterada en cèl·lules CD84 RBL-2H3. Es van transfectar 
cèl·lules RBL-2H3, CD84 RBL-2H3, CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3  (10x106 cèl·lules per 
grup) amb 5	g d’un gen de TNF� reporter de luciferasa més 1	g d’un plàsmid de TK-Renilla. Les cèl·lules 
transfectades en van incubar durant tota la nit amb una dosi de 0.25	g/ml d’IgE anti-DNP. L’endemà es va 
procedir a la lligació de la IgE amb 50ng/ml de DNP-HSA durant 6 hores a 37ºC. Posteriorment es van 
llisar les cèl·lules i es va mesurar l’activitat luciferasa amb un luminòmetre (A). Per altra banda, cèl·lules 
RBL-2H3 i cèl·lules CD84 RBL-2H3 (10x106 cèl·lules per grup) es van transfectar amb 5	g d’un gen de 
TNF� reporter de luciferasa més 1	g d’un plàsmid de TK-Renilla. L’endemà les cèl·lules transfectades es 
van activar amb PMA (50ng/ml) més ionomicina (2.5	M), durant 6 hores a 37ºC. Posteriorment es van 
llisar les cèl·lules i es va mesurar l’activitat luciferasa amb un luminòmetre (B). Les mesures es van fer per 
duplicat i les dades són representatives de tres experiments independents. 

Els estudis amb la línia cel·lular RBL-2H3 han permès identificar el receptor CD84 com 

una molècula amb caràcter inhibitori en l’activació dels mastòcits i determinar quines 
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són les tirosines claus que mitjancen aquesta inhibició (Y279 i Y324). Per tal d’analitzar 

amb més detall el possible mecanisme d’activació d’aquest receptor, i els efectes de la 

fosforilació sobre aquestes dues tirosines claus, s’ha utilitzat la línia cel·lular COS. 

Aquesta línia permet sobre-expressar molècules humanes i fer estudis d’interacció 

entre elles. És per tant, un bon model per a l’estudi i la dissecció de la fosforilació del 

receptor CD84 i l’efecte en les tirosines 279 i 324. 
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B. RESULTATS OBTINGUTS AMB LA LÍNIA CEL·LULAR COS 

La línia cel·lular COS són fibroblasts obtinguts del ronyó del mico verd africà que es 

troben infectades amb una versió del genoma del virus SV40, que permet a la cèl·lula 

hoste produir múltiples cicles de replicació del DNA viral (Gluzman, 1981). Per aquest 

motiu, aquesta línia cel·lular s’utilitza molt freqüentment com a sistema de transfecció 

transitori per produir proteïnes recombinants per realitzar estudis de biologia 

molecular, cel·lular i bioquímics (Edwards and Aruffo, 1993). 

En l’estudi del receptor CD84, es va fer servir el sistema de transfecció transitori amb 

cèl·lules COS per determinar les cinases amb capacitat per fosforilar el CD84. També 

es va fer un estudi de dissecció de l’acció d’aquestes cinases sobre les diferents 

tirosines presents en la cua citoplasmàtica del receptor CD84, per tal de determinar si 

presenten una activitat diferencial respecte els quatre residus tirosina del CD84. 

1. La cinasa LYN participa en la fosforilació del receptor CD84 

LYN és una proteïna tirosina cinasa, de la família de les src-cinases, que es fosforila 

ràpidament després de l’agregació del Fc�RI en mastòcits. Participa activament en la 

via primària d’activació dels mastòcits, tot i que també ha estat identificada com una 

de les possibles molècules reguladores mastocitàries negatives. És a dir, presenta dues 

possibles funcions: iniciar l’activació dels mastòcits, i participar en la seva regulació 

negativa (veure Introducció, apartats 4.1 i 5.2.2). Donat que és una cinasa clau en la 

senyalització mastocitària, i que ha estat involucrada en processos de senyalització 

negatius, es va fer un estudi per tal d’analitzar si la cinasa LYN té capacitat per 

fosforilar el CD84. Cèl·lules COS es van transfectar amb el cDNA del receptor CD84, 

juntament amb el de la cinasa LYN de ratolí (mLYN), en la seva forma wild type, o bé 

amb una forma mutada, K275M, on la lisina 275 s’ha canviat per una metionina, 

convertint-la en una cinasa catalíticament inactiva. 24 hores després de la transfecció, 

les cèl·lules van ser biotinilades, llisades i immunoprecipitades amb un anticòs específic 

contra el CD84. Els resultats mostren com la cinasa LYN fosforila perfectament el 

receptor CD84, mentre que la forma mutada de la cinasa (K275M) no té capacitat per 

fosforilar–lo (Fig 23.). 
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Fig 23. La cinasa mLYN fosforila el CD84. Cèl·lules COS es van transfectar amb 4	g del receptor 
CD84 i 2	g de la cinasa mLYN wild type o bé 2	g de la cinasa catalíticament inactiva mLYN K275M. 24 
hores després de la transfecció (temps necessari perquè es puguin expressar els plàsmids transfectats), 
les cèl·lules van ser biotinilades, llisades i immunoprecipitades amb 2	g d’un anticòs anti-CD84. 
Posteriorment, les mostres es van córrer en un gel SDS-PAGE al 8% i transferir a una membrana de PVDF, 
que es va incubar amb diferents anticossos: anti-tirosines fosforilades i Avidina-HRP, per determinar els 
nivells del CD84 transfectat.  

2. Fosforilació diferencial de les tirosines de la cua citoplasmàtica del 

receptor CD84 per la cinasa LYN 

2.1 La mutació puntual de la tirosina 279 i la deleció de la tirosina 324 

redueixen la fosforilació del CD84 per la cinasa mLYN 

Donada la capacitat de la cinasa LYN de fosforilar el receptor CD84, el següent pas de 

l’estudi va ser determinar si la fosforilació del CD84 per la cinasa LYN resulta afectada 

quan el receptor presenta una mutació en alguna de les dues tirosines que tenen 

capacitat per revertir el seu efecte inhibitori (Y279 i Y324). Per aquest motiu es van 

transfectar cèl·lules COS amb els mutants Y279F i �Y324 del receptor del CD84, 

juntament amb la cinasa mLYN i es va estudiar el seu estat de fosforilació. També es 
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va incloure en aquest estudi la transfecció de cèl·lules COS amb el cDNA del mutant 

del CD84 al què li manca tota la cua citoplasmàtica (CD84 � Cyto), juntament amb la 

cinasa mLYN, per tal d’assegurar que la fosforilació observada es deu realment a la 

fosforilació de les tirosines de la cua citoplasmàtica del CD84. Segons els resultats 

mostrats en la Fig 24., la cinasa mLYN fosforila àmpliament al receptor CD84 wild type, 

mentre que les mutacions Y279F i �Y324 redueixen aquest estat de fosforilació. En el 

cas de la mutació Y279F, la disminució de la fosforilació del CD84 és major que en el 

cas de la mutació �Y324. El mutant � Cyto CD84 no presenta cap tipus de fosforilació, 

donat que té tota la cua citoplasmàtica delecionada (Fig 24.). 

 

Fig 24. Les mutacions Y279F i �Y324 disminueixen la fosforilació del receptor CD84 per la 
cinasa mLYN. Cèl·lules COS es van transfectar amb 4	g de les diferents formes del receptor CD84 (Wild 
Type, � Cyto CD84, Y279F i �Y324) juntament amb 2	g de la cinasa mLYN. 24 hores després de la 
transfecció, les cèl·lules van ser biotinilades, llisades i immunoprecipitades amb 1	g d’un anticòs anti-
CD84. Posteriorment, les mostres es van córrer en un gel SDS-PAGE al 8% i transferir a una membrana de 
PVDF, que es va incubar amb diferents anticossos: anti-tirosines fosforilades i Avidina-HRP. 
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2.2 La combinació de les mutacions Y279F i �Y324 inhibeix completament la 

fosforilació del CD84 per la cinasa mLYN 

Tal com s’ha demostrat abans, les tirosines 279 i 324 són importants per al mecanisme 

inhibitori del CD84, ja que les seves mutacions puntuals reverteixen la inhibició de la 

desgranulació mitjançada pel CD84 (Fig 13.), i la reducció en la fosforilació de MAPK 

com ERK1/2, P38 i JNK (Fig 19.). També s’ha demostrat que la presència d’aquestes 

mutacions redueix els nivells de fosforilació del receptor CD84 per la cinasa mLYN (Fig 

24.). Donat aquest últim resultat, es va decidir fer un estudi de transfecció de cèl·lules 

COS amb el cDNA de la cinasa mLYN i d’un mutant del receptor CD84 que presenta 

alhora una mutació en la tirosina 279 i una deleció de les tirosines 299 (no implicada 

en el mecanisme inhibitori del CD84) i 324. Després de biotinilar, llisar i 

immunoprecipitar les cèl·lules, les mostres es van córrer en un gel i transferir a una 

membrana, que es va incubar amb un anticòs anti-tirosines fosforilades, per fer un 

estudi de fosforilació; i amb Avidina-HRP, per determinar els nivells de transfecció del 

CD84. En els resultats obtinguts s’observa com la fosforilació del receptor CD84 

s’aboleix completament quan les dues tirosines que reverteixen la seva activitat 

inhibidora (Y279 i Y324) es troben mutades, indicant que ambdues tirosines són els 

principals substrats de la cinasa LYN (Fig 25.). 
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Fig 25. La combinació de les mutacions Y279F i �Y324 aboleixen la fosforilació del receptor 
CD84 per la cinasa mLYN. Cèl·lules COS es van transfectar amb 2	g de la cinasa mLYN, juntament 
amb 4	g de dues formes del receptor CD84: Wild Type o bé Y279F;�Y299,Y324. 24 hores després de la 
transfecció, les cèl·lules es van biotinilar, llisar i immunoprecipitar amb 1	g d’un anticòs anti-CD84. 
Posteriorment, es van córrer en un gel SDS-PAGE al 8% i transferir a una membrana de PVDF, que es va 
incubar amb diferents anticossos: anti-tirosines fosforilades i Avidina-HRP. 

3. La cinasa FES participa en la fosforilació del receptor CD84 

La cinasa FPS/FES participa en molts processos de senyalització dels mastòcits, com 

per exemple en la reorganització del citoesquelet, gràcies al seu domini FCH (veure 

Introducció, apartat 5.2.2). Per altra banda, el receptor CD84, presenta una funció 

inhibidora en mastòcits i s’ha vist involucrat en processos de reorganització del 

citoesquelet d’actina (Fig 4.). Tenint en compte aquestes dades i el fet que la cinasa 

FPS/FES es troba implicada en senyalitzacions negatives en els mastòcits, es va 

considerar interessant realitzar un estudi per determinar la capacitat de la cinasa 

FPS/FES en la fosforilació del CD84. Per aquest motiu es van transfectar cèl·lules COS 

amb el cDNA del receptor CD84 en presència o absència del cDNA de la cinasa 
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FPS/FES, i es va fer un estudi d’immunoprecipitació amb un anticòs anti-CD84. L’estudi 

de fosforilació demostra com la cinasa FES té capacitat per fosforilar perfectament el 

CD84 (Fig 26.). 

 

Fig 26. La cinasa FPS/FES fosforila el CD84. Cèl·lules COS es van transfectar amb 4	g del receptor 
CD84 en presència o absència de 4	g de la cinasa FPS/FES. 24 hores després de la transfecció, les 
cèl·lules van ser biotinilades, llisades i immunoprecipitades amb 2	g d’un anticòs anti-CD84. 
Posteriorment, les mostres es van córrer en un gel SDS-PAGE al 8% i transferir a una membrana de PVDF, 
que es va incubar amb diferents anticossos: anti-tirosines fosforilades, anti-FPS/FES i Avidina-HRP. 

4. Fosforilació diferencial de les tirosines de la cua citoplasmàtica del 

receptor CD84 per la cinasa FES 

4.1 La mutació puntual de la tirosina 279 i la deleció de la tirosina 324 

redueixen la fosforilació del CD84 per la cinasa FPS/FES. 

Tal com es va fer per la cinasa LYN, en el cas de la cinasa FPS/FES, es va ampliar 

l’estudi de fosforilació del receptor CD84 als mutants que reverteixen el seu efecte 

inhibitori (Y279F i �Y324), per tal de determinar si la fosforilació del CD84 per part de 

FPS/FES és diferencial per les tirosines que presenta a la seva cua citoplasmàtica. En 
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aquest cas l’estudi és interessant tenint en compte que la tirosina Y324 es troba dins 

un possible motiu d’unió a la cinasa FPS/FES. Amb aquesta finalitat, cèl·lules COS es 

van transfectar amb el cDNA dels mutants Y279F i �Y324 del CD84, juntament amb el 

cDNA de la cinasa FPS/FES. En aquest estudi es va incloure a més a més un nou grup 

de transfecció: el cDNA de FPS/FES, juntament al d’un doble mutant del receptor CD84 

que presenta canvis alhora en els dos residus tirosina no implicats en el mecanisme 

inhibitori del CD84 (Y262F/Y299F). La finalitat en aquest cas és ampliar una mica més 

l’anàlisi del mecanisme de fosforilació que exerceix la cinasa FPS/FES sobre les 

tirosines de la cua citoplasmàtica del receptor CD84. Les cèl·lules transfectades es van 

tractar de la següent manera: biotinilació, lisi i immunoprecipitació amb el CD84. 

Després de córrer les mostres en un gel SDS-PAGE, i de transferir-les a una 

membrana, es van fer els pertinents estudis de fosforilació. A la Fig 27., els resultats 

mostren que la cinasa FPS/FES fosforila àmpliament el receptor CD84 wild type, 

mentre que les mutacions Y279F i �Y324 redueixen aquest estat de fosforilació. En 

aquest cas, al contrari del que succeeix amb la cinasa LYN, la mutació Y279F 

disminueix significativament la fosforilació del CD84, mentre que amb la mutació 

�Y324 aquesta fosforilació està pràcticament abolida. Pel que fa al mutant 

Y262F/Y299F, la fosforilació del CD84 és molt similar a la del CD84 wild type, però la 

seva mobilitat electroforètica es veu modificada (la banda corresponent al CD84 es 

troba indicada amb fletxes a la Fig 27.). Aquest fenomen apareix en presència de la 

mutació Y299F, tal com es pot apreciar també a la Fig 11. 
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Fig 27. Les mutacions Y279F i �Y324 disminueixen la fosforilació del receptor CD84 per la 
cinasa FPS/FES. Cèl·lules COS es van transfectar amb 4	g de les diferents formes del receptor CD84 
(Wild Type, Y279F, �Y324 i Y262F/Y299F) juntament amb 4	g de la cinasa FPS/FES. 24 hores després de 
la transfecció, les cèl·lules van ser biotinilades, llisades i immunoprecipitades amb 2	g d’un anticòs anti-
CD84. Posteriorment, les mostres es van córrer en un gel SDS-PAGE al 8% i transferir a una membrana de 
PVDF, que es va incubar amb diferents anticossos: anti-tirosines fosforilades, anti-FPS/FES i Avidina-HRP. 

4.2 La combinació de les mutacions Y279F i �Y324 inhibeix completament la 

fosforilació del CD84 per la cinasa FPS/FES 

Seguint els mateixos passos que es van fer per l’estudi de la cinasa LYN en la 

fosforilació del receptor CD84, es va voler determinar quin efecte té la combinació de 

les dues mutacions que reverteixen l’efecte inhibitori del CD84 sobre la fosforilació 

d’aquest receptor per la cinasa FPS/FES. Per aquest motiu, cèl·lules COS es van 

transfectar amb el cDNA de la cinasa FPS/FES i del mutant del receptor CD84 que 

presenta alhora una mutació en la tirosina 279 i una deleció de les tirosines 299 i 324, i 

es van immunoprecipitar amb un anticòs anti-CD84. Els resultats indiquen que, tal com 

succeeix en el cas de LYN (Fig 25.), en els resultats obtinguts s’observa com la 

fosforilació del receptor CD84 per la cinasa FPS/FES també s’aboleix completament 
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quan les dues tirosines que reverteixen la seva activitat inhibidora (Y279 i Y324) es 

troben mutades (Fig 28.) 

 

Fig 28. La combinació de les mutacions Y279F i �Y324 aboleixen la fosforilació del receptor 
CD84 per la cinasa FPS/FES. Cèl·lules COS es van transfectar amb 4	g de dues formes del receptor 
CD84: Wild Type o bé Y279F;�Y299,Y324, en presència o absència de 4	g de la cinasa FPS/FES. 24 hores 
després de la transfecció, les cèl·lules es van biotinilar, llisar i immunoprecipitar amb 2	g d’un anticòs anti-
CD84. Posteriorment, es van córrer en un gel SDS-PAGE al 8% i transferir a una membrana de PVDF, que 
es va incubar amb diferents anticossos: anti-tirosines fosforilades, anti-FES i Avidina-HRP. 

5. La cinasa FYN fosforila totes les tirosines del receptor CD84 

FYN és una cinasa de la família de les Src-cinases amb capacitat per fosforilar el 

receptor CD84, tal com es demostra a la Fig 11. La cinasa FYN es troba implicada en 

processos de senyalització positius en mastòcits (la seva mutació dóna lloc a fenotips 

d’hipodesgranulació) (veure Introducció, Taula 1), i per aquest motiu és una candidata 

poc probable a fosforilar diferencialment les tirosines implicades en el mecanisme 
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inhibitori del CD84 (Y279F i �Y324). Tot i això, es va realitzar un estudi de fosforilació 

del mutant del CD84 que presenta una mutació en la tirosina 279 i una deleció de les 

tirosines 299 i 324. Amb aquesta finalitat es van transfectar cèl·lules COS amb aquest 

mutant, juntament amb la cinasa FYN, o bé amb la cinasa FPS/FES, per poder 

d’aquesta manera fer un anàlisi comparatiu del mecanisme de fosforilació d’aquestes 

dues cinases. En els resultats de la Fig 29. s’observa, tal com ja s’havia vist en la Fig 

28., que la cinasa FES no té capacitat per fosforilar la forma del receptor CD84 que 

presenta mutacions en les dues tirosines que reverteixen el seu fenotip inhibitori; 

mentre que la cinasa FYN encara conserva aquesta capacitat, indicant una menor 

predisposició de fosforilació diferencial segons les tirosines (Fig 29.) 

 

Fig 29. La cinasa FYN conserva la capacitat de fosforilar la forma del receptor CD84 que 
presenta la combinació de les mutacions Y279F i �Y324. Cèl·lules COS es van transfectar amb 4	g 
de la forma del receptor CD84 Y279F;�Y299,Y324, conjuntament amb 4	g de la cinasa FPS/FES, o bé amb 
2	g de la cinasa FYN. 24 hores després de la transfecció, les cèl·lules es van biotinilar, llisar i 
immunoprecipitar amb 2	g d’un anticòs anti-CD84. Posteriorment, es van córrer en un gel SDS-PAGE al 
8% i transferir a una membrana de PVDF, que es va incubar amb diferents anticossos: anti-tirosines 
fosforilades, anti-FES, anti-FYN i Avidina-HRP. 

Després dels estudis en cèl·lules RBL-2H3 sobre el paper del receptor CD84 en 

l’activació mastocitària, i del seu mecanisme d’activació/fosforilació en cèl·lules COS, és 
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important corroborar les dades obtingudes en un model fisiològicament més proper als 

mastòcits humans obtinguts en cultius primaris. El fet que la línia cel·lular RBL-2H3 

provingui d’una línia cel·lular de rata, fa necessari l’estudi del paper del CD84 en un 

model humà, i les implicacions d’aquest receptor en la modulació de les funcions 

dependents d’IgE en mastòcits humans. 
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C. RESULTATS OBTINGUTS AMB LA LÍNIA CEL·LULAR LAD2 

La línia cel·lular LAD-2 (Laboratory of allergic diseases 2) és una línia de mastòcits 

humans derivada d’una leucèmia/sarcoma mastocitari. Es va establir recentment a 

partir dels aspirats de la medul·la òssia de pacients amb aquesta patologia. La línia 

cel·lular LAD-2 presenta totes les característiques ultra-estructurals dels mastòcits 

humans (expressen el Fc�RI i tots els marcadors mastocitaris, histamina 

intracitoplasmàtica, tripstasa i cimasa), no tenen cap mutació en el receptor c-KIT i 

requereixen SCF (Stem cell factor) per sobreviure. També s’ha descrit que alliberen �-

hexosaminidasa després de l’agregació del Fc�RI (Kirshenbaum et al., 2003). La 

disponibilitat d’aquesta línia cel·lular i la seva similitud als cultius primaris de mastòcits 

humans, converteixen les LAD-2 en un bon model fisiològic per a l’estudi de la funció i 

la biologia dels mastòcits humans (Bischoff, 2007). Per altra banda, també serveix en 

aquest estudi, per tal de confirmar en una línia humana fisiològicament més propera 

als efectes dels mastòcits de cultius primaris, els efectes observats en la línia cel·lular 

RBL-2H3. 

1. Estudi d’expressió dels receptors de família del CD150 en la línia 

cel·lular LAD-2: Elevada expressió del receptor CD84 i expressió 

induïble del receptor CD150 

1.1 La línia cel·lular LAD-2 presenta una elevada expressió del receptor 

CD84 

Per tal de poder confirmar en un model mastocitari fisiològic més proper als humans, 

com és la línia cel·lular LAD2, els efectes inhibitoris del receptor CD84 observats en la 

línia cel·lular RBL-2H3, el primer pas va ser caracteritzar quina és l’expressió del 

receptor CD84 en les cèl·lules LAD2. Per aquest motiu, es van fer estudis per 

citometria de flux i estudis d’amplificació per PCR (Polymerase Chain Reaction) 

mitjançant l’ús d’oligonucleòtids específics (veure Materials i Mètodes, Taula 2.). 

També es va dur a terme una immunoprecipitació amb un anticòs específic anti-CD84 

(prèvia biotinilació i lisi cel·lulars) i posteriorment es va estudiar l’expressió del CD84 

per Western Blot (Fig 30A., 30B. i 30C.). 
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Fig 30. Alta expressió del receptor CD84 en la línia LAD-2. Es va fer un estudi de l’expressió del 
receptor CD84 en la línia cel·lular mastocitària LAD-2. Es va caracteritzar la seva expressió amb anticossos 
específics anti-CD84 per citometria de flux (A). També es va amplificar la part corresponent a la cua 
citoplasmàtica del gen que codifica pel receptor CD84, a partir de cDNA obtingut de les LAD-2. Com  a 
control positiu (CP) es utilitzar la seqüència del cDNA corresponent al CD84 humà, clonat dins el vector 
pCINeo; i com a control negatiu (CN) es va fer servir aigua estèril (B). Per últim, 4x106 cèl·lules LAD-2 per 
grup van ser biotinilades, llisades i immunoprecipitades amb 2	g d’una IgG isotípica o 2	g d’un anticòs 
anti-CD84. Posteriorment, les mostres es van córrer en un gel SDS-PAGE al 10% i es van transferir a una 
membrana de PVDF, que es va incubar amb Avidina-HRP per determinar els nivells del receptor CD84 
immunoprecipitat. 

1.2 Expressió d’altres receptors de la família SLAM: CD244 i CD229 

L’estudi d’expressió de receptors leucocitaris en les LAD-2 es va ampliar a altres 

membres de la família SLAM. Es va determinar mitjançant citometria de flux l’expressió 

dels receptors CD244 i CD229. Els resultats mostren com la línia cel·lular LAD-2 no 

expressa el CD244 ni el CD229 (Fig 31).  

 

Fig 31. La línia cel·lular LAD-2 no expressa els receptors CD244 i CD229. Mitjançant l’ús 
d’anticossos específics per citometria de flux es va estudiar l’expressió dels receptors CD244 i CD229 en 
cèl·lules LAD-2. 
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1.3 Modulació de l’expressió dels receptors CD84 i CD150 després de 

l’activació 

Per tal de determinar si l’activació de les cèl·lules LAD-2 comporta canvis en l’expressió 

d’alguns receptors membres de la família SLAM, cèl·lules LAD-2 es van activar amb una 

dosi de 50ng/ml de PMA més 2.5	M de ionomicina, durant 30 minuts (pel receptor 

CD84) o 24 hores (pels receptors CD150, CD244 i CD229), a 37ºC. Mitjançant l’ús 

d’anticossos específics per citometria de flux, es van estudiar els nivells d’expressió 

dels receptors CD84, CD150, CD244 i CD229 abans i després de l’activació. L’expressió 

dels receptors CD244 i CD229 no varia i es manté negativa després de l’activació. Els 

resultats mostrats a la Fig 32. indiquen que l’expressió del receptor CD84 disminueix 

posteriorment a l’activació amb PMA més ionomicina, mentre que l’expressió del 

receptor CD150, negativa en estat basal, s’indueix després de l’activació (Fig 32.). 

 

Fig 32. Disminució de l’expressió del receptor CD84 i expressió induïble del receptor CD150 
després de l’activació. 3x105 cèl·lules LAD2 es van activar amb PMA (50ng/ml) més inomicina (2.5	M), 
durant 30 minuts (en l’estudi del CD84) o 24 hores (en l’estudi del CD150), a 37ºC. Posteriorment es van 
utilitzar anticossos específics per estudiar, mitjançant citometria de flux, l’expressió dels receptors CD84 i 
CD150. 
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2. Estudi d’expressió de molècules de senyalització intracel·lular en 

cèl·lules LAD-2 

2.1 La molècula adaptadora SAP no es troba expressada en cèl·lules LAD-2 

L’adaptador SAP és una molècula important en la senyalització dels receptors de la 

família del CD150, ja que la seva unió als motius ITSM d’aquests receptors juga un 

paper important en la regulació de l’activació i les funcions efectores de diversos tipus 

de cèl·lules del sistema immunitari (Ma et al., 2007). Per altra banda, el receptor CD84 

presenta a la seva cua citoplasmàtica dos motius ITSM per a la seva unió amb la 

família d’adaptadors SAP i EAT-2 i s’ha demostrat que el residu Y262 és crucial per al 

reclutament de SAP (veure Resultats, Fig 11.). El receptor CD150, l’expressió del qual 

augmenta en cèl·lules LAD-2 després de l’activació amb PMA més ionomicina (Fig 32.), 

també presenta a la seva cua citoplasmàtica 2 motius ITSM d’unió a SAP: el primer 

motiu és susceptible d’unir-se a SAP independentment de fosforilació; mentre que el 

segon motiu requereix ser fosforilat per tal d’interaccionar amb SAP (Cocks et al., 

1995; Latour et al., 2001; Sayos et al., 1998). Per aquest motiu es va analitzar, tant 

per amplificació per PCR, mitjançant l’ús d’oligonucleòtids específics (veure Materials i 

Mètodes, Taula 2.); com en estudis amb llisats cel·lulars, la presència de l’adaptador 

SAP en cèl·lules LAD-2. Els resultats mostren que aquest tipus cel·lular no expressa la 

molècula adaptadora SAP en condicions basals (Fig 33A. i 33B.). 
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Fig 33. L’adaptador SAP no s’expressa en cèl·lules LAD-2. Mitjançant oligonucleòtids específics es 
va amplificar per PCR part del gen corresponent a la molècula adaptadora SAP, a partir de cDNA obtingut 
de les LAD-2. Com a control positiu (CP) es va utilitzar la seqüència de cDNA de SAP-Flag, clonada dins el 
vector pCMV2-Flag (Sayos et al., 1998); i com a control negatiu (CN) es va fer servir aigua estèril (A). 
També es van obtenir els llisats de 1x106 cèl·lules LAD-2, es van córrer en un gel SDS-PAGE al 12% i es 
van transferir a una membrana de PVDF, que es va incubar amb un anticòs anti-SAP per determinar els 
nivells d’aquesta molècula adaptadora. Com a control positiu de la presència de SAP, es van utilitzar els 
llisats de 1x106 cèl·lules Jurkat de dos tipus diferents (Jurkat 77 i Jurkat E6.1), models de limfòcits T (B). 

2.2 La línia cel·lular LAD-2 expressa la cinasa FPS/FES 

La cinasa FPS/FES s’activa després de la lligació del Fc�RI i s’ha descrit que participa 

en la reorganització del citoesquelet, afectant d’aquesta manera els complexes de 

senyalització creats pel receptor. Es pensa que aquesta cinasa podria tenir un paper en 

la regulació de la inflamació (veure Introducció, apartat 5.2.2). Donat que aquesta 

cinasa es troba implicada en senyalitzacions negatives en els mastòcits, i que el 

receptor CD84 presenta una funció inhibidora de certs processos com la desgranulació 

i la síntesi de citocines, i a més es troba implicat en processos de reorganització del 

citoesquelet, es va realitzar un estudi per determinar la presència o absència de la 

cinasa FPS/FES en la línia cel·lular LAD-2, per tal de poder analitzar posteriorment, si 

aquesta cinasa estaria implicada en el mecanisme inhibitori del CD84. En aquest estudi 

es van obtenir llisats de cèl·lules LAD-2, que posteriorment es van córrer en un gel 

SDS-PAGE i es van transferir a una membrana, que es va incubar amb un anticòs 

específic anti-FPS/FES. Els resultats mostren com les cèl·lules LAD-2 sí expressen 

aquesta cinasa (Fig 34.). 
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Fig 34. La cinasa FPS/FES es troba expressada en la línia cel·lular LAD-2. 5x105 cèl·lules LAD2 es 
van llisar i les mostres llisades es van córrer en un gel SDS-PAGE al 8%. Posteriorment, mitjançant la 
tècnica del Western Blot, es va realitzar la transferència a una membrana de PVDF, que es va incubar amb 
un anticòs específic anti-FPS/FES. 

3. La lligació de la IgE comporta una disminució de la polimerització 

del citoesquelet d’actina en cèl·lules LAD-2 

3.1 Determinació de l’expressió del Fc�RI en cèl·lules LAD-2 

Per tal de determinar la capacitat d’activació i de senyalització citoplasmàtica de la línia 

cel·lular LAD-2 a través del Fc�RI, el primer va ser determinar, mitjançant l’ús 

d’anticossos específics per citometria de flux, l’expressió del Fc�RI en les LAD-2, que ja 

havia estat caracteritzada prèviament (Kirshenbaum et al., 2003). En la Fig 35. es 

confirma que aquesta línia cel·lular mostra bons nivells del receptor (Fig 35.).  

 

Fig 35. Les cèl·lules LAD-2 mostren bons nivells de Fc�RI. Es va determinar mitjançant l’ús d’un 
anticòs específic anti-Fc�RI i citometria de flux, els nivells d’expressió del receptor d’alta afinitat per la IgE 
en la línia cel·lular LAD-2. 
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3.2. Alteració de la polimerització del citoesquelet d’actina en cèl·lules LAD-

2 després de l’activació a través del Fc�RI 

Durant els processos de senyalització, es generen complexes moleculars que 

requereixen una adequada reorganització del citoesquelet. L’estudi amb cèl·lules RBL-

2H3, va mostrar que l’activació a través del Fc�RI comporta un augment del procés de 

ruffling de la membrana cel·lular (Fig 4.). En el cas de les LAD-2 es va utilitzar aquesta 

eina per tal de determinar el grau de polimerització d’actina en cèl·lules activades a 

través del Fc�RI. Es va afegir un grup de LAD-2 activades mitjançant PMA+Ionomicina 

per tal de comparar diferències en la polimerització d’actina en ambdós casos. En el 

resultats s’observa com l’activació de cèl·lules LAD-2, tant a través del Fc�RI, com a 

través d’estímuls potents (PMA+Ionomicina), comporta una disminució de la 

polimerització d’actina, ja que la unió de la Phalloidina amb la forma F-actina és menor 

(Fig 36.). 

 

Fig 36. L’activació a través del Fc�RI promou la despolimerització d’actina en cèl·lules LAD-2. 
En aquest estudi es van usar 3x105 cèl·lules LAD-2 per punt d’activació. Les cèl·lules es van incubar durant 
tota la nit amb una dosi de 0.1	g/ml d’IgE biotinilada. L’endemà es van rentar i es van activar amb 
0.1	g/ml d’estreptavidina, o bé amb una dosi de PMA (50ng/ml) més ionomicina (2.5	M). Posteriorment, 
les cèl·lules es van fixar amb paraformaldehid al 4%, permeabilitzar amb Saponina al 0.1%, bloquejar 
amb BSA a l’1% i marcar per citometria de flux amb Phalloidina conjugada a TRITC. Els marcatges 
mostrats són representatius de 3 experiments independents. 
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4. El tractament amb un anticòs monoclonal contra el CD84 altera la 

despolimerització del citoesquelet d’actina en cèl·lules LAD-2, després 

de la lligació de la IgE 

Els estudis de citoesquelet amb cèl·lules RBL-2H3 mostren que la presència del 

receptor CD84 disminueix el procés de ruffling de la membrana cel·lular induït per la 

senyalització del Fc�RI (Fig 4.). La línia RBL-2H3, no obstant, representa un model de 

mastòcit de rata que en aquest cas sobre-expressa el CD84. Per tal de determinar 

l’efecte d’aquest receptor sobre la reorganització del citoesquelet d’una línia 

mastocitària humana més similar al model fisiològic humà, com és la línia cel·lular LAD-

2, es van fer estudis potenciant la funció del CD84 mitjançant l’ús d’un anticòs 

monoclonal anti-CD84. Es va utilitzar un anticòs anti-CD84 biotinilat, per tal que la 

posterior addició d’estreptavidina tingui efecte de co-lligació tant de la IgE biotinilada, 

com de l’anticòs biotinilat, permetent d’aquesta manera veure efectes de co-modulació 

del receptor CD84 en l’activació depenent d’IgE. Un cop determinat que l’activació de 

les cèl·lules LAD-2 a través del Fc�RI comporta una despolimerització del citoesquelet 

d’actina, el proper pas va ser analitzar si el receptor CD84 altera aquest efecte de 

despolimerització observat en l’activació de les LAD-2. Per aquest motiu, es va fer un 

estudi comparatiu de l’estat de polimerització de l’actina en cèl·lules LAD-2 tractades 

amb un anticòs contra el CD84 o bé amb una IgG isotípica. Segons els resultats, la 

despolimerització observada en activar les cèl·lules a través del Fc�RI no és tan 

pronunciada en el cas de cèl·lules LAD-2 en les que s’ha potenciat l’acció del CD84 

mitjançant l’ús d’un anticòs anti-CD84 (Fig 37.). 
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Fig 37. El tractament amb un anticòs monoclonal contra el CD84 altera la despolimerització 
d’actina depenent d’IgE en cèl·lules LAD-2. En aquest estudi es van usar 3x105 cèl·lules LAD-2 per 
punt d’activació. Les cèl·lules es van sensibilitzar durant tota la nit amb una dosi de 0.1	g/ml d’IgE 
biotinilada i l’endemà  es van incubar amb una dosi de 3.25	g/ml d’un anticòs biotinilat anti-CD84, o bé 
d’una IgG isotípica biotinilada. Posteriorment, les cèl·lules es van rentar i activar amb 0.1	g/ml 
d’estreptavidina, o bé amb una dosi de PMA (50ng/ml) més ionomicina (2.5	M). Tot seguit, es van fixar 
amb paraformaldehid al 4%, permeabilitzar amb Saponina al 0.1%, bloquejar amb BSA a l’1% i marcar 
per citometria de flux amb Phalloidina conjugada a TRITC. Els marcatges mostrats són representatius de 3 
experiments independents. 

5. Corba dosi-resposta en la desgranulació depenent d’IgE en cèl·lules 

LAD-2 

Per estudiar la capacitat de desgranulació mitjançada per la IgE en cèl·lules LAD-2, es 

va a dur a terme un estudi amb una dosi fixa d’IgE biotinilada i diferents dosis 

d’estreptavidina (que té la funció de lligar la IgE, mimetitzant d’aquesta manera l’efecte 

de l’antigen), per tal de definir la concentració òptima de l’estímul que s’utilitza per 

lligar la IgE. D’aquesta manera es va determinar la capacitat de resposta que presenta 

aquesta línia cel·lular enfront d’activacions per via del Fc�RI. En aquest estudi també 

es va incloure una comparació de resposta de les cèl·lules LAD-2 que s’han incubat 

tota la nit amb IgE biotinilada i SCF; i cèl·lules LAD-2 que han estat tota la nit 

incubant-se amb IgE biotinilada, però sense SCF. Segons dades reportades, l’addició de 

SCF conjuntament amb l’antigen que provoca la lligació de la IgE, condueix a un 

augment en el procés de desgranulació (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). És per aquest 

motiu que es va voler comparar la diferència entre els nivells de desgranulació en 

presència o absència de factor de creixement més rellevant en mastòcits, el SCF. Els 

resultats mostren com les LAD-2 presenten una resposta de desgranulació òptima a 
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una dosi de 0.1	g/ml. A dosis molt inferiors, els nivells de desgranulació disminueixen 

molt, però encara són detectables. En experiments futurs es va escollir la dosi de 

0.1	g/ml com a concentració òptima per la lligació de la IgE. La presència de SCF 

augmenta la desgranulació en un percentatge de l’ordre del 20% (Fig 38.).  

 

Fig 38. Les cèl·lules LAD2 presenten una corba dosi-resposta en la desgranulació depenent 
d’IgE. Cèl·lules LAD-2 es van incubar amb una dosi fixa de 0.1	g/ml d’IgE biotinilada  durant tota la nit, 
en presència o absència de SCF (a una concentració de 100	g/ml). Posteriorment les cèl·lules es van 
activar amb diferents dosis d’estreptavidina per tal de determinar la seva dosi òptima per a la lligació de la 
IgE. Finalment, es va determinar l’alliberació de �-Hexosaminidasa com a mesura de desgranulació. 
L’alliberació de �-Hexosaminidasa s’expressa com el percentatge de l’alliberació màxima (tractament amb 
tritó) menys l’alliberació espontània. Les mesures es van fer per triplicat i les dades representades són 
representatives de tres experiments independents. 

6. El tractament amb un anticòs monoclonal contra el CD84 afecta la 

desgranulació depenent d’IgE, però no la desgranulació depenent 

d’estímuls osmòtics, en cèl·lules LAD-2 

6.1 Alteració de la desgranulació depenent d’IgE en cèl·lules LAD-2 

tractades amb un anticòs monoclonal anti-CD84 

Els estudis amb cèl·lules RBL-2H3 han permès determinar la funció inhibidora del 

receptor CD84 en la desgranulació depenent d’IgE dels mastòcits. La línia RBL-2H3, no 

obstant, representa un model de mastòcit de rata que en aquest cas sobre-expressa el 

CD84. Amb la finalitat de de determinar l’efecte d’aquest receptor en la desgranulació 
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de les LAD-2, línia mastocitària humana més similar al model fisiològic humà, es va 

potenciar la funció del CD84 mitjançant l’ús d’un anticòs monoclonal anti-CD84. Es va 

determinar l’efecte de l’estimulació del receptor CD84 sobre la desgranulació a través 

del Fc�RI, mitjançant la mesura d’alliberació de �-Hexosaminidasa. En els resultats 

s’observa com les cèl·lules LAD-2 tractades amb un anticòs anti-CD84 a diferents dosis, 

mostren una inhibició de la desgranulació, respecte cèl·lules tractades amb una IgG 

isotípica (Fig 39.). 

 

Fig 39. El tractament amb un anticòs monoclonal anti-CD84 afecta la desgranulació depenent 
d’IgE en cèl·lules LAD-2. En aquest estudi es van utilitzar 104 cèl·lules LAD-2 per condició. Les cèl·lules 
es van incubar durant tota la nit amb 0.1	g/ml d’IgE biotinilada. L’endemà, prèviament a la seva activació, 
es van incubar durant 30 minuts, a 37ºC, amb un anticòs específic anti-CD84 biotinilat, o bé amb una IgG 
isotípica biotinilada (en aquest cas, corresponent a un anticòs anti-Ly9). Posteriorment, les cèl·lules es van 
rentar, i es van activar amb una dosi de 0.1	g/ml d’estreptavidina, durant 30 minuts, a 37ºC, permetent la 
lligació alhora tant de la IgE biotinilada, com dels anticossos biotinilats, per tal d’assegurar una activació 
simultània d’ambdós estímuls. Finalment, es recullen els sobrenedants per fer una mesura dels nivells de 
�-Hexosaminidasa alliberats en cada cas. L’alliberació de �-Hexosaminidasa s’expressa com el percentatge 
de l’alliberació màxima (tractament amb tritó) menys l’alliberació espontània. Les mesures es van fer per 
triplicat i les dades són representatives de tres experiments independents. 

6.2 El tractament amb un anticòs monoclonal anti-CD84 no afecta la 

desgranulació depenent d’estímuls osmòtics (Manitol) en cèl·lules LAD-2  

El CD84 exerceix el seu mecanisme inhibitori quan es lliga de manera simultània a la 

IgE. És a dir, està duent a terme el seu efecte de molècula com-moduladora enfront un 

estímul immunològic. Donat que els mastòcits també poden activar-se per altres 
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estímuls no immunològics, com és el cas d’estímuls hiperosmòtics (Gulliksson et al., 

2006), es va dur a terme un estudi per tal d’analitzar si l’efecte inhibidor del CD84 es 

manté en el cas d’estimulacions no immunològiques. Per aquest motiu, es va fer un 

assaig d’alliberació de �-Hexosaminidasa amb cèl·lules LAD-2 activades amb Manitol 

(solució hiperosmòtica) prèviament tractades amb un anticòs específic contra el CD84, 

o bé amb una IgG isotípica. Segons els resultats obtinguts, l’efecte inhibitori del CD84 

no es manté en el cas de l’activació amb estímuls osmòtics (Manitol), ja que la 

desgranulació provocada per Manitol en cèl·lules LAD-2 tractades amb un anticòs anti-

CD84 és molt similar a la de cèl·lules LAD-2 tractades amb una IgG isotípica (Fig 40.) 

 

Fig 40. El tractament amb un anticòs monoclonal anti-CD84 no afecta la desgranulació 
depenent d’estímuls osmòtics (Manitol) en cèl·lules LAD-2. En aquest estudi es van utilitzar 104 
cèl·lules LAD-2 per condició. Les cèl·lules es van incubar durant 30 minuts, a 37ºC, amb un anticòs 
específic anti-CD84, o bé amb una IgG isotípica (corresponent a un anticòs anti-Ly9). Posteriorment, les 
cèl·lules es van rentar, i es van activar amb una dosi de Manitol al 10%, durant 30 minuts, a 37ºC, 
després de la qual es van recollir els sobrenedants per fer una mesura dels nivells de �-Hexosaminidasa 
alliberats en cada cas. L’alliberació de �-Hexosaminidasa s’expressa com el percentatge de l’alliberació 
màxima (tractament amb tritó) menys l’alliberació espontània. 

7. El tractament amb un anticòs monoclonal contra el CD84 potencia 

la fosforilació de la proteïna DOK-1 en l’activació depenent de la IgE 

Els resultats amb cèl·lules transfectades CD84 RBL-2H3 van permetre identificar 

algunes de les molècules que participen en el mecanisme inhibitori del receptor CD84, 

com és la molècula adaptadora DOK-1 (veure Fig 15.). Per tal de corroborar si aquests 

resultats també s’observen en la línia mastocitària humana LAD-2, fisiològicament més 
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propera al que succeeix en els mastòcits provinents de cultius primaris, es va fer un 

estudi de fosforilació de la molècula DOK-1 després de l’activació a través del Fc�RI. 

Amb aquesta finalitat, cèl·lules LAD-2 es van sensibilitzar durant tota la nit amb IgE 

biotinilada i l’endemà es van tractar amb un anticòs monoclonal contra el CD84 o bé 

amb una IgG isotípica. Posteriorment, es van lligar els anticossos biotinilats la IgE 

biotinilada mitjançant l’ús d’estreptavidina i es va dur a terme una immunoprecipitació 

amb un anticòs anti- tirosines fosforilades. En els resultats s’observa com la incubació 

del western blot  amb un anticòs anti-DOK-1 mostra que hi ha un major reclutament 

d’aquesta proteïna en estat fosforilat en el cas de cèl·lules LAD-2 tractades amb 

l’anticòs monoclonal contra el CD84 (Fig 41.), corroborant així la participació de DOK-1 

en el mecanisme inhibitori del receptor CD84 en una línia mastocitària humana. 

 

Fig 41. Major fosforilació de DOK-1 en cèl·lules LAD-2 tractades amb un anticòs monoclonal 
contra el CD84 en l’activació a través del Fc�RI. En aquest estudi es van utilitzar 21x106 cèl·lules 
LAD-2 per cada condició. Les cèl·lules es van sensibilitzar durant tota la nit amb 0.1	g/ml d’IgE biotinilada. 
L’endemà, part de les cèl·lules es van incubar amb 3.25	g/ml d’un anticòs monoclonal biotinilat contra el 
CD84 o bé d’una IgG isotípica biotinilada, durant 30 minuts a 37ºC. Després de rentar les cèl·lules, la IgE i 
els anticossos es van lligar simultàniament amb una dosi de 0.1	g/ml d’estreptavidina a diferents temps (5 
minuts i 10 minuts). Posteriorment, les cèl·lules es van llisar i immunoprecipitar amb 1	g d’anticòs anti-
tirosines fosforilades. Les mostres llavors es van córrer en un gel SDS-PAGE al 10%, que es va transferir a 
una membrana de PVDF. La membrana va ser incubada amb diferents anticossos: anticòs anti-DOK-1 i un 
anticòs anti-ERK TOTAL per tal de determinar que la càrrega proteica era similar en tots els punts. 

8. El tractament amb un anticòs monoclonal contra el CD84 afecta la 

fosforilació de la MAPK ERK en cèl·lules LAD-2, després de la lligació 

de la IgE 

Donats el efectes inhibidors observats que exerceix el receptor CD84 sobre la 

desgranulació depenent d’IgE, i la participació de DOK-1 en el seu mecanisme, tal com 

succeeix en la línia cel·lular RBL-2H3, el proper pas en l’estudi de les funcions del 
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receptor CD84 en cèl·lules LAD-2 va ser analitzar els seus efectes en l’activació de la 

cascada de MAPK. En experiments previs amb cèl·lules RBL-2H3 es va demostrar que 

el receptor CD84 afecta la fosforilació de diverses MAPK (Fig 18.). Per aquest motiu es 

va dur a terme un estudi comparatiu amb cèl·lules LAD-2, per comprovar si aquest 

efecte inhibitori del receptor CD84 sobre la via de les MAPK, es manté també amb una 

línia de mastòcits humana fisiològicament més propera al que succeeix amb mastòcits 

obtinguts de cultius primaris. Es va mirar el grau d’activació de la MAPK ERK 

(determinat pel seu estat de fosforilació), ja que aquesta MAPK participa en l’activació 

de diversos factors de transcripció que condueixen a la producció de citocines. Els 

resultats mostren com les cèl·lules LAD-2 a les quals se’ls ha potenciat l’activitat del 

CD84, mitjançant l’ús d’un anticòs monoclonal anti-CD84, mostren una clara inhibició 

de l’activitat de la MAPK ERK 1/2 (Fig 42.). 

 

Fig 42. El tractament amb un anticòs monoconlonal contra el CD84 disminueix la fosforilació 
de la MAPK ERK 1/2. 0.5x106 cèl·lules LAD-2 per cada punt d’activació es van incubar durant tota la nit 
amb 0.1	g/ml d’IgE biotinilada. L’endemà, les cèl·lules es van incubar amb 3.25	g/ml d’un anticòs 
monoclonal biotinilat contra el CD84 o bé d’una IgG isotípica biotinilada, durant 30 minuts a 37ºC. 
Posteriorment les cèl·lules es van rentar i la IgE i els anticossos es van lligar simultàniament amb una dosi 
de 0.1	g/ml d’estreptavidina a diferents temps per tal d’establir una cinètica d’activació. Les cèl·lules 
llavors es van llisar, córrer en un gel SDS-PAGE al 10% i transferir a una membrana de PVDF, que va ser 
incubada amb un anticòs anti ERK-fosforilat i un anticòs anti-ERK TOTAL com a control de càrrega. 

9. El tractament amb un anticòs monoclonal contra el CD84 afecta la 

fosforilació d’AKT en cèl·lules LAD-2 després de la lligació de la IgE 

Tal com s’ha citat abans (secció A –Resultats en RBL-2H3-, apartat 11), AKT és una 

serina/treonina cinasa que actua sobre diferents molècules efectores i factors de 
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transcripció, intervenint en processos de reorganització del citoesquelet, diferenciació, 

cicle cel·lular, apoptosi, metabolisme, etc. (Kharas and Fruman, 2005). La fosforilació i 

activació d’AKT es considera un marcador indirecte de l’activació de la PI3K. Per mirar 

si l’acció del receptor CD84 afecta a la via de la PI3K, es va fer un estudi de fosforilació 

d’AKT depenent d’IgE, comparant cèl·lules LAD-2 tractades amb un anticòs monoclonal 

contra el CD84 o bé amb una IgG isotípica. Els resultats mostren com la fosforilació 

d’AKT es troba molt disminuïda en les LAD-2 on s’ha potenciat l’acció del CD84 

mitjançant un anticòs monoclonal (Fig 43.), confirmant novament la implicació del 

receptor CD84 en la via de la PI3K. 

 

Fig 43. El tractament amb un anticòs monoconlonal contra el CD84 disminueix la fosforilació 
d’AKT. 0.5x106 cèl·lules LAD-2 per cada punt d’activació es van incubar durant tota la nit amb 0.1	g/ml 
d’IgE biotinilada. L’endemà, les cèl·lules es van incubar amb 3.25	g/ml d’un anticòs monoclonal biotinilat 
contra el CD84 o bé d’una IgG isotípica biotinilada, durant 30 minuts a 37ºC. Posteriorment les cèl·lules es 
van rentar i la IgE i els anticossos es van lligar simultàniament amb una dosi de 0.1	g/ml d’estreptavidina 
a diferents temps. Les cèl·lules llavors es van llisar i les mostres llisades es van córrer en un gel SDS-PAGE 
al 10%. Després es van transferir a una membrana de PVDF, que va ser incubada amb un anticòs anti-
AKT fosforilat i un anticòs anti-ERK TOTAL per tal de determinar que la càrrega era similar en tots els 
punts. 
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V. DISCUSSIÓ 

Els mastòcits són les principals cèl·lules efectores en les reaccions inflamatòries 

relacionades amb hipersensibilitat i al·lèrgia. Però més enllà d’aquestes funcions, 

també es coneix que els mastòcits participen en el mecanisme de defensa del sistema 

immunitari innat i que també poden actuar com a cèl·lules reguladores de la resposta 

immunitària adaptativa (Galli et al., 2005a; Marshall and Jawdat, 2004; Mekori, 2004; 

Rivera et al., 2008). La via d’activació clàssica i més estudiada d’aquestes cèl·lules 

requereix de la coordinació d’una sèrie d’esdeveniments que comencen amb la unió de 

la IgE al seu receptor d’alta afinitat (Fc�RI) i la posterior lligació d’aquesta IgE 

mitjançant l’al·lergen. Això comporta l’agregació del Fc�RI, iniciant-se la propagació a 

l’interior de la cèl·lula d’una cascada de senyalització, amb la finalitat d’ensamblar una 

sofisticada xarxa de molècules que controlen la resposta de la cèl·lula en front de certs 

estímuls o exposicions a al·lèrgens determinades (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

L’activació mastocitària condueix a totes les funcions conegudes dels mastòcits (veure 

Introducció, apartat 1.2). La xarxa de senyalització iniciada pel Fc�RI ha d’estar 

finament regulada per tal d’evitar les respostes inflamatòries al·lèrgiques. Aquesta 

regulació és molt complexa ja que es pot donar a molts nivells i sovint utilitza proteïnes 

i lípids que poden tenir rols positius, negatius o duals en la coordinació de les seves 

respostes. La regulació de la senyalització iniciada pel Fc�RI està mitjançada per un 

ampli ventall de mecanismes inhibidors, entre els què s’inclouen el propi Fc�RI, 

cinases, fosfatases, molècules adaptadores i diferents tipus de molècules co-

estimuladores que poden modular l’activació generada pel Fc�RI, entre les què es 

troben els receptors inhibidors (Gilfillan and Tkaczyk, 2006; Kraft and Kinet, 2007; 

Rivera and Gilfillan, 2006). L’activació d’aquests receptors inhibidors generalment 

condueix al reclutament de fosfatases i altres mediadors intracel·lulars per tal de donar 

lloc a la inhibició selectiva de diferents processos, com la desgranulació i la síntesi de 

citocines (Galli et al., 2005a; Katz, 2002; Nadler et al., 2000). 
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1. Identificació del receptor CD84 com una nova molècula inhibidora de la 

senyalització mitjançada pel Fc�RI en mastòcits 

En els estudis presentats en aquesta tesi, s’ha identificat el receptor CD84, membre la 

família de receptors SLAM (o família del CD150) com una nova molècula inhibidora de 

la senyalització a través del Fc�RI en mastòcits. 

1.1 El receptor CD84 inhibeix la desgranulació mastocitària 

En els estudis de desgranulació depenent d’IgE (mesurada mitjançant l’alliberació de �-

Hexosaminidasa) realitzats en cèl·lules RBL-2H3, es va determinar que a 

concentracions òptimes, tant d’IgE, com d’al·lergen (en aquests estudis mimetitzat per 

DNP-HSA) les cèl·lules transfectades CD84 RBL-2H3 inhibeixen aquesta desgranulació 

(veure Resultats, Fig 5. i 6.). Posteriorment, mitjançant l’ús de la quimera CD244-CD84 

(domini extracel·lular del CD244 i domini transmembrana i cua citoplasmàtica del 

CD84) i l’ús del mutant del CD84 que manca de tota la seva cua citoplasmàtica (CD84 

� Cyto), es va confirmar que la inhibició de la desgranulació observada es deu a la 

interacció homofílica del receptor CD84, i a la senyalització a través de la seva cua 

citoplasmàtica (Fig 8. i 9.). La línia RBL-2H3 s’utilitza de manera freqüent com un 

model d’estudi mastocitari. Aquesta línia cel·lular possibilita la sobre-expressió de 

molècules humanes, permetent així l’estudi de la interacció homotípica del receptor 

d’interès. Amb aquesta estratègia s’evita l’ús d’anticossos contra aquest receptor, que 

podrien donar lloc en un principi a efectes agonistes o antagonistes indeterminats. 

Un dels problemes particulars en la recerca de les funcions dels mastòcits humans, és 

la manca de bon models d’estudi, i la dificultat per obtenir material cel·lular humà per 

a la realització dels estudis in vitro. Per aquest motiu, sovint s’acaben utilitzant línies 

cel·lulars amb una significança funcional limitada, o bé mastòcits obtinguts de cultius 

primaris de ratolí, que presenten certes diferències amb el model humà. Per tal d’evitar 

totes aquestes limitacions, es va intentar abordar el treball amb mastòcits aïllats de 

pòlips obtinguts per un altre laboratori. Aquest hagués estat un model prou satisfactori 

per poder corroborar els efectes del CD84 observats en la línia mastocitària de rata 

RBL-2H3, en un model de cultiu primari de mastòcits humans; però la dificultat en 

l’aïllament i la purificació i el baix nombre de cèl·lules obtingudes va decantar els 

estudis cap a la línia cel·lular LAD-2, que en requerir la presència de SCF per a la seva 
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supervivència, es converteix en una de les línies més similars als cultius primaris de 

mastòcits. En els estudis realitzats en aquesta tesi, l’ús de la línia cel·lular LAD-2 

permet observar efectes fisiològicament més propers als que es donarien en els 

mastòcits dins el seu microambient del cos humà, en comparació en els observats en la 

línia cel·lular de mastòcits de rata RBL-2H3. 

La inhibició de la desgranulació depenent d’IgE observada en cèl·lules RBL-2H3 a 

través del receptor CD84, es corrobora en la línia mastocitària humana, les LAD-2, 

confirmant els efectes negatius de la senyalització del CD84 en la desgranulació 

depenent d’IgE, en una línia mastocitària fisiològicament més propera als cultius 

primaris de mastòcits humans (veure Resultats, Fig 39.). Per altra banda, els estudis 

de desgranulació en LAD-2 també han permès determinar que l’efecte inhibitori del 

receptor CD84 només actua en l’activació mastocitària depenent d’IgE (estimulació 

immunològica); ja que l’activació amb un estímul osmòtic com el manitol (estimulació 

física), genera un perfil de degranulació similar en cèl·lules tractades amb un anticòs 

monoclonal contra el CD84 o bé tractades amb una IgG isotípica (veure Resultats, Fig 

40.). En aquest cas, no es pot aplicar l’estratègia de la interacció homotípica que 

s’utilitza en les cèl·lules transfectades CD84 RBL-2H3, donat que les cèl·lules LAD-2 

presenten nivells endògens de CD84 humà. En el cas de cèl·lules LAD-2, l’acció del 

CD84 es potencia mitjançant l’ús d’anticossos monoclonals agonistes. Cèl·lules LAD-2 

tractades amb un anticòs monoclonal anti-CD84 presenten un percentatge de 

desgranulació depenent d’IgE de l’ordre del 30% inferior al de cèl·lules tractades amb 

una IgG isotípica. Sovint els percentatges d’inhibició a través del CD84 observats en 

cèl·lules transfectades CD84 RBL-2H3 són superiors als observats en cèl·lules LAD-2. El 

fet que les inhibicions del CD84 en cèl·lules LAD-2 no siguin tan marcades com en RBL-

2H3 es pot explicar per dos motius principals: a) El sistema de les RBL-2H3 és un 

sistema de sobre-expressió, mentre que l’efecte observat en les cèl·lules LAD-2 es deu 

a l’expressió del CD84 endogen. La sobre-expressió d’una molècula generalment 

condueix a la potenciació de la seva activitat; i b) Les activacions a través de l’ús 

d’anticossos monoclonals en el cas de les LAD-2 podrien ser menys efectives que la 

interacció homotípica CD84-CD84 que té lloc en cèl·lules CD84 RBL-2H3, ja que en 

aquest últim cas, s’està treballant amb el lligand natural del receptor. Generalment els 

anticossos solen tenir afinitats molt elevades per als seus antígens, amb constants de 

dissociació (Kd) de l’ordre de 10-7 a 10-11 M, tot i que poden variar en funció de 
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l’afinitat específica que presenta cada anticòs. Per altra banda, la interacció homofílica 

del receptor CD84 és una de les interaccions més fortes observades entre els membres 

de la família de receptors SLAM o família del CD150, i presenta una Kd que es troba 

dins un rang submicromolar (Yan et al., 2007). Altres membres de la família, com el 

CD150 i el NTB-A presenten Kd de 200μM i 2μM, respectivament (Cao et al., 2006; 

Mavaddat et al., 2000), demostrant que existeix un rang de tres ordres de magnitud en 

les afinitats de les interaccions homofíliques dels receptors de la família SLAM (CD150). 

Aquest rang d’afinitats podria ser una explicació a les funcions biològiques solapades, 

però diferents dels membres de la família (Yan et al., 2007). 

El perfil de desgranulació depenent d’IgE en la línia cel·lular LAD-2 mostra que la 

incubació amb SCF, el lligand del receptor KIT i el factor de creixement més important 

en mastòcits, augmenta la desgranulació induïda pel Fc�RI aproximadament en un 

20% (veure Resultats, Fig 38.), confirmant les dades reportades a la literatura que 

indiquen que l’addició de SCF conjuntament amb l’antigen que provoca la lligació de la 

IgE, condueix a un augment en el procés de desgranulació (Gilfillan and Tkaczyk, 

2006). 

1.2 Les tirosines 262 i 299, que es troben dins de motius d’unió a la família 

d’adaptadors SAP, no participen en el mecanisme inhibitori del CD84; 

mentre que les tirosines 279 i 324 es troben involucrades en la inhibició 

mitjançada pel receptor CD84 

La cua citoplasmàtica del receptor CD84 presenta quatre motius basats en tirosina: 

Y262, Y279, Y299 i Y324. Les tirosines 262 i 299 es troben dins de motius consens 

d’unió a la molècula adaptadora SAP i a la fosfatasa SHP-2 (Sayos et al., 2001). SAP és 

una proteïna adaptadora involucrada en la senyalització dels membres de la família 

SLAM, i actua reclutant src-cinases a la cua citoplasmàtica dels receptors (Chan et al., 

2003; Chen et al., 2006). Per altra banda, la fosfatasa SHP-2 competeix amb SAP per 

la seva unió al receptor CD150, modulant d’aquesta manera la funció de la proteïna 

adaptadora (Sayos et al., 1998). 

La utilització dels models de cèl·lules transfectants CD84 Y262F RBL-2H3, CD84 Y299F 

RBL-2H3 i CD84 Y262F/Y299F RBL-2H3, han demostrat que, en la cua citoplasmàtica 

del CD84, SAP s’uneix preferencialment a la Y262, mentre que SHP-2 ho fa a la Y299, i 



Discussió                                                                  Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

 165

que no hi ha competència per la unió al receptor CD84 entre ambdues molècules 

(veure Resultats, Fig 11.). Tant les mutacions simples Y262F i Y299F, com el doble 

mutant Y262F/Y299F, no reverteixen l’efecte inhibitori del receptor CD84, suggerint 

d’aquesta manera que aquestes tirosines no són crítiques en la mediació de la 

senyalització negativa que promou el receptor CD84 en els transfectants de RBL-2H3 

(veure Resultats, Fig 12.). El fet que la Y262 uneixi la molècula adaptadora SAP i que 

la seva mutació no afecti el mecanisme inhibidor del receptor CD84 en cèl·lules RBL-

2H3, suggereix que els efectes negatius del CD84 són independents de SAP. És 

possible que la implicació de SAP no sigui important degut a la baixa o nul·la expressió 

d’aquesta proteïna en cèl·lules RBL-2H3. En el cas de cèl·lules LAD-2 per exemple, s’ha 

vist una elevada expressió del receptor CD84, però no s’ha pogut detectar l’expressió 

de SAP, ni en els seu llisats totals, ni mitjançant l’amplificació per PCR (veure Resultats, 

Fig 33.). Resultats similars es van obtenir prèviament al laboratori amb dues altres 

línies cel·lulars: cèl·lules HMC-1, línia immadura de mastòcits humans; i cèl·lules 

KU812, línia provinent d’una leucèmia basofílica. Ambdues línies cel·lulars expressen 

bons nivells de CD84, però no s’ha pogut detectar expressió de SAP ni en els seus 

llisats totals, ni mitjançant tècniques d’immunoprecipitació. Cal dir, però que l’estudi de 

l’expressió de SAP s’ha fet en tots els casos en mastòcits en condicions basals. 

L’expressió de SAP en condicions d’activació no es coneix. Certes molècules augmenten 

la seva expressió de manera tardana després de l’activació i és llavors quan tenen 

algun paper en la regulació de l’activació. En aquest cas, però, els estudis amb cèl·lules 

CD84 Y262F RBL-2H3, CD84 Y299F RBL-2H3 i CD84 Y262F/Y299F RBL-2H3, han 

demostrat, que en cas que SAP augmentés la seva expressió de manera posterior a 

l’activació cel·lular, el més probable és que no participés en el mecanisme de 

senyalització negativa del CD84, ja que la mutació dels motius d’unió a SAP que el 

CD84 presenta a la seva cua citoplasmàtica, no tenen capacitat per revertir l’efecte 

inhibitori del CD84. Una altra dada que reforça la hipòtesi que SAP no participa en el 

mecanisme inhibitori del CD84, és que la seva sobre-expressió en cèl·lules 

transfectades CD84 RBL-2H3 (cèl·lules RBL-2H3 transfectades que sobre-expresen 

alhora el receptor CD84 i l’adaptador SAP), no fa variar el patró inhibitori del receptor, 

segons es va observar en estudis previs al laboratori. Respecte a la participació de SAP 

en el mecanisme de senyalització del CD84, hi ha evidències en altres tipus cel·lulars. 

S’ha descrit que la fosforilació del CD84 no requereix l’expressió de SAP, ja que també 
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es dóna en línies cel·lulars deficients per SAP i en cèl·lules T de pacients amb XLP 

(Tangye et al., 2003; Tangye et al., 2002). 

Per altra banda, també s’ha descrit que les tirosines 262 i 299 uneixen EAT-2 (Tangye 

et al., 2003). EAT-2 és una molècula adaptadora que pertany a la família d’adaptadors 

SAP i es troba implicada en processos de senyalització negativa mitjançats pel receptor 

CD244 en cèl·lules NK (Roncagalli et al., 2005). En el cas del receptor CD84 en 

mastòcits, i basant-se en el fet que la mutació de les tirosines 262 i 299 no reverteix 

l’efecte inhibitori del CD84, es podria concloure que EAT-2 tampoc és una molècula 

efectora clau en la inhibició mitjançada pel CD84 en cèl·lules CD84 RBL-2H3. 

Els estudis de desgranulació amb els transfectants CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 

RBL-2H3, han permès identificar els residus 279 i 324 com les tirosines implicades en 

el mecanisme inhibitori del CD84, ja que la seva mutació permet revertir els efectes en 

la inhibició de la desgranulació depenent d’IgE mitjançada pel CD84 (veure Resultats, 

Fig 13.). 

2. Les proteïnes DOK-1 i c-CBL es troben implicades en el mecanisme de 

senyalització del receptor CD84 

En la cerca de possibles molècules implicades en el mecanisme de senyalització del 

CD84, es va determinar que les molècules adaptadores DOK-1 i c-CBL podrien 

participar en el mecanisme inhibitori del CD84, donat que la seva fosforilació es troba 

augmentada en cèl·lules transfectades CD84 RBL-2H3 després de l’activació a través 

del Fc�RI, respecte cèl·lules RBL-2H3 control, i que l’augment de fosforilació de DOK-1 

i c-CBL en cèl·lules CD84 RBL-2H3 és concomitant amb la inhibició de la desgranulació 

observada en aquest tipus cel·lular (veure Resultats, Fig 15. i 16.). En el cas de 

cèl·lules LAD-2, no s’ha pogut determinar la participació de l’adaptador c-CBL en el 

mecanisme de senyalització promogut pel receptor CD84. És probable que els nivells 

d’expressió d’aquesta molècula adaptadora no siguin prou elevats en aquest tipus 

cel·lular i dificultin la seva detecció com una de les proteïnes fosforilades que formen 

part del complex de senyalització del receptor CD84. S’ha descrit que la forma 

predominant de les proteïnes CBL expressada en mastòcits és CBL-b, i que regula 

negativament l’activació dels mastòcits a través del Fc�RI (Gustin et al., 2006). És 
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temptador especular que aquesta forma de CBL sigui una candidata a participar en el 

mecanisme d’inhibició del receptor CD84 en cèl·lules LAD-2. 

Es creu que la proteïna CBL participa en l’atenuació de les funcions mastocitàries, 

induint la ubiqüitinització ràpida de cinases, proteïnes de senyalització citoplasmàtiques 

i receptors de membrana involucrats en la senyalització a través del Fc�RI. S’ha descrit 

que c-CBL es troba implicada en la ubiqüitinització de les subunitats del Fc�RI i de la 

cinasa SYK en cèl·lules RBL-2H3 (Lafont and Simons, 2001; Paolini et al., 2002), i que 

CBL també pot ubiqüitinitzar les cinases LYN i FYN posteriorment a l’agregació del 

Fc�RI en cèl·lules RBL-2H3 (Kyo et al., 2003). El fet que en cèl·lules transfectades 

CD84 RBL-2H3 es trobi augmentada la fosforilació de CBL després de l’activació a 

través del Fc�RI, suggereix que el receptor CD84 potencia l’acció d’aquesta proteïna i 

afavoreix la ubiqüitinització de diferents molècules implicades en la senyalització a 

través del Fc�RI. Per tal de determinar la importància del proteosoma en el mecanisme 

d’inhibició del receptor CD84, s’han fet estudis preliminars amb l’inhibidor del 

proteosoma ALLN (N-Acetyl-Leucinyl-Leucinyl-Norleucinal), en els què la seva addició 

no fa variar l’efecte inhibitori del CD84, en cèl·lules RBL-2H3. Aquestes dades 

suggereixen que potser el mecanisme d’ubiqüitinització i posterior degradació en el 

proteosoma promogut per les proteïnes CBL no sembla suficient per si sol per explicar 

el mecanisme inhibitori del receptor CD84. 

Pel que fa a l’adaptador DOK, s’ha descrit que s’associa de manera constitutiva amb el 

Fc�RI en cèl·lules RBL-2H3 i que es fosforila després de la lligació del Fc�RI. Un cop 

fosforilat, adquireix capacitat per unir-se i reclutar molècules inhibidores com la 

fosfatasa SHIP i la cinasa CSK (Brauweiler et al., 2000; Zhao et al., 2006). També pot 

unir-se a Ras-GAP, que correspon a la proteïna activadora de la GTPasa encarregada 

d’inactivar la proteïna Ras. D’aquesta manera, es regula negativament la senyalització 

induïda pel Fc�RI de la via depenent de Raf, conduint a la inhibició de les MAPK ERK, 

JNK i P38, i a la producció de TNF� (Abramson et al., 2003). L’augment de fosforilació 

de la proteïna DOK-1 en cèl·lules transfectades CD84 RBL-2H3 després de l’activació a 

través del Fc�RI, suggereix que el receptor CD84 potencia l’acció de DOK-1 i afavoreix 

els processos inhibitoris en què aquest adaptador es troba implicat. Els estudis amb 

cèl·lules LAD-2 també corroboren la implicació de l’adaptador DOK-1 en el mecanisme 

de senyalització del CD84, ja que cèl·lules LAD-2 tractades amb un anticòs monoclonal 
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anti-CD84 mostren un major reclutament de la proteïna DOK-1 fosforilada, en 

comparació amb cèl·lules LAD-2 tractades amb una IgG isotípica (veure Resultats, Fig 

41.). Aquestes dades confirmen que en els mastòcits humans també es dóna la 

participació de l’adaptador DOK en el mecanisme inhibitori promogut pel receptor 

CD84. 

Els estudis amb els transfectants CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3, 

confirmen la participació de les proteïnes DOK-1 i c-CBL en el mecanisme inhibitori del 

CD84, ja que la seva mutació, que té capacitat per revertir l’efecte inhibitori mitjançat 

pel CD84 de la desgranulació depenent d’IgE, és concomitant amb una menor 

fosforilació de les proteïnes DOK-1 i c-CBL, després de l’activació a través del Fc�RI. En 

els cas de les cèl·lules transfectades CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3, els 

nivells de fosforilació de DOK-1 i c-CBL posteriors a l’agregació del Fc�RI són inferiors 

al de cèl·lules CD84 RBL-2H3 i comparables als de cèl·lules RBL-2H3 control (veure 

Resultats, Fig 17.). 

3. El receptor CD84 disminueix l’activació de les MAPK ERK, JNK i P38 i la 

secreció de citocines induïdes per l’activació a través del Fc�RI 

Mitjançant els estudis en cèl·lules transfectades CD84 RBL-2H3 s’ha determinat que la 

interacció homofílica CD84-CD84 comporta la disminució de la fosforilació de les MAPK 

ERK, JNK i P38 després de l’agregació del Fc�RI (veure Resultats, Fig 18.). Aquestes 

dades concorden amb la disminució en la secreció de citocines depenent d’IgE 

observada en cèl·lules CD84 RBL-2H3 (veure Resultats, Fig 22.), donat que aquest 

procés es troba principalment mitjançat per l’activació de la via de les MAPK, que al 

seu torn s’encarrega d’activar molts factors de transcripció, entre els què es troben els 

responsables de la generació de citocines. Entre les possibles molècules inhibidores 

responsables d’aquesta inhibició, es troba l’adaptador DOK-1, ja que aquesta molècula 

atenua la senyalització induïda pel Fc�RI de la via depenent de Raf, conduint a la 

inhibició de les MAPK ERK, JNK i P38 i a la conseqüent disminució en la secreció de 

citocines (Ott et al., 2002); i per altra banda s’ha demostrat que la seva fosforilació es 

troba augmentada en cèl·lules CD84 RBL-2H3. 

En els transfectants CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3, la fosforilació de les 

MAPK ERK, JNK i P38 es troba restaurada (veure Resultats, Fig 19.), així com 
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l’alliberació de TNF� (veure Resultats, Fig 22.), confirmant que el mecanisme inhibitori 

del CD84 observat en aquests esdeveniments també es troba mitjançat per les 

tirosines 279 i 324. En la Fig 19. de la secció Resultats s’observa que la restauració de 

la fosforilació de JNK en els transfectants CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3 

no és completa. Probablement això es deu al fet que l’anticòs anti-JNK fosforilat 

utilitzat a l’estudi no detectava eficientment les formes fosforilades, fins i tot en 

controls positius. Per aquest motiu, és molt probable que la no completa restauració de 

la fosforilació de JNK en el cas de cèl·lules transfectades amb els mutants Y279F i 

�Y324 del receptor CD84 vingui donada per un problema tècnic afegit. 

En el cas de cèl·lules LAD-2, s’observa una disminució molt clara de la MAPK ERK1/2 

en cèl·lules tractades amb un anticòs monoclonal anti-CD84 i estimulades a través del 

Fc�RI, en comparació amb cèl·lules LAD-2 tractades amb una IgG isotípica (veure 

Resultats, Fig 42.). Aquestes dades coincideixen amb les obtingudes en cèl·lules RBL-

2H3, on la interacció homofílica del CD84 disminueix l’activació de la via de les MAPK. 

Per altra banda, el fet que amb cèl·lules LAD-2 tractades amb un anticòs monoclonal 

anti-CD84 també es reclutin majors nivells de l’adaptador DOK-1 fosforilat, reforça la 

hipòtesi que és aquesta molècula la que podria estar mitjançant principalment la 

disminució de l’activació de la MAPK ERK. 

Els estudis en cèl·lules LAD-2, no han pogut determinar quin és l’efecte del receptor 

CD84 sobre la producció de citocines, degut a la dificultat de detecció de diferents 

citocines en aquest tipus cel·lular. S’han intentat diverses aproximacions, des d’estudis 

d’ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) per detectar la secreció de TNF�, fins 

a tècniques de CBA (Cytometric Bead Array), que permeten estudiar els nivells de 

secreció de diverses citocines pro-inflamatòries (TNF�, IL8, IL6, IL10, IL1�, IL12), però 

malauradament cap de les tècniques aplicades ha rendit efecte en cèl·lules activades a 

través del Fc�RI. L’alternativa d’estudi en aquest cas podria ser la detecció dels nivells 

transcripcionals de diferents citocines mitjançant RT-PCR (Real Time Polymerase Chain 

Reaction), un estudi que actualment s’està posant a punt al grup. 

El model representat a la Fig 1. intenta integrar els esdeveniments claus que es donen 

després de la lligació conjunta del Fc�RI i el receptor CD84 i que actuen sobre la via 

d’activació primària dels mastòcits, depenent de LYN. La lligació del receptor d’alta 
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afinitat per la IgE comporta la fosforilació ràpida de cinases com LYN i SYK. La lligació 

del receptor CD84, permet alhora la fosforilació dels residus tirosina 279 i 324 de la 

cua citoplasmàtica, per tal de poder dur a terme el seu mecanisme inhibitori en 

mastòcits. En aquest model s’especula amb la possibilitat que la cinasa LYN pugui ser 

una bona candidata a la fosforilació del receptor CD84, donat que és una cinasa que 

s’ha vist implicada en processos de senyalització negativa en mastòcits. En el 

mecanisme d’inhibició del CD84 que comporta la disminució de la desgranulació i de 

l’activació de les MAPKs ERK, P38 i JNK, s’ha vist que es troben majorment fosforilades 

les molècules adaptadores DOK-1 i c-CBL. DOK-1 condueix a la inhibició de la via de 

MAPKs (Abramson et al., 2003) i c-CBL podria estar ubiqüitinitzant i enviant a 

degradació al proteosoma, tant les subunitats del Fc�RI (Lafont and Simons, 2001), 

com les cinases LYN (Kyo et al., 2003) i SYK (Paolini et al., 2002), generant així una 

inhibició de tots els processos engegats per la senyalització a través del Fc�RI, com és 

la desgranulació. 
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Model de senyalització negativa del receptor CD84 sobre la via del Fc�RI 

 

Fig 1. Model de senyalització negativa del receptor CD84 sobre la via del Fc�RI, després de la 
co-lligació d’ambdós receptors. La lligació simultània del Fc�RI i del receptor CD84, permet que aquest 
últim actuï modulant la senyalització mitjançada pel Fc�RI. La lligació del CD84 comporta la fosforilació 
dels adaptador DOK-1 i c-CBL que actuen inhibint la via de les MAPKs i ubiqüitinitzant proteïnes implicades 
en la senyalització del Fc�RI, respectivament.  

 

4. El receptor CD84 altera la fosforilació d’AKT induïda pel Fc�RI 

Una altra de les vies que resulta atenuada per l’acció del CD84 sobre la senyalització 

del Fc�RI és la via de la PI3K, ja que en els estudis amb cèl·lules transfectades CD84 

RBL-2H3 s’observa una disminució de la fosforilació d’AKT, considerada un marcador 

directe de l’activació de la PI3K (veure Resultats, Fig 20.). La PI3K participa en moltes 
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funcions cel·lulars, com el creixement, la proliferació, la diferenciació, la motilitat, la 

supervivència i el tràfic intracel·lular. Per altra banda, la PI3K també participa en la 

producció de citocines, ja que la cinasa AKT (que s’activa per acció de la PDK1 quan 

aquesta és reclutada a membrana gràcies a la formació de PIP3 per acció de la PI3K) 

regula de manera positiva la funció del factor de transcripció NF-�� (Kraft and Kinet, 

2007; Stephens et al., 1998). 

En els transfectants CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3, la fosforilació d’AKT 

es troba restaurada, suggerint la participació de les tirosines 279 i 324 en el 

mecanisme inhibitori del CD84 que afecta la via de la PI3K (veure Resultats, Fig 21.). 

Els estudis sobre la via de la PI3K en cèl·lules LAD-2, corroboren els resultats obtinguts 

en el cas del transfectant CD84 RBL-2H3, ja que cèl·lules LAD-2 tractades amb un 

anticòs monoclonal anti-CD84 mostren una clara disminució de la fosforilació d’AKT 

després de l’agregació del Fc�RI, en comparació amb cèl·lules LAD-2 tractades amb 

una IgG isotípica (veure Resultats, Fig 43.). 

5. El receptor CD84 altera el flux de calci en cèl·lules CD84 RBL-2H3 

Els moviments de calci es troben molt relacionats amb els esdeveniments de 

desgranulació en mastòcits. De fet, estudis realitzats en cèl·lules RBL-2H3 demostren 

que existeix una correlació entre majors percentatges de desgranulació i un augment 

en la concentració de calci intracel·lular. Així doncs, l’estudi del flux de calci i la 

monitorització de les variacions de concentració de calci intracel·lular constitueixen un 

marcador sensible de desgranulació en cèl·lules RBL-2H3 (Aketani et al., 2001). En els 

estudis sobre flux de calci que es van realitzar en cèl·lules transfectades CD84 RBL-2H3 

en comparació amb cèl·lules RBL-2H3 control, es va observar que la interacció 

homotípica CD84-CD84 comporta una disminució del flux de calci depenent d’IgE. El 

manteniment de la mobilització de calci en el cas de les cèl·lules CD84 RBL-2H3 és a 

més molt menys sostinguda en el temps, quan es compara amb el flux de calci de 

cèl·lules control després de l’activació a través del Fc�RI (veure Resultats, Fig 3.). 

Aquestes dades concorden a l’hora amb la inhibició observada en la via de la PI3K per 

part del CD84, ja que la PI3K es considera la responsable del manteniment, però no de 

l’inici del senyal de calci per a una desgranulació òptima (Gilfillan and Tkaczyk, 2006). 

La inhibició del flux de calci és alhora lògica amb el fenotip inhibitori del CD84, ja que 
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en molts processos d’activació cel·lular es donen canvis en els nivells de calci 

intracel·lular, així que la menor mobilització de calci observada en cèl·lules CD84 RBL-

2H3 estaria indicant un estat menor d’activació posterior a l’agregació del Fc�RI quan 

té lloc la interacció homotípica CD84-CD84. Dades preliminars obtingudes pel grup 

indiquen que la disminució del flux de calci en cèl·lules CD84 RBL-2H3 es restaura en 

el cas dels transfectants CD84 Y279F RBL-2H3 i CD84 �Y324 RBL-2H3, indicant 

novament la implicació de les tirosines 279 i 324 en el mecanisme inhibitori del CD84. 

6. El receptor CD84 afecta la reorganització del citoesquelet 

Els estudis de reorganització del citoesquelet en el cas de cèl·lules RBL-2H3 s’han dut a 

terme mitjançant l’anàlisi del procés de ruffling de la membrana cel·lular. Aquest 

procés és un dels canvis estructurals més habituals i primerencs en la majoria de vies 

de transducció de senyals en resposta a diversos factors extracel·lulars, i consisteix en 

la formació de protusions de nous filaments d’actina polimeritzada a la superfície 

cel·lular, degut a la reorganització del citoesquelet d’actina. En el cas de cèl·lules 

adherides, com les RBL-2H3, és freqüent l’estudi del procés de ruffling de la membrana 

cel·lular, ja que això permet observar canvis en la reorganització del citoesquelet 

d’actina, sense alterar l’estat d’adhesió de les cèl·lules. A més s’ha reportat que 

l’estimulació del Fc�RI en cèl·lules RBL-2H3, comporta un ràpid augment de la F-actina 

(Filamentous actin) i una elevada reorganització del seu citoesquelet, que té com a 

característica prominent la formació de les protusions de membrana observades en el 

procés de ruffling de la membrana (Frigeri and Apgar, 1999; Pfeiffer et al., 1985). Hi 

ha moltes molècules de senyalització que interaccionen amb el citoesquelet d’actina i 

que poden regular el procés de ruffling, com la proteïna GTPasa Rac, la proteïna Ras, 

l’adaptador GRB2 i la PI3K, entre d’altres. Canvis en el metabolisme dels fosfoinositols i 

en els nivells de calci intracel·lular també poden jugar un paper en el procés de ruffling 

de la membrana cel·lular. Hi ha diverses molècules que uneixen actina i que es 

localitzen en les protusions de membrana, convertint-se d’aquesta manera en dianes 

potencials per les molècules senyalitzadores que controlen el procés de ruffling. 

Corroborant les dades reportades a la literatura, ens els estudis realitzats en aquesta 

tesi, l’activació de cèl·lules RBL-2H3 a través del Fc�RI comporta l’inici del procés de 

ruffling de membrana, mentre que en cèl·lules CD84 RBL-2H3, aquest procés es troba 

atenuat, indicant una menor reorganització del citoesquelet, promoguda per la 
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senyalització negativa que duu a terme el receptor CD84 sobre la via del Fc�RI (veure 

Resultats, Fig 4.). 

Pel que fa als estudis de reorganització del citoesquelet en cèl·lules LAD-2, s’ha 

observat que l’activació a través del Fc�RI comporta una disminució en els nivells 

d’actina polimeritzada, és a dir, que l’estimulació del Fc�RI comporta un procés de 

despolimerització (veure Resultats, Fig 36.). Això concorda amb dades publicades 

sobre aquest tema fins el moment, en què s’ha descrit que l’estimulació del Fc�RI en 

mastòcits derivats de la medul·la òssia (BMMCs), desencadena una desestructuració i 

desunió de la F-actina d’una manera depenent de calci (Nishida et al., 2005). Aquesta 

despolimerització estaria involucrada en un pas d’exocitosi dels mastòcits, ja que el 

desplaçament de la F-actina cortical permetria als grànuls un major accés a la 

membrana (Nishida et al., 2005). Tornant als estudis realitzats en aquesta tesi, el 

tractament de cèl·lules LAD-2 amb un anticòs monoclonal anti-CD84 comporta una 

inhibició en la despolimerització d’actina observada després de l’activació a través del 

Fc�RI, en comparació amb cèl·lules LAD-2 tractades amb una IgG isotípica (veure 

Resultats, Fig 37.). Novament aquestes dades indiquen que l’acció del CD84 indueix 

una disminució de la reorganització del citoesquelet després de l’estimulació del Fc�RI. 

El model representat a la Fig 2. especula amb els esdeveniments que ocorren en el 

mecanisme inhibidor del receptor CD84 quan aquest es co-lliga juntament amb el 

Fc�RI, i que es troben més relacionats amb la via de la PI3K i la senyalització de calci. 

En aquest cas, la lligació del receptor d’alta afinitat per la IgE comporta la fosforilació 

ràpida de les cinases FYN i SYK, que formen part d’un complex de senyalització en el 

que participa l’enzim PI3K (veure Introducció, Apartat 4.2). La lligació del receptor 

CD84 comporta la fosforilació dels residus tirosina 279 i 324 de la seva cua 

citoplasmàtica, i una disminució de l’activació de la via de la PI3K, que es detecta a 

través d’una disminució en la fosforilació d’AKT. La disminució d’aquesta via comporta 

una sèrie d’efectes inhibidors en diversos processos, com la desgranulació, la 

reorganització del citoesquelet i la producció de factors de transcripció. 
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Model d’actuació del mecanisme inhibidor del receptor CD84 

 

Fig 2. Model d’actuació del mecanisme inhibidor del receptor CD84 en la seva co-lligació amb 
el Fc�RI. La co-lligació simultània del receptor CD84 i el Fc�RI, comporta una sèrie d’esdeveniments 
mitjançant els quals el receptor CD84 actua inhibint alguns dels processos iniciats per la senyalització del 
Fc�RI. La lligació del CD84 comporta una inhibició de la via de la PI3K i en conseqüència del senyal de 
calci, afectant així molts processos iniciats per la senyalització a través del Fc�RI, com la desgranulació i la 
reorganització del citoesquelet. 
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7. Les cinases LYN i FPS/FES fosforilen de manera diferencial les tirosines 

presents a la cua citoplasmàtica del receptor CD84. La cinasa FYN fosforila 

totes les tirosines del CD84 

Els estudis amb cèl·lules COS han permès determinar dues de les cinases principals en 

la fosforilació dels motius inhibitoris del receptor CD84: la cinasa LYN i la cinasa 

FPS/FES. La cinasa FYN també fosforila el receptor CD84, però actua sobre totes les 

tirosines de la cua citoplasmàtica del receptor; mentre que les cinases LYN i FPS/FES 

presenten una fosforilació diferencial dels motius tirosina on resideix la capacitat 

inhibitòria del receptor CD84.  

El fet que la cinasa FYN es trobi més implicada en processos de senyalització positius 

en mastòcits (la seva deficiència dóna lloc a fenotips d’hipodesgranulació) (veure 

Introducció, Taula 1) no la converteix en una candidata interessant a participar en el 

mecanisme inhibitori del CD84. Per altra banda, FYN encara conserva la capacitat de 

fosforilar el receptor CD84 en presència de les mutacions implicades en el mecanisme 

inhibitori d’aquest receptor (Y279F i �Y324) (veure Resultats, Fig 29.). Això suggereix 

que FYN no sembla una cinasa clau en el mecanisme inhibitori del receptor CD84. 

LYN fosforila àmpliament el receptor CD84 wild type, però aquesta fosforilació es troba 

molt disminuïda quan es tracta dels mutants CD84 Y279F i CD84 �Y324. 

Concretament, la fosforilació de la tirosina més afectada en aquest cas, és la 

fosforilació de residu Y279 (veure Resultats, Fig 23. i 24.). En el cas de la cinasa 

FPS/FES, també fosforila àmpliament el receptor CD84 wild type i també presenta una 

reducció de la seva fosforilació quan són presents les mutacions Y279F i �Y324. En 

aquests cas, però, la fosforilació de la tirosina més afectada és la del residu Y324 

(veure Resultats, Fig 26. i 27.). A més a més, la tirosina 324 es troba dins un motiu 

d’unió a la cinasa FPS/FES (seqüència Tyr-Glu-X-Val/Ile, on la X representa un 

aminoàcid qualsevol), tot i que en experiments realitzats al grup amb cèl·lules COS no 

s’observa una associació directa entre el receptor CD84 i la cinasa FES. Quan es 

combinen les dues tirosines claus en el mecanisme inhibitori del CD84 (Y279F i 

�Y324), les cinases LYN i FPS/FES són incapaces de fosforilar el receptor CD84, mentre 

que la cinasa FYN encara conserva aquesta capacitat (veure Resultats, Fig 25., 28. i 

29.). Tant la cinasa LYN, com la cinasa FPS/FES s’han vist implicades en processos de 
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senyalització negatius. S’ha descrit que BMMCs provinents de ratolins deficients per la 

cinasa LYN mostren un augment de la desgranulació, un augment de l’expressió de 

gens de citocines, una major activitat de la cinasa FYN, una menor activitat de la 

fosfatasa SHIP, i una activació perllongada de les MAPK ERK i P38 (Hernandez-Hansen 

et al., 2004; Kawakami et al., 2000; Odom et al., 2004; Parravicini et al., 2002). Per 

altra banda, mastòcits deficients per la cinasa FPS/FES mostren un fenotip 

d’hiperdesgranulació depenent d’IgE a baixes dosis d’antigen. A dosis més altes 

d’antigen que comporten una major intensitat d’estimulació, la funció de limitar la 

desgranulació en mastòcits que presenta la cinasa FPS/FES seria compensada per 

altres cinases (Udell et al., 2006). En el cas de macròfags i neutròfils, s’ha descrit que 

ratolins deficients per la proteïna FPS/FES mostren un augment a la sensibilitat al 

shock induït per lipopolisacàrid (LPS) (Zirngibl et al., 2002). Aquestes dades semblen 

assignar a la proteïna FPS/FES un paper regulador de la inflamació, potser mitjançant 

la inhibició de vies de senyalització pro-inflamatòries, o promovent vies de senyalització 

antiinflamatòries (Greer, 2002; Kuhn et al., 1993; O'Farrell et al., 2000). Tenint en 

compte que el CD84 presenta un paper inhibidor de l’activació mitjançada pel Fc�RI, i 

que les cinases LYN i FPS/FES participen selectivament en la fosforilació de les tirosines 

clau en l’efecte inhibitori del CD84, es podrien proposar ambdues com a cinases claus 

en el mecanisme inhibidor del CD84. Per altra banda, la fosforilació de la cinasa 

FPS/FES és depenent de LYN (Udell et al., 2006). Això suggereix que potser ambdues 

cinases podrien participar de manera conjunta en la senyalització negativa del CD84. 

En la Fig 3. es presenta el principal mecanisme de fosforilació del receptor CD84. La 

cinasa LYN actuaria fosforilant la tirosina 279 de la cua citoplasmàtica del receptor 

CD84. Per altra banda, la cinasa FPS/FES fosforilaria la tirosina 324, donat que aquesta 

tirosina es troba dins un motiu d’unió a la cinasa FES. 
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Model del mecanisme de fosforilació del receptor CD84 

 

Fig 3. Mecanisme de fosforilació del receptor CD84. En aquest model es representa el principal 
mecanisme de fosforilació de les tirosines implicades en el mecanisme inhibitori del receptor CD84. Es 
representa LYN com la cinasa responsable de fosforilar la tirosina 279 de la cua citoplasmàtica del receptor 
CD84, i la cinasa FES com la responsable de fosforilar la tirosina 324. 

 

8. Possibles molècules directament implicades en el mecanisme inhibitori del 

CD84 

Per a l’estudi de les molècules que poden formar part del complex de senyalització del 

receptor CD84 per interacció directa amb el receptor, es van dur a terme dos assajos 

amb la tècnica del triple híbrid en llevats (Sayos et al., 2001), que permet detectar 

interaccions proteiques en condicions de fosforilació. Es va utilitzar el CD84 per caçar 

interaccions, FYN com a cinasa responsable de la fosforilació (donat que fosforila sense 

problemes tots els motius tirosina del receptor) i dues llibreries diferents: una 

provinent de cèl·lules B, i una altra provinent de medul·la òssia. Malauradament, en 

cap dels dos casos es van obtenir cap resultat satisfactori. 
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La majoria de receptors inhibidors de les cèl·lules immunes contenen en la seva cua 

citoplasmàtica un o més ITIMs (Ravetch and Lanier, 2000), basats en la següent 

seqüència aminoacídica: Ile/Val/Leu/Ser-X-Tyr-X-X-Leu/Val, on la X denota un 

aminoàcid qualsevol. La tirosina 324 de la cua citoplasmàtica del receptor CD84 es 

troba dins d’un d’aquests motius ITIMs (Ser-Ser-Tyr-Glu-Ile-Val-Ile), mentre que la 

tirosina 279 no segueix aquest motiu consens (Arg-Ile-Tyr-Asp-Glu-Ile). L’agregació 

induïda pels lligands dels receptors que contenen ITIMs, comporta la seva fosforilació 

en tirosina, sovint deguda a una src-cinasa. Això proveeix un lloc d’unió per al 

reclutament de fosfatases com SHP-1, SHP-2 o SHIP. 

Estudis previs realitzats al nostre laboratori mitjançant la tècnica del triple híbrid en 

llevats, van demostrar que no existeix una interacció directa entre el CD84 i la 

fosfatasa SHP-1, el que descarta aquesta fosfatasa com a molècula mitjancera en la 

senyalització negativa del CD84. El fet que no s’observi un patró de defosforilació 

general, típic de l’acció de la fosfatasa SHP-1, en cèl·lules CD84 RBL-2H3 reforça 

aquesta hipòtesi. 

Pel que fa a la fosfatasa SHP-2, relacionada amb mecanismes inhibitoris, s’ha 

demostrat que s’uneix a la tirosina 299 de la cua citoplasmàtica del receptor CD84, ja 

que la mutació Y299F aboleix la unió de SHP-2 al CD84 (veure Resultats, Fig 11.). La 

tirosina Y299 no participa en el mecanisme inhibitori del receptor (veure Resultats, Fig 

12.). El fet que la tirosina 299 uneix SHP-2, juntament amb el fet que la mutació Y299F 

no afecta la inhibició que el CD84 realitza sobre la desgranulació depenent d’IgE, fa 

que aquesta fosfatasa no es consideri clau en el mecanisme inhibitori del receptor 

CD84. 

La fosfatasa SHIP podria ser una bona candidata a participar en la inhibició mitjançada 

pel receptor CD84, ja que per una banda, els seus efectes de senyalització negativa no 

afecten l’estat de fosforilació general; i per una altra banda, SHIP pot ser reclutada per 

l’adaptador DOK (Brauweiler et al., 2000; Ono et al., 1997), del que s’han trobat 

evidències que participa en el mecanisme d’inhibició del receptor CD84. A més, s’han 

descrit evidències en BMMCs de ratolí que SHIP participa en la limitació de l’activació 

mastocitària a través del Fc�RI (Huber et al., 1998; Kalesnikoff et al., 2002). L’ITIM on 

es troba la tirosina 324 no constitueix un motiu d’unió a SHIP (Tyr-X-X-Leu), el que 
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dificultaria la interacció directa entre la fosfatasa i el receptor CD84. Caldrien estudis 

per determinar exactament les molècules que s’uneixen a les tirosines 279 i 324 de la 

cua citoplasmàtica del CD84 per tal de determinar si poden formar part d’un complex 

en el que pogués participar la fosfatasa SHIP. 

El model representat a la Fig 4. integra els possibles mecanismes que tenen lloc 

després de la lligació conjunta del receptor CD84 i el Fc�RI. La lligació depenent 

d’antigen de la IgE unida al Fc�RI, comporta l’inici de la cascada de senyalització 

d’aquest receptor per tal de donar lloc als processos característics de l’activació 

mastocitària, com la desgranulació, la reorganització del citoesquelet i la producció de 

citocines, entre d’altres. L’inici d’aquests processos ve marcat per la fosforilació de tres 

cinases principals: LYN, FYN i SYK. LYN participa en la via principal d’activació 

mastocitària, mentre que FYN ho fa a la via complementària (veure Introducció, 

Apartat 4). Els resultats mostrats en aquesta tesi, demostren que el receptor CD84 té 

capacitat per modular ambdues vies d’activació dels mastòcits, i que les tirosines 279 i 

324 presents a la seva cua citoplasmàtica són claus per dur a terme l’efecte inhibitori 

del CD84 sobre la via de senyalització del Fc�RI. DOK-1 i c-CBL participen en aquest 

mecanisme inhibitori i s’especula amb la possibilitat que la fosfatasa SHIP també hi 

formi part, mitjançant la seva unió a l’adaptador DOK-1. Per altra banda, la cinasa FES, 

implicada en processos de senyalització negatius (Zirngibl et al., 2002), també podria 

estar mitjançant alguns dels efectes del mecanisme inhibitori del receptor CD84, a 

través de la seva unió a la tirosina 324 de la cua citoplasmàtica del receptor. 

 

 

 

 

 

 

 



Discussió                                                                  Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

 181

Model d’integració del mecanisme inhibidor del receptor CD84 sobre la 

senyalització del Fc�RI 

 

Fig 4. Model d’integració del mecanisme inhibidor del receptor CD84 sobre la senyalització del 
Fc�RI després de la co-lligació simultània d’ambdós receptors. La lligació simultània del Fc�RI i del 
receptor CD84, permet que aquest últim actuï modulant, de manera negativa, la senyalització mitjançada 
pel Fc�RI. Per una banda, la lligació del CD84 comporta la fosforilació dels adaptador DOK-1 i c-CBL que 
actuen inhibint la via de les MAPKs i ubiqüitinitzant proteïnes implicades en la senyalització del Fc�RI, 
respectivament. Per una altra banda, també comporta una inhibició de la via de la PI3K i en conseqüència 
del senyal de calci, afectant d’aquesta manera als processos iniciats per la senyalització a través del Fc�RI. 
La co-lligació del receptor CD84 i el Fc�RI també comporta la fosforilació de les tirosines 279 i 324, 
presents a la cua citoplasmàtica del CD84 i claus en la seva senyalització negativa. En el mecanisme de 
fosforilació d’aquestes tirosines, es representa la cinasa LYN com la responsable de fosforilar la tirosina 
279, i la cinasa FPS/FES com la responsable de la fosforilació de la tirosina 324. 
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9. L’activació mastocitària comporta una disminució de l’expressió del 

receptor CD84  

En cèl·lules CD84 RBL-2H3 s’ha observat que l’activació amb PMA més ionomicina 

comporta una disminució de l’expressió del receptor CD84 respecte els seus nivells 

d’expressió basals (veure Resultats, Fig 2.). Aquestes dades també s’observen en els 

experiments amb cèl·lules LAD-2. En cèl·lules LAD-2, a més, també s’ha vist que 

l’activació amb PMA més inomicina comporta un augment de l’expressió del receptor 

CD150 (membre de la família SLAM), el qual no es detecta en mastòcits en condicions 

basals (veure Resultats, Fig 32.). Per altra banda, s’ha mirat l’estat d’expressió d’altres 

receptors membres de la família SLAM (CD229 i CD244) i s’ha observat que no 

s’expressen ni en condicions basals, ni en condicions d’activació, el que indicaria que 

aquests receptors no tenen cap paper en les funcions dels mastòcits (veure Resultats, 

Fig 31.). La disminució de l’expressió del receptor CD84 podria correspondre a un 

mecanisme d’atenuació dels receptors amb caràcter inhibitori, com el CD84, en el 

procés d’activació cel·lular. La modulació dels nivells d’expressió de proteïnes que 

controlen positiva o negativament la secreció mastocitària podria correspondre a un 

mecanisme per regular la funció del mastòcit. De fet en basòfils s’ha descrit que la 

mancança de molècules d’acció positiva, com la cinasa SYK,  condueix a un fenotip no 

secretor després de l’activació a través del Fc�RI (Kepley et al., 1999); mentre que la 

deficiència de molècules d’acció negativa com la fosfatasa SHIP incrementen l’activitat 

secretora depenent d’IgE (Vonakis et al., 2001). En el cas del CD150, es desconeix la 

seva funció en mastòcits, donat que la seva expressió no havia estat detectada en 

condicions basals. El fet que augmenti la seva expressió després de l’activació, podria 

estar indicant que tindria algun efecte en l’activació mastocitària, o que podria ser 

algun marcador important en desordres com la mastocitosi, on es pot trobar un 

augment patològic del nombre de mastòcits i dels seus mediadors. En aquest cas, 

caldria estudiar també, si l’augment d’expressió del receptor CD150 va acompanyat de 

l’augment d’expressió de l’adaptador SAP (tampoc detectable en condicions basals) i si 

podrien exercir algun tipus d’efecte sobre la senyalització a través del Fc�RI. 
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10. Implicacions funcionals del receptor CD84 

En els estudis amb cèl·lules CD84 RBL-2H3 s’ha vist que el receptor CD84 actua com a 

receptor inhibidor a aquelles concentracions òptimes d’IgE on la resposta de 

desgranulació és superior, però no a baixes concentracions. El fet que no actuï a baixes 

concentracions es podria deure a que potser és necessari un cert grau d’activació per 

tal que tingui lloc la fosforilació i la senyalització del receptor CD84. També és 

concebible que seria desavantatjós suprimir completament les funcions del mastòcit, ja 

que aquest tipus cel·lular, juntament amb els basòfils, proveeixen una resposta 

protectora innata essencial a les infeccions bacterianes i parasitàries (Marshall, 2004). 

En el cas de cèl·lules LAD-2, la desgranulació depenent d’IgE mostra una corba dosi-

resposta, però no es tenen evidències de la seva forma de campana (veure Resultats, 

Fig 38.). Probablement, aquest fet es deu a la manca de dosis elevades d’IgE usades a 

l’experiment. Es va partir com a dosi inicial d’IgE, aquella que s’havia considerat òptima 

segons dades reportades a la literatura, però, possiblement, l’addició de dosis més 

altes d’IgE comportaria una disminució de la desgranulació. 

Contràriament als efectes observats del receptor CD84 en mastòcits, on presenta un 

paper inhibidor, s’ha descrit que aquest receptor juga un paper com a molècula co-

estimuladora en cèl·lules T, on augmenta la proliferació i la secreció d’IFN� (Martin et 

al., 2001; Tangye et al., 2003). Aquest efecte de co-estimulació també s’observa en 

cèl·lules T deficients per la proteïna SAP obtingudes de pacients amb XLP, suggerint 

que el receptor CD84 participa en l’activació de cèl·lules T a través del TCR, d’una 

manera independent de SAP (Martin et al., 2001; Tangye et al., 2003). Una possible 

explicació a l’efecte contradictori que presenta el receptor CD84 en mastòcits 

(inhibitori) en comparació amb cèl·lules T (activador), podria ser que segons el tipus 

cel·lular es desencadenessin mecanismes de senyalització i/o molècules involucrades 

diferents en mastòcits respecte cèl·lules T després de la lligació del CD84. Aquesta 

hipòtesi es troba reforçada amb altres membres de la família SLAM, com el receptor 

CD244, on se li ha descrit un paper positiu o negatiu en funció de l’expressió dels 

adaptadors SAP o EAT-2 en diferents tipus cel·lulars o diferents estats de maduració 

(Parolini et al., 2000; Veillette et al., 2006). 



Discussió                                                                  Paper del receptor CD84 en l’activació mastocitària 

  Irene Oliver Vila  

 

 184 

Fins el moment encara no s’han generat ratolins deficients pel CD84, tot i que el seu 

estudi aportaria dades interessants respecte la funció d’aquest receptor, i aportaria 

nova informació sobre les implicacions funcionals del receptor CD84 en diferents tipus 

cel·lulars. En aquest aspecte, però, és important remarcar que el receptor CD84 de 

ratolí no presenta la tirosina 324, identificada en el cas de la molècula humana com un 

dels motius que participen en el mecanisme inhibitori del CD84. Per altra banda, els 

models de ratolí sovint no reflecteixen acuradament la funció en humans. Aquests dos 

fets comporten que en l’estudi de la funció mastocitària del receptor CD84, el model de 

ratolí potser no sigui el més adequat. Una aproximació interessant a dur a terme en 

aquest estudi seria el knockdown selectiu del gen que codifica pel receptor CD84 o per 

altres molècules implicades en la seva via de senyalització, mitjançant tècniques de 

silenciament de RNA en models de cultius primaris de mastòcits. 

Totes aquestes dades suggereixen que el CD84 no solament contribueix a variacions 

en el en el fenotip de secreció dels mastòcits, sinó que també mostren el receptor 

CD84 com una nova molècula que pot regular negativament la senyalització depenent 

del Fc�RI. Així doncs, caldria considerar el possible paper del CD84 en al·lèrgies 

inflamatòries i altres desordres associats als mastòcits. 
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VI. CONCLUSIONS 

- Els resultats obtinguts en aquesta tesi, han permès caracteritzar el receptor CD84 

com un nou receptor inhibidor de la cascada de senyalització iniciada pel Fc�RI, 

després de la lligació de la IgE, en mastòcits. El mecanisme inhibitori del CD84 no 

afecta a la senyalització iniciada per estímuls osmòtics, com el Manitol. 

- La interacció homofílica CD84-CD84 inhibeix tant esdeveniments primerencs 

(desgranulació, flux de calci, reorganització del citoesquelet, activació de MAPKs, 

activació d’AKT), com esdeveniments tardans (producció de citocines) en cèl·lules 

RBL-2H3 (mastòcits de rata). 

- L’efecte inhibitori del receptor CD84 també es manté en cèl·lules LAD-2 (mastòcits 

humans) en els esdeveniments de desgranulació, reorganització del citoesquelet, 

activació de MAPKs i activació d’AKT, després del tractament amb un anticòs 

monoclonal agonista contra el CD84. 

- Els adaptadors DOK-1 i c-CBL participen en la via de senyalització del receptor 

CD84 responsable de l’efecte inhibitori sobre la via del Fc�RI. 

- Les tirosines 279 i 324 de la cua citoplasmàtica del CD84 són les responsables 

d’exercir el mecanisme inhibitori del receptor. Les tirosines 262 i 299, englobades 

dins de motius consens d’unió a l’adaptador SAP, no participen en la inhibició 

mitjançada pel receptor CD84. 

- La cinasa FYN té capacitat per fosforilar el receptor CD84, però no actua de 

manera diferencial sobre les tirosines de la seva cua citoplasmàtica. 

- Les cinases LYN i FPS/FES fosforilen diferencialment les tirosines 279 i 324, 

responsables de la inhibició duta a terme pel receptor CD84 sobre la via de 

senyalització del Fc�RI en mastòcits. 

- L’efecte negatiu del CD84 sobre la via de senyalització del Fc�RI, fa que el receptor 

CD84 es perfili com una molècula amb un paper rellevant en la funció dels 

mastòcits, constituint així una possible diana per l’ús terapèutic en al·lèrgies 

inflamatòries i altres desordres associats als mastòcits. 
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Grup Immunoreceptors, Institut d’Investigació August Pi i Sunyer (IDIBAPS), Department de Biologia Cellular i Anatomia Patològica,
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Abstract

Signaling through the high-affinity receptor for immunoglobulin E (Fc�RI) results in the coordinated activation of tyrosine kinases, thus leading
to calcium mobilization, degranulation, and leukotriene and cytokine synthesis. Here, we show that CD84, a member of the CD150 family of
leukocyte receptors, inhibits Fc�RI-mediated mast cell degranulation in CD84-transfected rat basophilic leukaemia-2H3 mast cell line cells (RBL-
2H3) through homophilic interaction. There was no reduction in overall protein phosphorylation following IgE triggering in CD84 RBL-2H3 cells.
Indeed, phosphorylation of Dok-1 and c-Cbl increased in CD84 RBL-2H3, suggesting that inhibition is mediated by these molecules. MAP kinase
phosphorylation (ERK1/2, JNK and p38) and cytokine synthesis were impaired in CD84 RBL-2H3. This inhibitory mechanism was independent of
SAP and SHP-2 recruitment. Interestingly, CD84 mutants in tyrosines (Y279F and�Y324) reversed this inhibitory profile. These data suggest that
CD84 may play a role in modulating Fc�RI-mediated signaling in mast cells. Thus, CD84 could play a protective role against undesired allergic
and inflammatory responses.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Basophils and mast cells are key effector cells in
IgE-associated hypersensitivity, aswell as in allergic and inflam-
matory disorders. Furthermore, they participate in the regulation
of adaptive immunoresponses and host defence mechanisms
associated with innate immunity (Galli et al., 2005a,b;Marshall,
2004; Mekori, 2004). The crosslinking of the high-affinity IgE
receptor (Fc�RI)-bound IgE with multivalent antigens activates
basophils or mast cells by promoting Fc�RI aggregation. This
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process leads to a signaling cascade characterized by activation
of the Src, Syk and Tec family of protein kinases, recruit-
ment of adaptor molecules, and activation of enzymes that
regulate calcium release and influx, which leads to changes in
the actin cytoskeleton. This results in downstream events such
as degranulation, the release of inflammatory mediators, and
cytokine synthesis (Blank and Rivera, 2004; Kawakami and
Galli, 2002; Nadler et al., 2000; Siraganian, 2003). Appropriate
activation of these cells is mediated by several factors, including
the cells’ ability to distinguish activating or inhibitory stimuli
and the strength and duration of a given stimulus (Galli et al.,
2005a; Gonzalez-Espinosa et al., 2003). Several negative intra-
cellular regulators modulate the signaling events initiated by
Fc�RI. Negative regulators of basophils or mast cell signaling
include the SH2-containing tyrosine phosphatases (SHP-1 and
SHP-2) (Heneberg and Draber, 2002; Kamata et al., 2003), the
lipid phosphatase SH2-containing inositol 5′ phosphate (SHIP)
(Heneberg and Draber, 2002; Rauh et al., 2003), and the E3
ubiquitin ligase c-Cbl (Ota and Samelson, 1997; Qu et al.,
2004). In addition, upon coengagement with their ligands, cell
surface receptors that contain immunoreceptor tyrosine-based

0161-5890/$ – see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molimm.2007.12.006
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inhibitory motifs (ITIM) provide inhibitory signals to dampen
those events initiated by Fc�RI (Katz, 2002). Depending on their
extracellular domain, these belong either to the immunoglobulin
superfamily (e.g., Fc� RIIB, gp49B) or to the C-type (calcium-
dependent) lectin superfamily (e.g., Ly49 and MAFA (mast cell
function-associated antigen)). Through their ITIM, these recep-
tors suppress cell activation by promoting dephosphorylation
via SHP-1, SHP-2 or the SHIP family (Kraft and Kinet, 2007).
In this report, we identify CD84 as a novel inhibitory receptor

for Fc�RI. CD84 is a membrane glycoprotein that belongs to
the CD150 family of receptors. This family is a subset of the
CD2 cell-surface receptor Ig superfamily and is defined by its
binding to the cytoplasmic adaptors SAP and EAT-2 (Engel et
al., 2003). SAP/SH2D1A is the product of the gene mutated
in X-linked lymphoproliferative disease (XLP), a rare immune
disorder commonly triggered by Epstein-Barr virus (Sayos et
al., 1998).
CD84 is a self-ligand protein (Martin et al., 2001) expressed

in a broad range of immune system cell types. Although it
presents relatively high levels in basophils and mast cells
(Romero et al., 2004), its role in the biology of these cells has
yet to be described.
Here, we use a proteomic approach to show that CD84–CD84

interaction inhibits Fc�RI degranulation, MAP kinase cascades,
and cytokine synthesis in the mast cell line RBL-2H3. Using
molecular dissection, we mapped its inhibitory role on Y279
and Y324 in the CD84 cytoplasmic tail. Based on these obser-
vations, we proposed the involvement of CD84 in limiting mast
cell degranulation and cytokine release. CD84 may provide an
unexpected mechanism that could account for the modulation
of allergic and inflammatory responses.

2. Materials and methods

2.1. Antibodies and reagents

Anti-human CD84 mAb (clone CD84 1.7) (IgG1, k) and
anti-human CD229 mAb (clone Ly9 1.25) used as isotypic
control were generated in our laboratory (Martin et al., 2001,

2005). Purified mAbs were biotinylated with biotinamido-
caproateN-hydroxysuccinimide ester. Biotin, anti-DNP IgE and
F(ab′)2 sheep anti-mouse were purchased from Sigma–Aldrich
(St. Louis, MO). Avidin peroxidase (Av-HRP) was obtained
from Roche Diagnostics (Mannheim, Germany). Phospho-
JNK, phospho-p38 and phospho-ERK were acquired from Cell
Signaling Technology (Beverly, MA). HRP-conjugated anti-
phosphotyrosine mAb mixture and total ERK were purchased
from Zymed Laboratories (San Francisco, CA). Dok-1 was
obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). c-
Cbl was obtained from Upstate Biotechnology (Lake Placid,
NY). Anti-mouse and anti-rabbit IgG peroxidase were obtained
from DAKO (Carpinteria, CA) and Biorad (Hercules, CA),
respectively. Tosyl-activated beads and Dynabeads sheep anti-
mouse IgG were acquired from Dynal. A.S (Oslo, Norway).
PMA and ionomycin from Calbiochem (Germany).

2.2. DNA reagents

Full-length human CD84 cloned in pCINeo, SAP cloned in
pCMV2-Flag (Sayos et al., 2001), and Fyn cloned in pSR� (Del
Valle et al., 2003) were used. The primers utilized for all con-
structions are summarized in Table 1. A CD244–CD84 chimera
was performed using human CD244 cloned in pCINeo (Saborit-
Villarroya et al., 2005) as a template and CD244 forward primer
plus CD244–CD84 reverse primer and CD224–CD84 forward
plus CD84-2 reverse primers. Both PCR products were annealed
and a third PCR using CD224 forward and CD84-2 reverse
primers was carried out. The product was cloned in PCR3.1
TOPO (Invitrogen, Life Technologies, Gaithersburg, MD). To
analyze the contribution of CD84 cytoplasmic tail tyrosine
residues, CD84-pCINeo was used as a template and PCR site-
directedmutagenesis was developed. PCR products were cloned
in PCR 2.1 TOPO (Invitrogen) and sub-cloned in pCINeo using
anEcoRI site. PCRproducts from theY279Fmutant and�Y324
were cloned in PCR3.1 TOPO. The integrity of all constructs
was confirmed by sequencing with an ABI PRISM Big Dyes
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied
Biosystems, CA) and universal T7 primer.

Table 1
List of primers used for all constructions

CD84 Forward 5′-CCCAAGCTTTTCCACAGAAGGTTAGAC-3′
CD84 Reverse 5′-AAAGGATCCGCCCAGCAGCCTAG-3′
CD244 Forward 5′-AAACTCGAGGAAATGCTGGGGCAAGTG-3′
CD244–CD84 Forward 5′-CAGGAATTCATGGGCTTCCGTACTCACCAC-3′
CD244–CD84 Reverse 5′-GAAGCCCATGAATTCCTGATGGGCATTCTG-3′
CD84-2 Reverse 5′-ACGGTCGACCTAGATCACAATTTCATAG-3′
Y262F Forward 5′-GCCTCAAAGAAAACCATATTCACATATATC-3′
Y262F Reverse 5′-TGTGAATATGGTTTTCTTTGAGGCAGC-3′
Y279F Forward 5′-GAGTCCAGAATCTTTGATGAAATCCTG-3′
Y279F Reverse 5′-GGACTGCAGGATTTCATCAAAGATTCTGGA-3′
Y299F Forward 5′-CACAGTTTTTTCCGAAGTGCAG-3′
Y299F Reverse 5′-CTGCACTTCGGAAAAAACTGT-3′
� cytoplasmic tail Reverse 5′-TGAGGCAGCTCATTGTCTTCTCTT-3′
�Y324 Reverse 5′-CCCTCACTTATCAGCAAACTG-3′

Primers used for introducing changes of tyrosine to phenylalanine (for all described constructs) are shown in this table. Mutation sites with amino acid replacement
of tyrosine to phenylalanine are in bold. The forward primer for the deletion mutants correspond to CD84 forward.
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2.3. Cell cultures and transfections

COS-7 (107) cells were transiently transfected using
Nucleofector (Amaxa Inc., Gaithersburg, MD) following the
manufacturer’s instructions, and then lysed for immunoprecip-
itation assays, as previously described (Martin et al., 2005).
Rat basophilic leukaemia (RBL-2H3) cells were maintained as
monolayer cultures in RPMI with 2mM l-glutamine, 100U/ml
of penicillin, and 10%heat-inactivated foetal calf serum plus 1%
HEPES (Invitrogen). For stable transfection, 20�g of linearized
expression constructs were cotransfected into 10× 106 RBL-
2H3 cells by electroporation (950microfarads [�F], 260V).
Stable transfected cell lines were selectedwith 1mg/ml of active
G418 (Invitrogen). Cell lines were screened by CD84 expres-
sion using flow cytometry with specific antibodies and anti-rat
Fc�RI mAb (BD Pharmingen, San Diego, CA) as an internal
control. CD84 transfectants were obtained and selected as a
polyclonal population. IgE receptor expression proved similar
in all the transfectants generated. Expression of polyclonal cells
was maintained by further selection with anti-CD84 using sheep
anti-mouse IgG magnetic beads (Dynabeads).

2.4. Analysis of β-hexosaminidase release

Degranulation of transfected cells was determined by mea-
suring �-hexosaminidase release. Cells (2× 105) were seeded
in a 96-well plate and cultured overnight either with various
concentrations or without anti-DNP IgE. The cell monolayers
were washed once with RPMI (without FCS) and then stimu-
lated with 50 ng/ml of the antigen DNP-HSA (Sigma–Aldrich),
or with PMA (50 ng/ml) plus ionomycin (2.5�M) in the same
media. Following incubation for 1 h at 37 ◦C, the medium was
recovered for analysis of �-hexosaminidase release. Total cell
lysates were obtained by adding 1% triton to the same medium.
Themediumand total cell lysateswere incubatedwith 1.3mg/ml
of P-nitrophenyl-N-acetyl-�-d-glucopyranoside (Calbiochem)
in 0.1M sodium citrate buffer (pH 4.5) for 1 h at 37 ◦C. The reac-
tion was terminated by adding 0.2M sodium carbonate buffer
(pH 10.7). The release of 4-P-nitrophenol was monitored by the
absorbance at 405 nm. The resulting �-hexosaminidase activity
was expressed as the percentage ofmaximum response (samples
treatedwithTritonX-100).�-Hexosaminidase release = (sample
release minus spontaneous release/maximum release minus
spontaneous release)× 100.

2.5. Cell activation, immunoprecipitation, and
immunoblotting

Cell monolayers cultured overnight with anti-DNP IgE at
different doses were washed twice with RPMI without FCS
and then stimulated with 50 ng/ml of antigen DNP-HSA in the
same media for the indicated times. For immunoprecipitation,
cells werewashed twicewith ice-cold phosphate-buffered saline
(PBS) and solubilized in lysis buffer (1% Triton X-100, 50mM
Tris, pH7.4, 150mMNaCl, 100mMNaF, 1mMNa3VO4, 1mM
phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF]). For CD84 immunopre-
cipitation prior activation and lysis, samples were biotinylated.

Cell lysates were precleared by centrifugation, the whole cell
lysate fraction was collected, and the rest was then incubated
first with the indicated primary antibodies and, subsequently
with proteinA-sepharose beads (AmershamPharmacia Biotech,
Sweden). After rotation for 2 h at 4 ◦C, the beads were washed
three times with lysis buffer. Immunoprecipitated proteins were
eluted by heat treatment at 100 ◦C for 5min with 3× sampling
buffer. Immunoprecipitates and total cell lysates were separated
by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
electrotransferred to polyvinylidene difluoridemembranes (Mil-
lipore, Bedford, MA). Blots were probed with the indicated
antibodies or avidin-HRP. In all blots, proteins were visualized
by enhanced chemiluminescence (Pierce, Rockford IL).

2.6. Luciferase assays

12× 106 control and CD84 transfectants RBL-2H3 cells
were transiently transfected at 260V, 950�F in an electropo-
rator (Biorad) with 10�g of a TNF luciferase (0.5�g/106 cells)
reporter plasmid plus 1�g of TK-Renilla (0.1�g/106 cells) in
serum-free RPMI. Following electroporation, cells were plated
in 24-well plates in complete media plus or minus anti-DNP IgE
and incubated at 37 ◦C for 24 h. Cells were then stimulated for
6 h with DNP-HSA 50 ng/ml. PMA (50 ng/ml) plus ionomycin
(2.5�M) was used as a positive control. After washing with
PBS, cells were lysed with 5× lysis buffer (Promega, Madison,
WI) and 100�l aliquots were measured for luciferase activity
with a Dual Luciferase reporter Kit (Promega) in a luminometer
(Lumat LB 9507, EG�GBerthold) following themanufacturer’s
instructions. Luciferase readings in cell lysates were normalized
to TK-Renilla within each point.

3. Results

3.1. IgE-mediated degranulation is inhibited in CD84
RBL-2H3 cells

The immunoreceptor CD84 is expressed in mast cells and
basophils (Romero et al., 2004) and interacts with itself through
the first extracellular domain, as previously reported (Martin
et al., 2001). To study the role of this interaction, the RBL-
2H3 mast cell line was transfected with CD84 full-length and
the levels of CD84 were measured in control and CD84 trans-
fected RBL-2H3 cells by flow cytometry and Western blot. In
the latter instance, cells were biotinylated, lysed, and immuno-
precipitated with anti-CD84 mAb (Fig. 1A). Fc�RI expression
proved similar in RBL and CD84 transfectants (Fig. 1B). Both
cell types were cultured overnight with different concentrations
of anti-DNP-IgE and then crosslinkedwith a fixed concentration
of DNP-HSA for 1 h at 37 ◦C, with �-hexosaminidase release
measured thereafter.�-Hexosaminidase release displayed a bell-
shaped curve in control transfectants. At low concentrations
of IgE, control and CD84 transfectants released similarly low
amounts of �-hexosaminidase. Increasing levels of IgE revealed
an inhibitory effect on CD84 RBL-2H3 cells compared with
controls. IgE-independent �-hexosaminidase release, as medi-
ated by PMA plus ionomycin, remained unaffected in CD84
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Fig. 1. CD84 RBL-2H3 cells show inhibition of Fc�RI-mediated degranulation.
CD84 has four tyrosine motifs in its cytoplasmic tail. Two of them, Y262 and
Y299, contain the consensus motif for SAP (T-V/I-Y-x-x-V/I). RBL-2H3 cells
were transfected with full-length human CD84 and transfectants were selected
by magnetic beads. CD84 expression was analyzed by flow cytometry, CD84
immunoprecipitation, and Western blot (A). Fc�RI expression was analyzed
by flow cytometry (B). An anti-DNP IgE dose–response curve (plus 50 ng/ml
DNP-HSA) was carried out in control and CD84 RBL-2H3 cells (C). Control
and CD84RBL-2H3 cells were sensitized overnight with IgE 0.25�g/ml plus
DNP-HSAat several concentrations (D).�-Hexosaminidase release is expressed
as the percentage of the maximum response (triton treatment) minus spon-
taneous release. Measurements were performed in triplicate and the data are
representative of three independent experiments.

transfectants compared with control cells (Fig. 1C). The IgE
concentration for maximum response measured between 0.125
and 0.25�g/ml. We chose this latter concentration and titered
the DNP-HSA optimal amount. The inhibitory effect increased
with higher DNP-HSA crosslinking doses, similarly display-
ing a bell-shaped curve (Fig. 1D). DNP-HSA concentration for
maximum response was approximately 50 ng/ml.

3.2. CD84–CD84 interaction inhibits degranulation

In order to determine whether this inhibitory effect was the
result of CD84–CD84 homophilic interaction we mixed at sev-
eral ratios CD84 RBL transfectant with RBL that do not express
CD84. As we show in Fig. 2, the hexosaminidase release inhi-
bition was diminished in parallel with a decrease in the number
of CD84+ cells that putatively provide the homotypic ligand. In
order to confirm further these results, we generated a construct
involving the extracellular domains of the CD244 and CD84
cytoplasmic domains. CD244 does not interact with itself, and
is the only member of the CD150 family that binds heterophili-
cally. Human CD244 interacts with human CD48 (Brown et
al., 1998), which is not present in these cells. Stable transfec-
tants were generated, CD244 and Fc�RI expression levels were
measured (Fig. 3A) and �-hexosaminidase release was carried
out. Degranulation was not inhibited in CD244–CD84 RBL,
indicating that replacement of the CD84 extracellular domain
reverses inhibition of hexosaminidase release (Fig. 3B). In paral-
lel, we also conducted an assay to show that this inhibitory effect
occurred through CD84 signaling. To this end we mutated the
CD84 gene by deleting its cytoplasmic domain, thereby gen-
erating stable transfectants in the RBL-2H3 cell line. CD84
expression levels were similar and comparable to CD84 and
CD244–CD84 chimera (Fig. 3C).As expected, theCD84mutant
lacking the cytoplasmic tail abolished inhibition indicating that
CD84 homophilic interaction signals negatively in these cells
(Fig. 3D). Although cells were selected by a polyclonal selec-
tion procedure it is possible that single clones outgrow others
with different degranulation capacities. To confirm the inhibitory
effect of CD84 we generated various CD84 WT and cytoplas-
mic deletion transfectants (Fig. 4). Hexosaminidase release was
diminished in cells overexpressing the full-length receptor com-
pared to cytoplasmic domain deletion mutant.

3.3. SAP is independent of the CD84 inhibitory mechanism
in CD84 RBL-2H3 cells

The cytoplasmic protein SAP (SLAM-associated protein,
also called SH2D1a), whose deficiency is responsible for X-
linked proliferative syndrome (XLP), has been reported to
associate with the CD84 cytoplasmic tail (Sayos et al., 2001).
This interaction is dependent on phosphorylation and has been
described as being independent of CD84 function in T cells
(Tangye et al., 2003). Although the phosphatase SHP-2 has
also been described as an intracellular ligand for CD84, the
role of this interaction has not yet been elucidated (Sayos et
al., 2001). In order to dissect the CD84 inhibitory mechanism,
point mutants for all tyrosine motifs were generated (Table 1).
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Fig. 2. Lower expression level of CD84 exhibits lower inhibition of Fc�RI signaling. Control RBL, which do not express CD84, were mixed with CD84 WT
RBL transfectants at different ratios (8:2, 5:5, 2:8), respectively. CD84 positive cells were stained with specific antibodies in the mixed populations (A) and
�-hexosaminidase release was performed (B).

Two of these motifs, Y262 and Y299, are consensus motifs for
SAP and SHP-2 interactions, respectively. We generated sin-
gle and double mutants for these two positions and determined
their capability to bind these molecules in COS cells. COS
cells were transiently transfected with various cDNAS: CD84
wild type or CD84 Y262F or CD84 Y299F or double mutant
CD84 Y262F/Y299F plus Fyn and SAP. SHP-2 is constitutively
expressed in these cells (Fig. 5A). As our results demonstrate,
the Y262 motif is crucial for SAP recruitment, whereas Y299 is
involved in SHP-2 binding. Stable transfectants for single and
double mutants were generated in RBL-2H3 cells (Fig. 5B).
A degranulation assay was then carried out and none of these
mutants reversed CD84 inhibition suggesting that these tyrosine
motifs do not mediate the inhibitory effect (Fig. 5C).

3.4. Mutants in tyrosine 279 and 324 reverse the
degranulation inhibitory effect

The CD84 cytoplasmic tail has two SH2-interacting motifs
(Y279 and Y324) whose role has never been explored. In order

to examine whether these motifs are involved in CD84 negative
signaling in RBL-2H3 cells, tyrosine 279 wasmutated to pheny-
lalanine while tyrosine 324, at the four amino acid end of the
protein’s C terminus, was simply deleted.
Stable transfectants for CD84 Y279F and CD84 �Y324

mutants were generated (Fig. 6A). �-Hexosaminidase release
was performed at those IgE doses in which CD84 inhibition
was more sustained. Interestingly, both reversed the inhibition
of degranulation mediated by the CD84 wild-type transfectant
(Fig. 6B). These results indicate that both tyrosine motifs are
equally needed for mediating CD84 inhibition.

3.5. CD84 is phosphorylated after IgE engagement:
differential phosphorylated proteins in control and CD84
RBL-2H3 cells

We next investigated the phosphorylation status of CD84
in unstimulated and IgE plus DNP-HSA activated cells. CD84
transfectant cells were left untreated or sensitizedwith anti-DNP
IgE overnight, biotinylated in order to detect total CD84 lev-
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Fig. 3. CD84–CD84homophilic interaction inhibits Fc�RI-mediated degranula-
tion. The CD244–CD84 chimera contains the extracellular domain of CD244, as
well as the transmembrane and cytoplasmic domain of CD84. A CD244–CD84
stable transfectant was generated and its expression was measured with antibod-
ies specific against CD244 and Fc�RI (A). Control, CD84, and CD244–CD84
transfectants were sensitized overnight with different doses of IgE plus DNP-
HSA at 50 ng/ml for 1 h. (B) A CD84 � cytoplasmic domain transfectant was
generated and CD84 and Fc�RI cell surface expression was measured by flow
cytometry (C). Control, CD84, and CD84 � cytoplasmic domain transfectants
were sensitized overnight at different doses of IgEplusDNP-HSAat 50 ng/ml for
1 h (D). �-Hexosaminidase release is expressed as the percentage of the max-
imum response (triton treatment) minus spontaneous release. Measurements
were performed in triplicate and data are representative of three independent
experiments.

els and activated with DNP-HSA for 2 and 15min at 37 ◦C.
Cells were then lysed and immunoprecipitated with either an
isotopic IgG or with CD84 mAb. Blots against phosphotyro-
sine and avidin-HRP were then carried out. Our results show
that IgE engagement enhances CD84 phosphorylation (Fig. 7A).
To elucidate this inhibitory mechanism, signaling molecules

differentially engaged in control and CD84 RBL-2H3 trans-
fectants were studied. Cells were sensitized overnight with
anti-DNP IgE (0.25�g/ml) and then challengedwith DNP-HSA
(50 ng/ml) for 10min before being lysed and immunoprecipi-
tated with antibody anti-phosphotyrosine. Interestingly, overall
phosphorylation did not decrease in CD84 RBL-2H3 cells.
Moreover, an increase in phosphorylated bands of approxi-
mately 60 and 120 kDa was observed (Fig. 7B). Good candidate
molecules were situated downstream of kinase-1 (Dok-1) and
c-Cbl, respectively. Both molecules have been described as
inhibiting mast cell activation (Ott et al., 2002; Qu et al., 2004).
We successfully re-probed our blot with both anti-Dok-1 and
anti-c-Cbl antibodies (Fig. 7B). Since�-hexosaminidase release
inhibition was reduced at low IgE concentrations in CD84 RBL-
2H3 cells (Fig. 1C), we reproduced this experiment at different
IgE concentrations, lysing the cells after activation and studying
the differential phosphorylated patterns. Interestingly, phospho-
rylation of Dok-1 and c-Cbl was markedly higher in those IgE
concentrations in which CD84 induced higher degrees of inhibi-
tion (Fig. 7C). Moreover, the phosphorylation pattern revealed
a decrease in Dok-1 and c-Cbl phosphorylated bands in those
CD84Y279F andCD84�Y324mutants inwhich degranulation
was not inhibited (Fig. 7D).

3.6. Phosphorylation of JNK, ERK1/2, and p38 are affected
in CD84 RBL-2H3 cells

Dok-1 was originally identified as a tyrosyl-phosphorylated
molecule of 62 kDa, and has been associated with Ras-GAP,
a negative regulator of Ras (Carpino et al., 1997). To deter-
mine whether CD84’s inhibitory mechanism disrupts MAPK
cascades, we analyzed the phosphorylation of JNK, ERK1/2,
and p38. Control and transfectant cells were sensitizedwith anti-
DNP IgE overnight and then challenged with DNP-HSA for 5,
10, and 20min. Phosphorylation of JNK and p38 was impaired
in CD84 RBL-2H3 cells compared with control transfectants,
whereas pERK1/2 was partially affected (Fig. 8A). Phosphory-
lation of JNK, p38, and ERK was restored in CD84 Y279F and
CD84 �Y324 mutants, thus again indicating that these motifs
play a role in mediating a negative signals (Fig. 8B).

3.7. Cytokine synthesis is impaired in CD84 RBL-2H3
cells

Since phosphorylation of p38 and JNK was mostly impaired
in CD84WT cells, we next investigated whether cytokine syn-
thesis was similarly inhibited by CD84 homophilic interaction.
Control, CD84,CD84Y279F, andCD84�Y324RBL-2H3 cells
were transfectedwith a TNF�-luciferase reporter gene plus TK-
Renilla plasmids. They were then sensitized with anti-DNP IgE
overnight and activated with DNP-HSA for 6 h. Finally, the cells
were lysed and luciferase activity was measured. Our results
show not only that CD84 inhibited TNF � induction, but also
that it was restored in CD84 Y279F and CD84�Y324 transfec-
tants (Fig. 9). This event was IgE dependent since cells treated
with PMA plus ionomycin activated equally, both in control
and CD84 transfectants (data not shown). Taken together, these
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Fig. 4. CD84-RBL transfectants decrease �-hexosaminidase release compared to CD84 cytoplasmic domain deletion transfectant. Various CD84 transfectants were
generated: full length and CD84 cytoplasmic domain deletion mutant. CD84, Fc�RI expression (A) and �-hexosaminidase release was assayed (B).

results suggest that CD84 inhibits both upstream and down-
stream IgE receptor-triggered events in the RBL-2H3 cell line.

4. Discussion

Crosslinking the high-affinity IgE receptor on basophils and
mast cells initiates cascades of biochemical events leading
to degranulation, membrane ruffling, and other physiological
responses. Fc�RI signaling has to be tightly controlled through
an array of inhibitory mechanisms to avoid allergic inflamma-
tory responses. In general, these mechanisms involve inhibitory
receptors whose activation leads to the recruitment of phos-
phatases and intracellularmediators in order to produce selective
inhibition of degranulation and cytokine synthesis (Galli et al.,
2005a; Katz, 2002; Nadler et al., 2000). Here we report that
CD84, a leukocyte glycoprotein belonging to the CD150 family
of receptors, is a novel inhibitory molecule for Fc�RI-mediated
signaling.
Inhibition of degranulation, as measured by �-hexosa-

minidase release at optimal IgE concentrations, was found in
CD84 RBL-2H3 cells. Studies using the CD244–CD84 chimera
(extracellular domains of CD244 and CD84 transmembrane and
cytoplasmic tail) and CD84 � cytoplasmic mutant transfectant
show that CD84 negatively signals in these cells via homophilic

interaction. The CD84 cytoplasmic domain has four tyrosine-
based motifs: Y262, Y279, Y299 and Y324. Tyrosines 262 and
299 follow the consensus motifs for SAP and SHP-2 (T-V/I-Y-
x-x-V/I), whereas x denotes any amino acid (Sayos et al., 2001).
SAP has been shown to be an adaptor protein involved in CD150
family signaling, which recruits a Src-like kinase to the receptor
(Chan et al., 2003; Chen et al., 2006), while SHP-2, on the other
hand, has been reported to compete with SAP for binding to
CD150, thus modulating any response (Sayos et al., 1998). Our
results show that Y262 preferentially binds SAP, while Y299
does so for SHP-2. Our data indicate that there is no competition
for binding between these molecules in the CD84 cytoplasmic
tail. Single and double mutants for Y262 and Y299 transfectants
do not reverse the inhibitory profile of CD84, suggesting that
these tyrosines are not critical inmediating thenegative signaling
that occurs in such cells. It is possible that SAP involvement is
not important due to the low or nil expression in RBL-2H3 cells.
In fact, HMC-1, an immature human mast cell line, and KU812,
a human basophilic leukaemia cell both express good levels of
CD84. However, SAP has not been detected in their cell lysates
or by immunoprecipitation (data not shown). Neither did over-
expressing SAP in CD84RBL-2H3 cells change the inhibition
pattern (data not shown).AsY262andY299 reportedly bindEat-
2 (Tangye et al., 2003), and since this adaptor has been shown to
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Fig. 5. SAP is not involved in CD84-mediated inhibition. The followingCD84 single and doublemutants for SAP consensusmotifs (T-V/I-Y-x-x-V/I) were generated:
CD84Y262F, CD84Y299F, and CD84Y262/299F. COS cells were transfected with full length CD84 or singlemutants or doublemutants plus SAP and Fyn plasmids.
After 48 h cells were biotinylated, a CD84 precipitation was performed, and the blot was incubated as indicated (A). Stable transfectants for these mutants were
generated in RBL-2H3. CD84 and Fc�RI expression was analyzed by flow cytometry (B). �-Hexosaminidase release was performed in these mutants (C). Results
are expressed as the percentage of maximum response (triton treatment) minus spontaneous release. Measurements were performed in triplicate and the data are
representative of three independent experiments.
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Fig. 6. CD84 Y279F and CD84 �Y324 mutants reverse CD84-mediated degranulation inhibition. Mutants for Y279 and Y324 in CD84 cytoplasmic tail were
obtained and stable RBL-2H3 transfectants were generated. CD84 and Fc�RI expression was measured by flow cytometry (A). �-Hexosaminidase release was
performed in these mutants (B). Results are expressed as the percentage of maximum response (triton treatment) minus spontaneous release. Measurements were
performed in triplicate and the data are representative of three independent experiments.

be involved inCD244-negative signaling inNKcells (Roncagalli
et al., 2005), we could conclude from our findings that Eat-2
is not a key effector molecule in CD84-mediated inhibition in
RBL-2H3. The two other tyrosines in the CD84 cytoplasmic
tail, Y279 and Y324, have proven equally crucial for CD84-
mediated degranulation inhibition. Concordantly, calcium influx
after IgE triggering was restored in CD84 Y279F and CD84
�Y324 mutant transfectants (data not shown). Potential intra-
cellular molecules that mediate CD84-inhibition are c-Cbl and
Dok-1; in fact, their phosphorylation levels increased in CD84
RBL-2H3 cells after IgE triggering. c-Cbl is thought to dampen
mast cell function, thereby inducing rapid ubiquitination of Src
kinases and PTKs involved in Fc�RI-mediated signaling (Kyo
et al., 2003; Ota and Samelson, 1997). Dok-1 over-expression
reduces Fc�RI-mediated Ras/Raf-1/Erk signaling and the de
novo synthesis of TNF �, presumably by its ability to recruit
the inhibitory effectors RasGAP, SHIP and Csk (Brauweiler
et al., 2000; Zhao et al., 2006). Increased phosphorylation of

Dok-1 and c-Cbl was concomitant with CD84-mediated inhibi-
tion in CD84 RBL-2H3 cells. Moreover, in CD84 Y279F and
CD84�Y324 transfectants, both of which reverse the inhibitory
profile, phosphorylation of Dok-1 and c-Cbl was found to be
low compared with CD84 transfectants, but similar to control
cells. The CD84–CD84 interaction inhibits cytokine synthesis,
a process likely mediated by the reduced activation of the MAP
kinases ERK, p38, and JNK, since CD84 inhibited the activation
of all three. Given that Dok-1 signaling has been shown to atten-
uate Ras activity, thus leading to the inhibition of downstream
MAPK pathways inmast cells (Ott et al., 2002), other molecules
may similarly be involved in p38 and JNK inhibition. Consis-
tent with this finding, inhibition of MAP kinases and cytokine
synthesis was reversed in CD84 Y279F and CD84 �Y324
mutants. Most inhibitory receptors on immune cells contain a
consensus amino acid sequence, termed the ITIM cytoplasmic
domain (Ravetch and Lanier, 2000). The prototype ITIM con-
sists of the sequence (I/V/L/S)-x-Y-x-x-(L/V), where x denotes
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Fig. 7. Phosphorylation levels of c-Cbl andDok-1were increased in CD84RBL-2H3 cells. 10× 106 of CD84RBL-2H3 cells were sensitized overnight with anti-DNP
IgE (0.25�g/ml). The cells were then washed, biotinylated, and activated with 50 ng/ml DNP-HSA for 0, 2, and 15min. Cells were lysed and immunoprecipitated
with anti-CD84 or isotypic IgG. The blot was re-probed with anti-ptyr and avidin-HRP (A). Control and CD84 RBL-2H3 cells were activated as described above for
10min. Cells were lysed and immunoprecipitated with anti-ptyr antibody. The blot was re-probed with anti-ptyr, anti-c-Cbl, and anti-Dok-1 antibodies (B). Control
and CD84 RBL-2H3 cells were activated at various IgE concentrations plus DNP-HSA (50 ng/ml) for 5min. Lysates were run in 10% SDS-PAGE and transferred
onto a membrane. Blots were re-probed as indicated (C). Control, CD84, CD84 Y279F and CD84�Y324 transfectants were sensitized overnight with anti-DNP IgE
(0.25�g/ml) plus 50 ng/ml of DNP-HSA for 5min. Lysates were run in 10% SDS-PAGE and transferred onto a membrane. Blots were re-probed as indicated (D).

any amino acid. Tyrosine 324 (S-S-Y-E-I-V-I) on CD84 fea-
tures this consensus, whereas tyrosine 279 (R-I-Y-D-E-I) does
not. Ligand-induced clustering of these ITIM-containing recep-
tors results in tyrosine phosphorylation, often by a Src-family
kinases, which provides a docking site for the recruitment of the

tyrosine phosphatases SHP-1, SHP-2 or SHIP. Studies involv-
ing yeast have failed to show any direct interaction between
CD84 and SHP-1 (data not shown), nor did we observe any
dephosphorylation patterns in our own experiments. As shown
previously, the CD84 Y299F mutant abolishes SHP-2 binding
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Fig. 8. Phosphorylation of JNK, ERK1/2, and p38 in CD84 RBL-2H3 cells.
Control and CD84 RBL-2H3 cells were sensitized overnight with anti-DNP IgE
(0.25�g/ml) plus 50 ng/ml DNP-HSA for 5, 10 and 20min. Cells were lysed
and run in 10% SDS-PAGE. Blots were re-probed with anti-phospho JNK, anti-
phospho p38, anti-phospho ERK1/2, and total ERK1/2 (A). Control, CD84,
CD84 Y279F, and CD84 �Y324 transfectant RBL-2H3 cells were sensitized
overnight with anti-DNP IgE (0.25�g/ml) plus 50 ng/ml DNP-HSA for 10min.
Cells were lysed and run in 10% SDS-PAGE. Blots were re-probed with anti-
phospho JNK, anti-phospho p38, anti-phospho pERK1/2, and total ERK (B).

and this tyrosine does not mediate inhibition. Deletion of Y324
does not affect SHP-2 binding to CD84 (data not shown). Thus,
the role of SHP-2 does not account for CD84-mediated inhibi-
tion. Furthermore, while the Y324 motif does not contain the

Fig. 9. Cytokine synthesis is impaired in CD84 RBL-2H3 cells. Control, CD84
WT, CD84 Y279F, and CD84 �Y324 mutant RBL-2H3 cells were transfected
with TNF � reporter gene plus TK-Renilla. Cells were sensitized overnight
with anti-DNP IgE (0.25�g/ml) plus 50 ng/ml DNP-HSA for 6 h. Cells were
lysed and luciferase activity was measured. Measurements were performed in
duplicate and the data are representative of three independent experiments.

SHIP consensus-binding motif, it is likely that SHIP also plays
a role in CD84-mediated inhibition, since its mediation of neg-
ative signaling does not affect overall phosphorylation and can
involve Dok-1 recruitment (Brauweiler et al., 2000; Ono et al.,
1997). Further studieswill be needed to identify thosemolecules
that bind to Y279 and Y324 motifs in the CD84 cytoplasmic
domain.
CD84 downregulates cell activation at those IgE concentra-

tions exhibiting a high degranulation response, but not at lower
concentrations. One explanation for this could be that some
degree of activation is needed in order to elicit CD84 phos-
phorylation and signaling. It is also conceivable that it would be
biologically disadvantageous to completely suppress the func-
tions of these cells, since basophils and mast cells provide an
essential and innate protective response to bacterial infections
(Marshall, 2004). Conversely, CD84 plays a role as a costimula-
torymolecule inT cells, increasing IFNgammaandproliferation
(Martin et al., 2001; Tangye et al., 2003). Strikingly, this effect
was also apparent inSAP-deficientT cells obtained frompatients
with XLP, suggesting that CD84 can activate human T cells via a
SAP-independentmechanism (Tangye et al., 2003). An explana-
tion in support of an opposite role for this molecule, depending
on cell type subset, could be that different signalingmechanisms
andmolecules involved are triggered in basophils/mast cells and
T lymphocytes after CD84 engagement. This hypothesis is sup-
ported by data involving other members of the CD150 family
such as CD244. A positive or negative role has been assigned to
this receptor on the basis of SAP or Eat-2 expression in different
cell subsets or maturation states (Parolini et al., 2000; Veillette,
2006).
These findings not only suggest that CD84 may contribute

to variations in the secretory phenotype of mast cells, but also
reveal CD84 to represent a new player that can negatively reg-
ulate Fc�RI-dependent signaling. Its possible role in allergic
inflammation and/or other associated responses should therefore
be taken into consideration.
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