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Introduccié
1 Xenotrasplantament

El desenvolupament durant la segona meitat del segle XX de la immunologia, els
immunosupressors i les técniques quirargiques va fer que el trasplantament
d’drgans féra un tractament viable (per exemple en casos com la insuficiéncia
renal). Tanmateix, des del primer moment es va fer evident que el camp s’havia
d’enfrontar a un fort déficit de donadors d’organs. Actualment, Catalunya és lider
mundial en donacions i trasplantaments. Des del 1971 al 2009 més de 15500
trasplantaments s’han realitzat en hospitals catalans. En concret, durant el 2009
es van realitzar el 21% dels trasplantaments de I'estat espanyol. Segons dades
de I'Organitzacio Catalana de Trasplantaments al 2009 la taxa de donacions a
Catalunya era de 35,4 pmp i del 34,3 pmp a Espanya, bastant més alta que la
dels seglents paisos de la llista (EUA, Portugal, Bélgica o Franca) que estan al
voltant de 26 donacions pmp. Tot i aquests bons numeros, les llistes d’espera a
Catalunya son llargues. L'any passat, hi havia fins a 1100 persones esperant per
un trasplantament renal, 107 per un hepatic i fins a un total de 1283 persones
esperant per algun tipus de trasplantament d’érgan solid. A la gran demanda i la
limitada disponibilitat d’6rgans, s’hi ha de sumar la supervivencia funcional dels
organs. La supervivéncia dels pacients trasplantats a Catalunya oscil-la entre el
97,5% en pancrees i el 70% en pulmd durant el primer any i entre el 96,8% en
pancrees i el 40% en pulmo al cinqué any. Entremig tenim els organs trasplantats
més comuns, com ronyo, fetge i cor amb supervivéncies al cinqué any del 89%,
76% i 76%, respectivament. Per tant, els avantatges de trobar una nova font de

donacio per cobrir les necessitats d’organs son evidents.

La recerca orientada al xenotrasplantament intenta solucionar la gran falta de
cel-lules, teixits i organs pel trasplantament. El prefix xeno- en grec significa
extern i aixi doncs, podem definir el xenotrasplantament com qualsevol tipus de
trasplantament que empra cél-lules, teixits o organs d’'un donador d’espécie
diferent a la del receptor. A principis del segle XX es van realitzar algunes
temptatives de xenotrasplantament de rony6 a Francga [Princeteau G et al. 1905],
Alemanya [Unger E et al. 1910] i més tard als EUA [Neuhof H et al. 1923] amb
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donadors no primats o primats no humans per a receptors humans, tots ells
sense éxit. No va ser fins al comencament de la década dels 60 que Keith
Reemtsma va utilitzar ximpanzés com a donadors de ronyons amb cert exit, tot i
que cap pacient o empelt va sobreviure més d’'un any [Reemsta et al. 1964].
Aquests primers intents de trasplantar érgans no humans van deixar entreveure
que la resposta immunoldgica era molt més forta que la generada per

I'al-lostrasplantament, que es va consolidar com a tractament clinic.

L’exit del xenotrasplantament no només suposaria una provisiéo quasi il-limitada
de céllules, teixits i d’drgans, sin6 que el xenotrasplantament també presenta
alguns clars avantatges enfront I'al-lotrasplantament. Per exemple, el donant pot
ser manipulat geneticament per adaptar-lo al receptor, pot ser produit en unes
condicions de qualitat i control molt elevades i pot reduir costos a tot el procés. A
meés a més, també permetria el desenvolupament de noves terapies. Inicialment
es van considerar dues opcions com a fonts de donacié d’dérgans a humans: els
primats no humans i el porc. L'Us dels primers no millorava massa el problema
de disponibilitat d’6rgans perqué és dificil criar-los en captivitat. A més a més,
com som especies filogenéticament properes, el risc de transmissio d’infeccions
seria molt elevat. Per aquesta mateixa rad, també hi hauria un component étic
molt important a tenir en compte. Els avantatges de I'is de porcs com a donants
serien, la seva similitud a nivell fisiologic, l'alta taxa de reproduccio, la
disponibilitat de tecnologia per modificar-los genéticament, i el menor risc de
zoonosi. Encara que els retrovirus endogens porcins (PERVs) poden infectar
cél-lules humanes in vitro [Bach et al. 1998], no hi ha evidéncies que el teixit
porci trasplantat pugui infectar cél-lules humanes in vivo [Fishman et al. 2004]. A
meés, s’ha descrit un tipus de porc que mostra una especial dificultat per
transmetre PERVs a cél-'lules humanes [Oldmixon et al. 2002] i s’estan
desenvolupant modificacions geneétiques per tal d’inactivar-los [Ramsoondar et
al. 2009]. Per totes aquestes raons s’ha triat el porc com a donador pel

xenotrasplantament a humans [Edge et al. 1998][Auchincloss et al. 1998].

Les aplicacions xenogéniques podrien anar des del xenotrasplantament d’6rgans

solids com cor, ronyd o pulmd, a I'empelt de teixits o cél-lules com illots
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pancreatics, hepatocits, condrocits, pell i cél-lules nervioses [Edge et al.
1998][Auchincloss et al. 1998][Costa et al. 2003]. El principal obstacle per a la
seva aplicacio clinica és la forta resposta immunitaria generada pel xenoempelt,
mediada tant per mecanismes cel-lulars com humorals [Auchincloss et al.
1998][Costa et al. 2003].

Durant les dues ultimes décades, s’han fet progressos importants en el camp del
xenotrasplantament, especialment en la immunobiologia del trasplantament de
porc a primat. Aixd ha permés que s’estiguin organitzant assajos clinics per
aplicacions especifiques com el xenotrasplantament d’illots pancreatics.
Recentment, tres grups diferents han obtingut temps de supervivéncia de fins a 6
mesos en models de trasplantament d’illots pancreatics de porcs adults o
neonats a primats no humans [Cardona et al. 2006][Hering et al. 2006][Dufrane
et al. 2006]. Aquests treballs han desenvolupat estratégies de supressio
immunologica (sirolimus i everolimus) o d’encapsulacié que han servit de base
per encetar nous assajos clinics de trasplantaments d'’illots pancreatics porcins a
pacients humans diabétics. Una altra estratégia desenvolupada amb éxit és la
modificacié genética del porc donant, que és especialment interessant de cara a
disminuir o evitar el tractament del receptor. El seu objectiu és fer les cél-lules,
teixits i organs porcins més compatibles amb el receptor huma per tal d’evitar el
rebuig. Primer es van introduir via transgénesi molécules reguladores del
complement huma per combatre el rebuig hiperagut [Fodor et al. 1994][Cozzi et
al. 1995]. Posteriorment, es van desenvolupar técniques que permetien eliminar
molécules porcines per recombinaci6 homologa i transferéncia nuclear com
'antigen carbohidrat Galactosa a1,3-Galactosa o Gal a1,3-Gal (Gal), produit
ampliament en porcs perd no en humans i implicat en el rebuig [Lai et al.
2002][Phelps et al. 2003]. Per tal d’aconseguir la tolerancia del xenoempelt
també s’estan desenvolupant estratégies de quimerisme. Tot i que el quimerisme
hematopoetic a llarg termini és dificil d’aconseguir, s’ha demostrat en estudis
d’al-loempelts humans que una expressié transitoria en el donador és suficient
per permetre la supervivencia a llarg termini de I'empelt [Fudaba et al. 2006]. Per

ultim, una estrategia relacionada ha estat el co-trasplantament de ronyd porci

Pagina | 5



Estudi de les vies del TNF/TNFR2 i del CD200/CD200R en el rebuig xenogénic

amb teixit timic provinent del donador. Aquest segon teixit trasplantat genera una
tolerancia especifica en cél-lules T humanes i murines envers el donador porci
[Lee et al. 1994][Nikolic et al. 1999][Zhao et al. 1996]. Aquesta metodologia ha
permés una supervivencia de fins a 83 dies de ronyons deficients en 'antigen
Gal [Yamada et al. 2005].

1.1 Rebuig immunoloégic del xenoempelt

Hi ha tres tipus de rebuig associat al xenotrasplantament d’organs solids:

I'hiperagut, 'agut que es divideix en cel-lular i humoral, i per ultim el cronic.

El rebuig hiperagut (HAR) és el procés de rebuig més rapid, i esdevé entre
minuts i unes poques hores després de realitzar el trasplantament. S’inicia a
partir de la resposta humoral immune amb els anticossos xenoreactius naturals
preexistents en I'’hoste. Aquests anticossos estan dirigits principalment a I'antigen
carbohidrat Gal, que es sintetitzat per la a1,3-galactosiltransferasa (a1,3-GT).
Aquest enzim esta ampliament expressat en teixits porcins perd que no és
funcional ni en humans ni primats del vell mén a causa d’un canvi en el marc de
lectura i mutacions en l'estructura del gen [Galili et al. 1993][Sandrin et al.
1993][Larsen et al. 1990]. Els anticossos xenoreactius naturals es dipositen
damunt I'endoteli de I'd0rgan trasplantat causant I'activaci6 del complement,
hemorragies, trombosi, isquémia i necrosi [Auchincloss et al. 1998][Dalmasso et
al. 1992]. L'activacio del complement, que es produeix principalment a través de
la deposici6 de IgM, és el mecanisme essencial del HAR en el
xenotrasplantament de porc a huma, i més en concret la formacié del complex
C5b-9 que produeix la citdlisi [Dalmasso et al. 1992]. Durant els anys, s’han anat
desenvolupant una série d’estratégies per tal d’evitar I'activacié del complement.
Aquest mecanisme es pot inhibir sistematicament amb I'administracié del factor
de veri de cobra (CVF), l'inhibidor de complement 1 (C1-INH) o el receptor de
complement 1 soluble (sCR1), tots tres capagos d’evitar el rebuig hiperagut
[Auchincloss et al. 1998]. Tanmateix, aquests tractaments comprometen la

capacitat de combatre infeccions del sistema immune de I'hoste. En canvi, un
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tractament com [l'anticos monoclonal anti-C5, que preserva la cascada de
complement a nivell de C3, no té aquest efecte perjudicial i també és capag de
prolongar la supervivéncia dels cors de rata i porc perfusionats ex vivo amb
serum huma [Rollins et al. 1995]. En qualsevol cas, gracies a la I'enginyeria
genetica es va dirigir la recerca cap a la inhibicié de I'activacié del complement a
nivell local a través de I'expressio de proteines reguladores de complement
humanes en porcs transgénics. La funcié de les proteines reguladores del
complement és bastant especifica d’especie i per tant es va hipotetitzar que les
proteines reguladores porcines no serien capaces de regular eficagment
I'activacio del complement huma [Auchincloss et al. 1998]. Primer, es va
aconseguir l'expressio transgénica del CD59 huma, una glicoproteina de
membrana que regula la formacié del complex d’atac de membrana del
complement [Fodor et al. 1994]. Un altre exemple és la glicoproteina CD55,
també coneguda com a DAF, que un cop unida a les proteines del complement a
nivell de convertases C3 i C5 talla la cascada del complement i evita el dany en
les célllules de I'hoste. Emprant aquesta estratégia, es va aconseguir una
supervivéncia major dels xenoempelt en diferents models de trasplantament de
porc a huma [Sun et al. 2005]. Perd com la proteccié contra el rebuig humoral no
era total, es van assajar altres estrategies enfocades a disminuir la antigenicitat
del donador. Es van testar diferents enzims, entre ells la a1,2-fucosiltransferasa
o H-transferasa (HT), que competeix amb la a1,3-GT i causa la disminuci6é de
I'epitop Gal. Amb aquesta aproximacio es va reduir la reactivitat dels anticossos
naturals i la citolisi mediada pel serum huma [Sandrin et al. 1995][Sharma et al.
1996][Costa et al. 1999a]. El proper pas fou la combinacié de les dues
estrategies, es va comprovar que la combinacié de I'expressido de hCD59 i HT
augmentava l'efecte protector que tenien per separat [Costa et al. 1999b][Costa
et al. 2002a). Finalment I'antigen Gal va ser eliminat per recombinacié homologa
del gen de la a1,3-GT i transferéncia nuclear [Lai et al. 2002][Phelps et al. 2003].
Gracies a aquest Knockout (Gal KO), els ronyons de porc trasplantats en

babuins es van mostrar resistents al HAR [Chen et al. 2005].
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El rebuig agut del xenotrasplantament t¢ un component cel-lular i un component
humoral. El cel-lular (ACXR) apareix als pocs dies d’haver-se dut a terme el
trasplantament i s’observa tant als xenoempelts vasculars com als avasculars. El
rebuig cel-lular del xenoempelt és més intens que el que provoca l'al-loempelt
[Brouard et al. 1999][Porter et al. 2005] i hi intervenen limfocits T CD4+ i CD8+
[Ashton-Chess et al. 2003][Davila et al. 2006]. Es coneix millor el component
cel-lular en el rebuig de cél-lules i teixits xenogenics perqué és el predominant.
En estudis on s’injectaven illots pancreatics porcins en el fetge de babuins no
immunodeprimits (via vena porta), el rebuig apareixia als pocs dies amb un patré
histologic caracteritzat per un infiltrat cel-lular amb macrofags i limfocits T. Quan
es bloquejava l'activacio dels limfocits T, s’aconseguia una llarga supervivéncia
dels illots porcins [Cardona et al. 2006][Hering et al. 2006]. Resultats similars
s’han obtingut en un model de xenotrasplantament de cartilag porci a ratoli
[Costa et al. 2003]. Depenent del tipus cel-lular del donant implicat en el
trasplantament pot haver variacions en els mecanismes de rebuig. S’han realitzat
diversos estudis per trobar el mecanisme concret pel qual els organs
vascularitzats provoquen un rebuig cel-lular. Aquests estudis es basen en
cocultius de cél-lules endotelials (PAEC) amb cél-lules humanes mononucleades
de sang periférica o limfocits purificats. Els resultats mostren com la major part
d’interaccions moleculars del reconeixement immune mediat per limfocits T estan
preservades. Aquest és el cas dels SLA | i Il (antigens majors
d’histocompatibilitat porcins), que tenen capacitat per activar directament els
limfocits T humans a través del TCR [Auchincloss et al. 1998][Murray et al.
1994][Rollins et al. 1994]. En relacio als senyals de coestimulacio, el CD28 huma
s’uneix al CD86 porci i esdevé un dels principals mecanismes coestimuladors
emprats per I'endoteli per tal d’activar els limfocits T humans [Murray et al. 1994].
En canvi, la via CD40-CD154 sembla menys essencial [Lee et al. 2000], si bé no
es coneix tan bé com participa. Malauradament, la immunosupressié a través
d’inhibidors de la calcineurina no és efectiva per la via del CD28 [June et al.
1987]. S’han desenvolupat algunes combinacions terapeutiques amb molécules
implicades en aquest procés, com el CD152lg i bloquejant el CD154, perd només

aconsegueixen retardar el rebuig del cor trasplantat en un model concordant de
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rata a ratoli [Lehnert et al. 2001]. En canvi, en xenoempelts avasculars com els
illots pancreatics, es pot aconseguir una supervivéncia indefinida bloquejant el
CD28 i el CD40 [Lehnert et al. 2001]. També s’ha considerat la generacio de
limfocits T reguladors, ja que estudis recents mostren com els limfocits T humans
CD4+ CD25+ poden suprimir la resposta cel-lular xenogénica, inhibint la
proliferaciéo de limfocits T CD4+ CD25-, la produccié de citoquines i I'activitat
citolitica [Porter et al. 2005]. Tanmateix I'administraci6 d'una forta
immunosupressio és capag d’evitar l'infiltrat cel-lular en I'érgan trasplantat, i
perllongar la supervivéncia del xenoempelt, perd no pot evitar el rebuig humoral
[Tseng et al. 2005][Ashton-Chess et al. 2003].

El rebuig agut humoral (AXHR) sorgeix en un periode que va des de dies fins a
mesos després de I'operacié de trasplantament. Es caracteritza per un infiltrat de
macrofags i célllules NK, i una activacié de I'endoteli de tipus Il que promou
hemorragies i trombosi intravascular [Auchincloss et al. 1998]. Fins al moment, el
rebuig agut humoral és el més complicat d’evitar. La majoria de dades
recopilades sobre aquest tipus de rebuig s’han obtingut gracies a estudis de
trasplantament d’oérgans solids de porcs donadors transgénics que expressaven
el CD55 huma i babuins o micos cynomolgus com a receptors. Aquesta
modificacid, combinada o no amb I'expressio de CD59 huma, a part d’evitar el
HAR també ajuda davant el rebuig agut humoral [Buhler et al. 2001]. El
complement segurament participa a diferents nivells en aquest tipus de rebuig ja
que es coneix que els seus components tenen multiples funcions en el curs de la
resposta inflamatoria [Dunkelberger et al. 2010]. S’ha vist també que els
anticossos anti-Gal participen en aquest tipus de rebuig [Lin et al.
2000][Kozlowski et al. 1999], tot i que el seu grau de participacié no esta clar
encara. El trasplantament heretotopic de cor Gal KO, combinat amb una
immunosupressio forta, mostra un temps de supervivencia relativament llarg
entre 2 i 6 mesos en babuins trasplantats, tot i aixi els 6rgans acaben sent
rebutjats. En aquest escenari de rebuig, s’han detectat altres tipus d’anticossos
presents [Tseng et al. 2005]. De fet, s’ha observat que el sérum huma té certa

reactivitat enfront cél-lules porcines Gal KO, suggerint la preséncia d’anticossos
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naturals amb especificitat diferent a Gal [Hara et al. 2006]. Per tant, els
anticossos anti-carbohidrat no Gal sén també objecte d’estudi per aconseguir
una supervivencia més prolongada [Tseng et al. 2005][Chen et al.
2005][Doménech et al. 2003].

En condicions in vitro, les célllules porcines tendeixen a coagular la sang
humana degut a una incompatibilitat parcial entre els reguladors de la coagulacié
porcins i les proteines humanes o de primats no humans [Cowan et al.
2007][Shrivastava et al. 2007][Robson et al. 2000][Siegel et al. 1997]. En un
estudi de Kuwaki et al. [Kuwaki et al. 2005] amb cors Gal KO es va aconseguir
un temps de supervivéncia llarg, pero al final, 'empelt deixava de ser funcional a
causa de microangiopaties trombotiques. Contrarestar les incompatibilitats del
sistema de coagulacido podria beneficiar a la funcid del xenoempelt. De fet,
'expressio transgénica de molécules reguladores de la trombosi, com el CD39
huma, s’ha mostrat eficag protegint contra la trombosi els illots murins
perfusionats amb sang humana [Dwyer et al. 2004][Dwyer et al. 2006]. En aquest
moment s’estan desenvolupant estratégies d’enginyeria genética per determinar

el seu efecte en el xenotrasplantament d’drgans solids.

Per ultim, lesions compatibles amb un rebuig cronic només s’han observat en
uns pocs organs després de llargs temps de supervivéncia i els mecanismes

involucrats encara no estan clars [Kuwaki et al. 2005].

1.2 Immunitat innata i xenotrasplantament

Diversos estudis han mostrat una relacié directa entre la resposta immunitaria
innata i el rebuig del xenoempelt. En models de xenotrasplantament discordant
de porc a rata, les cél-lules NK i els macrofags contribueixen activament al rebuig
agut humoral [Xia et al. 2000]. En un escenari de xenotrasplantament de porc a
primat no huma, el rebuig agut no es pot controlar amb una immunosupressié
anti-limfocits T [Chen et al. 2005]. De fet, I'd0rgan rebutjat presenta un infiltrat
cel-lular format majoritariament per macrofags i en menor mesura per cél-lules
NK [Kobayashi et al. 1997].
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Les céllules NK humanes maten les cél-lules porcines per mecanismes
dependents i independents d’anticos [Artrip et al. 1999]. En concret, s’han
involucrat els receptors de cel-lules NK humanes NKG2D i NKp44 en la
citotoxicitat enfront cel-lules endotelials porcines [Forte et al. 2005]. També s’ha
descrit que el CD86 porci activa les cél-lules NK humanes a través d’'una variant
del CD28 [Costa et al. 2002b]. Una de les aproximacions dissenyades per evitar
aquesta citotoxicitat fou I'expressié de la molécula quimerica hCD152-hCDS59 en
cél-lules porcines [Costa et al. 2002b]. Aquesta es va correlacionar amb una
reduccid de l'accessibilitat al CD86 porci i de la susceptibilitat a la lisi mediada
per célllules NK humanes en absencia de sérum. A més, la coexpressio
d’aquesta molécula quimérica amb HT condueix a una proteccié quasi completa

enfront aquest tipus de citotoxicitat [Costa et al. 2002b].

Els mondcits/macrofags estan presents des dels primers estadis del rebuig del
xenoempelt [Goodman et al. 1997][Davila et al. 2006][Ashton-Chess et al.
2003][Goddard et al. 2002]. La primera vegada que es va descriure la seva
implicacié en el rebuig xenogénic va ser gracies a estudis d’empelts cardiacs de
hamsters a rates i seguidament a models de trasplantament de porc a babui
[Hancock et al. 1993][Candinas et al. 1996][Lin et al. 1997a][ltescu et al. 1998].
Tots dos models mostraven que la poblacié majoritaria de l'infiltrat cel-lular son
els macrofags, com també s’observava en el rebuig d’illots pancreatics porcins
[Wallgren et al. 1995]. La seva participacio directa en el rebuig dels illots es va
confirmar en el model de ratoli NOD mitjangcant un tractament amb clodronat [Fox
et al. 1998]. En el cas del xenotrasplantament d’organs, també hi ha evidencies
de la seva contribucidé ja que la deplecié dels macrofags en el pulmé donador
porci augmenta 6 cops el temps de supervivéncia [Cantu et al. 2006]. Tanmateix,
els mecanismes pels quals els macrofags reconeixen i destrueixen el xenoempelt
encara no estan del tot clars. Els treballs fets fins ara indiquen que la infiltracio
de cellules del sistema immunitari innat precedeix la infiltracié de limfocits T. Per
tant, en resposta a cél-lules diana xenogéniques, els macrofags construeixen una
primera resposta local innata que atrau limfocits T i amb la seva ajuda
destrueixen el xenoempelt [Yi et al. 2003][Fox et al. 1998][Fox et al. 2001]. Els
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macrofags poden ser activats per mecanismes de rebuig del xenoempelt
dependents d’anticossos i de complement a través dels receptors especifics. A
més a més, els macrofags humans poden reconéixer directament cél-lules
porcines. Estudis in vitro mostren com els mondcits humans i les cel-lules
dendritiques (DC) s’uneixen a l'endoteli porci i l'activen [Goodman et al.
1997][Kwiatkowski et al. 1999] . A més a més, el contacte de I'endoteli porci amb
els monocits humans fa que aquests també s’activin [Manna et al. 2002]
[Greenwald et al. 2009]. En el cas de les DC, despres del reconeixement
mostren un increment de CD40, CD54, CD80 i CD86 a la superficie cel-lular, i
una produccié de IL-12p70 i TNFa [Manna et al. 2001]. Els lligands i receptors
implicats en aquest procés no estan molt clars, si bé hi ha molécules d’adhesio
com VCAM-1 i ICAM-1 que participen en la uni6 a la cél-lula [Manna et al. 2001].
La via principal d’activacié perd, podria ser el reconeixement de carbohidrats,
com a través de la galectina-3. Aquesta lectina, produida pels monocits humans,
activaria tant I'endoteli porci com els monocits humans mitjangant la seva uni6
amb l'antigen Gal [Jin et al. 2006][Greenwald et al. 2009]. A més, s’ha descrit
que la molecula SIRP-a humana, expressada pels macrofags i que interactua
amb CD47, no és compatible amb el lligand porci [Ide et al. 2007][Wang et al.
2007a]. Normalment aquesta interaccid evita la fagocitosi de cel-lules autdlogues
i quan manca provoca que no esdevingui la senyal inhibidora de fagocitosi. Per
aquesta rao, es va expressar el CD47 huma en cél-lules porcines, atenuant la

fagocitosi provocada per macrofags humans [Ide et al. 2007][Wang et al. 2007a].

Les citoquines i quemoquines també estan implicades en el rebuig, ja que moltes
d’elles funcionen en I'escenari d’'un trasplantament de porc a home. La més
rellevant de totes és el TNFa, produida principalment per cél-lules NK i
macrofags. Mitjangant estudis de trasplantament en petits animals s’ha provat la
implicacié del TNFa en el AHXR [Lin et al. 1997b][Costa et al. 2004]. Tant el
TNFa huma com el porci, poden activar I'endoteli porci elevant I'expressio de
molécules d’adhesio com VCAM-1, ICAM-1 i E-selectina, o els SLA i ll i en

consequencia amplificar el rebuig mediat per cél-lules [Costa et al. 2004].
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2 Via TNF/TNFR

Els membres de les superfamilies del factor de necrosi tumoral (TNF) i del
receptor del TNF (TNFR) estan en bona part relacionats amb el manteniment
de 'homeostasi del sistema immune i per tant s’expressen majoritariament en

cel-lules immunitaries.

L’activacié dels diferents membres de la superfamilia del TNFR, a través dels
seus lligands, afecta a la proliferacié cel-lular, supervivéncia, diferenciaci6 i
apoptosi de ceél-lules responedores. Les funcions bioldogiques d’aquestes
superfamilies son molt variades. Comparteixen efectes beneficiosos i protectors
en inflamacié i defensa de lI'hoste i a més, tenen un paper important en
organogenesi. Tanmateix, també sén responsables dels efectes nocius en

sépsia, caquéxia i malalties autoimmunes.

Alguns lligands tenen multiples receptors, com TRAIL o RANKL, mentre alguns
receptors tenen multiples lligands com els propis receptors de TNFa. Pero
normalment, tenen en comu que les interaccions entre lligand i receptor son
molt especifiques i d’alta afinitat [Locksley et al. 2001]. A més, al contrari del
que pot semblar, la major part de combinacions de lligand/receptor té una
funcid propia i poc redundant [Hehlgans et al. 2005]. En humans hi ha
actualment més de 40 membres descrits d’aquestes superfamilies TNF/TNFR
(taula 1). En la figura esquema Il es presenten les combinacions més

conegudes.

Taula I. Membres de les superfamilies TNF/TNFR.

TNFSF lligand Noms comuns de lligands | TNFRSF receptor Noms comuns dels receptors
TNFSF1 Limfotoxina a/TNFB TNFRSF1A TNFR1
TNFRSF1B TNFR2
TNFRSF14 HVEM
TNFSF2 TNFSF2 TNF/TNFa TNFRSF1A TNFR1
TNFRSF1B TNFR2
TNFSF3 Limfotoxina a1B2 TNFRSF3 LTBR
TNFSF4 OX40L TNFRSF4 0X40/CD134
TNFSF5 CD40L/CD154 TNFRSF5 CD40
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TNFSF6 FasL TNFRSF6 Fas
TNFRSF6B DcR3

TNFSF7 CD27L/CD70 TNFRSF7 CD27

TNFSF8 CD30L/CD153 TNFRSF8 CD30

TNFSF9 4-1BBL TNFRSF9 4-1BB/CD137

TNFSF10 TRAIL/Apo2-L TNFRSF10A TRAILR1/DR4
TNFRSF10B TRAILR2/DR5
TNFRSF10C TRAILR3
TNFRSF10D TRAILR4
TNFRSF11B OPG

TNFSF11 RANKL TNFRSF11A RANK
TNFRSF11B OPG

TNFSF12 TWEAK TNFRSF12A TWEAKR/Fn14

TNFSF13 APRIL TNFRSF13B TACI
TNFRSF17 BCMA

TNFSF13B BAFF/BLys TNFRSF13B TACI

TNFSF20 TNFRSF13C BAFFR
TNFRSF17 BCMA

TNFSF14 LIGHT TNFRSF3 LTbR
TNFRSF6B DcR3
TNFRSF14 HVEM

TNFSF15 VEGI/TL1A TNFRSF6B DcR3
TNFRSF12 TRAMP/DR3

TNFSF18 GITRL/AITRL TNFRSF18 GITR/AITR

Cap EDA1 Cap EDAR

EDA2 TNFRSF27 XEDAR
Cap NGF(no TNFSF) TNFRSF16 NGFR/p75NTR
proNGF (no TNFSF)

Cap Desconegut TNFRSF19 TROY

Cap Desconegut TNFRSF19L RELT

Cap Desconegut TNFRSF21 DR6
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Figura esquema Il. Superfamilies TNF/TNFR. Els lligands es mostren en color blau.
Les fletxes indiquen interaccio. La regid extracel-lular dels receptors esta marcada en
gris amb els corresponents CRD. Els dominis de mort es mostren amb cilindres
vermells. Tots els altres receptors uneixen adaptadors de TRAF per desencadenar el
senyal. [Hehlgans et al. 2005].

2.1 Lligands de la superfamilia TNF

Els lligands de la superfamilia del TNF son proteines de membrana de tipus |l
amb l'extrem N-terminal a la regio intracel-lular [Bodmer et al. 2002]. Els
lligands son bioldgicament actius quan s’organitzen en forma de trimers a
través d’'una unié no covalent [Peschon et al. 1998a]. Aquest tipus de proteines
tenen entre un 20 i un 30% d’homologia en el punt d’interaccio responsable de
'organitzacio de [l'estructura terciaria en trimers. Aquest domini conservat
d’aproximadament 150 aminoacids es localitza a lI'extrem C-terminal i es
denomina domini amb homologia a TNF (THD). Cada TDH esta format per
cadenes B, conservades entre tots els membres, i diversos loops amb una
topologia estandard de jellyroll [Jones et al. 1989][Eck et al. 1989][Eck et al.
1992][Karpusas et al. 1995][Cha et al. 1999][Mongkolsapaya et al.
1999][Hymowitz et al. 1999]. Aquests lligands, un cop trimeritzats, tenen una
estructura en forma de campana invertida que en unir-se al receptor queda
abragada per les tres cares de la base formant un complex simétric 3:3 (Figura

esquema lll). L'estructura externa té poca homologia per poder unir-se de

Pagina | 16



Introduccio

forma especifica a cada receptor [Eck et al. 1989][Loetscher et al. 1993][Fesik
et al. 2000].

Figura esquema lll. Model estructural del TNF en forma de trimers unit a un receptor

trimeric. El TNF es mostra en vermell i la regié d’unié del receptor en blau.
La major part d’aquests lligands es sintetitzen com a proteines inserides a la
membrana i son alliberats en forma soluble per protedlisi especifica. Alguns
lligands, com el TNFa, sén actius tant en la forma transmembrana com també
en la soluble. La seva alliberacié es produeix mitjangant un tall proteolitic
realitzat per metal.loproteases de matriu (MMP) que pot ser induit per diferents
estimuls. Altres lligands perden bona part de la seva activitat quan sén
proteolitzats, com és el cas de FasL quan és trencat per la matrilisina (MMP-7)
[Bodmer et al. 2002]. També hi ha lligands que només s’expressen de forma
soluble com la Limfotoxina a. De fet, el seu extrem N-terminal s’assembla a un
péptid senyal i la seva transformacié a forma soluble és extremadament

eficient.

La pérdua de regulacié d’alguns lligands d’aquesta superfamilia com el TNFa,
el CD40L o el FasL té greus consequencies en els processos de tolerancia
immunitaria, com s’ha descrit ampliament [Vassalli et al. 1992][Siegel et al.
2000][Burkly et al. 2001]. Aixi, alteracions en les seves vies contribueixen al
desenvolupament de malalties autoimmunes i inflamatories, com [lartritis
reumatoide, el lupus eritematds sistemic, la malaltia intestinal inflamatoria, la
diabetis de tipus I, I'esclerosi multiple, la sépsia, etc [Mackay et al. 2002]. Un
altre exemple de lligand que es troba en forma soluble o ancorat a la

membrana és BAFF. La seva sobreexpressié en un model muri transgénic
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produeix una hiperplasia de ceélllules B, una produccié d’autoanticossos
incrementada i una fallada del ronyons, un fenotip similar al lupus [Mackay et
al. 1999][Khare et al. 2000][Gross et al. 2000]. De fet, es troba incrementat en
sérum de pacients de lupus o sindrome de Sjorgen en correlaci6 amb els
nivells d’anticossos autoreactius [Cheema et al. 2001]. La desregulacié de
LIGHT, un altre dels lligands que té funcions de coestimulacié (en aquest cas a
limfocit T), provoca la perdua de tolerancia. Tanmateix, altres lligands com
TRAIL, 4-1BBL i CD30L o el propi TNFa, tenen papers contradictoris segons el
tipus cel-lular afectat. Poden induir senyals de mort per un costat o de
supervivéncia i/o proliferacid en altres situacions o promoure l'activacié de
limfocits T reguladors en comptes de limfocits efectors [Mackay et al.
2002][Hehlgans et al. 2005].

2.2 Receptors de la superfamilia TNFR

Els receptors de la superfamilia del TNFR sén proteines de membrana amb
una regié extracel-lular que conté dominis rics en cisteines (CRD). La gran
majoria son proteines transmembrana de tipus | (extrem N-terminal
extracel-lular), perd alguns d’ells com BCMA, TACI o XEDAR son de tipus lli
(sense péptid senyal) i fins i tot n’hi ha algun soluble (DcR3 i OPG) [Bodmer et
al. 2002]. Els CRD sbén el tret distintiu d’aquesta superfamilia i consisteixen en
pseudorepeticions de 40 aminoacids definides per 3 ponts disulfur generats per
6 residus de cisteina altament conservats [Smith et al. 1994]. Hi ha una variacié
significativa en el nombre de CRD dels diferents membres de la superfamilia,
des del BAFFR amb un CRD parcial, passant pel TNFR1 i el TNFR2 amb
quatre, fins arribar al CD30 amb sis CRD [Bodmer et al. 2002]. Els receptors
tenen dos regions de contacte principals amb el lligand. La primera correspon
al segon CRD que interacciona a una zona hidrofobica amb un residu de
tirosina bastant conservat als lligands (critic per la uni6 de TNF, LTa, FasL o
TRAIL). La segona correspon a una regido més polar a cavall entre el final del

segon CRD i el principi del tercer [Bodmer et al. 2002].
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Alguns receptors com Fas, TNFR1 o TNFR2 es preassemblen a la superficie
cel-lular abans de la unié amb el seu lligand [Chan et al. 2000]. Ho fan a través
de la regié anomenada PLAD, que esta situada en el primer i més extern dels
CRD. Les interaccions que succeeixen a la regi6 PLAD son especifiques i
només permeten la formacié d’homotrimers. Tot i aixi, s’ha demostrat que
situar el PLAD del TNFR1 en el TNFR2 permet la formacié de receptors
heterotrimérics [Chan et al. 2000]. A més a més, alguns d’ells sén tallats de la
superficie i/o expressats directament com isoformes solubles amb capacitat
d’unir el lligand, com el TNFR2, 4-1BB i el Fas. En general, la generacié de
receptors solubles es correlaciona amb el nivell d’expressio del receptor de
membrana. Aquest podria ser un mecanisme que serviria per antagonitzar
I'estimulacio del receptor induida pel lligand [Heaney et al. 1996] [Hehlgans et
al. 2002].

L’activacioé del receptor a través dels lligands de la familia del TNFa provoca el
reclutament de diferents proteines adaptadores que activen multiples vies de
transduccié de senyal. Els receptors de la superfamilia del TNF es poden
classificar en tres grups basant-se en la seva sequéncia intracel-lular [Dempsey
et al. 2003]. El primer grup inclou Fas (CD95), TNFR1, TRAIL-R1/DR4, TRAIL-
R2 /DR5, TRAIL-R4/DcR2, TRAMP/DR3 i EDAR, i contenen els dominis de
mort (DD) en les seves regions citoplasmatiques. L’activacié d’aquests
receptors provoca un reclutament d° adaptadors amb dominis de mort
intracel-lulars com FADD o TRADD [Chinnaiyan et al. 1996][Kischkel et al.
2000]. Aquestes molecules tenen la capacitat d’activar la cascada de caspases
i consequentment induir apoptosi. El segon grup inclou entre d’altres el TNFR2,
CD27, CD30, CD40, LTBR, OX40, 4-1BB, BAFFR, BCMA i RANK. Aquets
subgrup de receptors contenen en el seu domini citoplasmatic motius
d’'interaccié per factors TRAF que s’anomenen TIM. L’activacié dels TIM
provoca el reclutament de membres de la familia TRAF i la consequent
activacié de vies de transduccié de senyal com NF-kB, JNK, p38, ERK i PI3K
[Dempsey et al. 2003]. A la figura esquema IV es resumeixen aquests

processos més comuns de funcionament d’aquestes superfamilies. El tercer
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grup inclou els receptors TRAIL-R3/DcR1, DcR3 i OPG que no contenen motius
senyalitzadors, perd que poden competir amb els membres dels altres dos

grups pels corresponents lligands [Hehlgans et al. 2005].

| Unita membrana ‘
e = |
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TRAF bioquimiques

Figura esquema IV Esquema general de les interaccions entre lligands i receptors de

la superfamilia del TNF [MacEwan et al. 2002].

— @O

S’han descrit quatre tipus de desordres genétics que comporten I'alteracié de la
interaccié de lligand/receptor per mutacié de receptors d’aquesta superfamilia
[Locksley et al. 2001], i que per tant poden donar informacié clau de les seves
funcions. El sindrome limfoproliferatiu autoimmune (ALPS) esta relacionat amb
I'alteracié de la interaccio Fas-FasL. Els casos més comuns son per proteines
Fas defectuoses que tot i unir-se a FaslL, han perdut la capacitat de transmetre
senyal. El resultat és I'afectacio del procés d’apoptosi amb un excés d’expansid
limfocitaria i autoimmunitat. ElI sindrome periddic associat al receptor del TNF
(TRAPS) implica un processament incorrecte del TNFR1, que afecta la
interaccid amb el TNF i provoca un augment dels seus efectes proinflamatoris.
La displasia ectodermal anhidroética (EDA) pot estar causada per un canvi en el
lligand o en el receptor i involucra les proteines EDA-EDAR. Per ultim la

ostedlisis familiar expansiva (FEQO) es relaciona amb un canvi en el péptid
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senyal de RANK que provoca lesions litiques en els ossos [Locksley et al.
2001].

2.3 Viadel TNF
2.3.1 Factor de Necrosis Tumoral (TNFa)

El TNFa va ser identificat per primera vegada com a producte de limfocits i
macrofags amb capacitat per llisar certs tipus de cél-lules, especialment les
tumorals [Granger et al. 1969][Carswell et al. 1975]. Uns anys després, es va
clonar el cDNA huma [Gray et al.][Pennica et al.]. El gen huma es va localitzar
en el brag curt del cromosoma 6, 6p23-6q12, a prop del locus HLA-B [Nedwin
et al. 1985]. Té una llargaria de 3,6 kb i conté 4 exons, I'Ultim dels quals codifica
per meés del 80% de la proteina soluble. El transcrit primari t€ una mida de 2762
nucleotids i codifica per una proteina precursora de 233 aminoacids. El TNFa
s’expressa com a proteina transmembrana de 26 kDa, perod pot ser tallada de la
superficie cel-lular per metal-loproteases com TACE, que alliberen una forma
soluble de 17 kDa [ldriss et al. 2000]. En tot cas, la seva forma biologicament
activa és com homotrimer (52 kDa per la forma soluble). Cada monomer conté
dues lamines B plegades i cadascuna conté 8 cadenes [ antiparal-leles en

disposicio jellyroll en I'extrem N-terminal (Figura esquema V).

El TNFa és una citoquina molt potent i pleiotropica produida majoritariament
per macrofags i mondcits activats, perd també per moltes altres cél-lules com
limfocits T i B, cél-lules NK, mastocits, neutrofils, microglia, cel-lules tumorals i
fibroblasts [Matthews et al. 1981][Vassalli et al. 1992]. Entra en el torrent
sanguini i pot alterar la biologia de teixits distants, o funcionar com a factor
paracri actuant localment. El rol principal del TNFa és la regulacio de les
cél-lules immunitaries per combatre les infeccions bacterianes i parasitaries
[Hehlgans et al. 2005]. Concordant amb al seu important paper com mediador
inflamatori i de resposta a la infeccid, es secreta en resposta a molts estimuls

que inclouen molécules microbianes amb patrons de repetici6 com LPS,
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peptidoglica o DNA bacteria, i citoquines com les IL-1 o el mateix TNFa
[Spriggs et al. 1992][Tracey et al. 1994]. La seva tasca antimicrobiana compren
multiples mecanismes. Un dels més coneguts és estimular el reclutament dels
leucocits mitjangant la induccid de quemoquines i molécules d’adhesi6 a
'endoteli i teixits afectats. També activa directament els neutrofils, macrofags i
limfocits per facilitar la fagocitosi, I'esclat oxidatiu i reforcar la resposta clonal
del limfocit T [Locksley et al. 2001][Hehlgans et al. 2005] [Kim et al. 2006]. En
condicions concretes, el TNF indueix mort cel-lular per apoptosi i fins i tot en
alguns casos per necrosi. Tanmateix, en altres condicions pot pel contrari
estimular la proliferacié cel-lular, diferenciacié, tumorogénesi i replicacié viral
[Locksley et al. 2001]. Juga un paper fonamental en la iniciacio de la resposta
inflamatoria [Hehlgans et al. 2005]. A nivell sistémic produeix febre, hipotensio i
xoc en situacions agudes i caquéxia com a resultat d’exposicio cronica. La seva
potent activitat bioldgica explica el perill que comporta a nivell de dany tissular
quan es produeix en excés. Aixi, esta implicat en nombrosos desordres com
I'artritis reumatoide, 'asma, el xoc séptic o les febres hemorragiques [Locksley
et al. 2001]. Més endavant en aquesta seccié parlem en més detall de la seva

participacid en alguns processos patologics i en trasplantament.

Figura esquema V Estructura cristal-litzada del TNF-a .Basada amb les dades de Eck
& Sprang [Eck et al. 1989]
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2.3.2 Receptors de TNF

El TNFa i la LTa (també anomenada TNFB) s’'uneixen especificament a dos
receptors, el TNFR1 (p55TNFR, CD120a) i el TNFR2 (p75TNFR,CD120b).
Ambdds receptors sén glicoproteines que tenen quatre dominis rics en
cisteines en el seu domini extracel-lular i compten amb una homologia entre
ells del 28%. Tots dos contenen una sola regié transmembrana i dominis
intracel-lulars sense cap tipus d’homologia entre ells. La majoria de cel-lules
expressen els dos tipus de receptors, si bé tenen diferents mecanismes de
regulacio. L'expressio del TNFR1 és constitutiva i de baix nivell en la majoria de
teixits. En canvi el TNFR2 s’expressa principalment a les ceél-lules del sistema
immunitari i a 'endoteli i es regula a nivell transcripcional i post-transcripcional

per estimuls externs [Thoma et al. 1990] [Brockhaus et al. 1990].

Els dos receptors poden ser activats pel TNFa de membrana, perd el TNFa
soluble senyalitza amb més eficacia a través del TNFR1 [Grell et al. 1995][Grell
et al. 1998a]. La constant d’afinitat del TNFR1 pel TNFa soluble és molt
elevada (Kp= 1.9 10" M), mentre que la constant pel TNFR2 és una mica
inferior (Ko = 4.2 107'° M). Aquest ordre de magnitud de diferéncia és degut a
'elevada estabilitat del complexe TNFa-TNFR1 en comparacié amb la
interaccido més transitoria del TNFR2 [Grell et al. 1998a]. Diversos estudis han
comprovat que la cinética d’associacido del TNFR2 és rapida, de l'ordre de
nanomolar, i que la seva cinética de dissociacié és aproximadament entre 20 i
30 cops més rapida que la del TNFR1 [Grell et al. 1998a]. Aixd implica diferents
cinétiques d’activacié i modalitats de cooperacio dels dos receptors. A baixes
concentracions de TNFa soluble, el TNFR2 funciona principalment facilitant
I'arribada del TNF a les cél-lules i es transfereix al TNFR1 per senyalitzar. En
canvi, en un contacte cel-lula amb cel-lula, el TNFa unit a la membrana té la
capacitat d’'induir un potent senyal fent servir els dos tipus de TNFR [Grell et al.
1995]. Els dos receptors també poden contribuir a generar senyal en una
situacio d’alta concentracidé de TNFa soluble, com és el cas de condicions

experimentals de 10 ng/ml (58 nM).
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Un altre aspecte a tenir en compte son els canvis que la unié del TNFa provoca
en el propi receptor. A curt termini, el TNFa causa la disminucio dels seus
receptors en la membrana plasmatica de forma dependent de temps i dosi.
Aquesta modulacio és el resultat de la disminucié del nombre de receptors en
membrana, sense que hi hagi un canvi en la seva afinitat. S’ha demostrat que
el TNFR1 s’internalitza després de la seva unio amb el TNFa. En diverses linies
cel-lulars, la internalitzacié del TNFR1 a vesicules endocitiques és requisit per
la induccié d’apoptosi, generacié de ROS i activacié de certes quinases, pero
no és necessaria per I'activacié de NF-kB [Schutze et al. 2008]. Pel contrari, la
incubacio amb TNFa comporta la protedlisi del TNFR2 de la superficie cel-lular
gracies a un senyal transmés pel TNFR1 [Higuchi et al. 1994]. El resultat
d’aquest mecanisme és la produccid de receptors solubles amb funcions
neutralitzants [Wallach et al. 1991]. Per tant, la unié del TNFa als seus
receptors porta a curt termini a la desensitivitzacio de la cél-lula al TNF per una
davallada dels receptors a la membrana plasmatica i 'alliberacié de receptors
solubles que poden competir pel TNFa amb els receptors romanents a la
superficie [Heaney et al. 1996]. De fet, el TNFR1 també dona lloc a receptors
solubles per protedlisi, encara que per estimuls diferents. S’han identificat la
histamina, sequéncies CpG de DNA bacteria, la molécula de membrana ARTS-
1 i els ésters de forbol com agents promotors de la seva proteolisi [Cui et al.
2002] [Wang et al. 2003] [Jin et al. 2000].

Els mecanismes de transduccié de senyal sén un altre nivell de regulacié de
'accié del TNFa. Els resumim a la figura esquema VI. Tot i que els dominis
intracel-lulars del TNFR1 i el TNFR2 tenen poques similituds, comparteixen la
funcié d’activar NF-kB. En canvi, una diferéncia important entre els dos TNFR
és la preséncia d’'un domini de mort DD al TNFR1 i la seva abséncia al TNFR2.
La senyalitzacié a través de TNFR1 inicia la majoria de les funcions biologiques
del TNFa. Es complexa i pot desencadenar tant la mort cel-lular com la
supervivéncia. Un cop esdevé la unié entre lligand i receptor, hi ha canvis
conformacionals que alliberen SODD (silenciador dels DD). Aquest fet permet
'agregacié del receptor amb les proteines adaptadores i la formacié de

diversos complexes senyalitzadors intracel-lulars [Jiang et al. 1999][Wilson et
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al. 2009]. El complex del DD amb FADD anomenat DISC es forma en el
compartiment dels endosomes i inicia la cascada d’activacidé de caspases i
I'apoptosi [Schneider-Brachert et al. 2004] [Wilson et al. 2009]. EI complex | es
produeix per la uni6 de TRADD al receptor inserit a la membrana plasmatica i
recluta la proteina adaptadora TRAF2 amb qui interaccionen molécules com
NIK, RIP1 i ASK1. Aquestes desencadenen l'activacié de NF-kB, JNK i p38
MAPK, que estimulen la transcripci6 de gens involucrats en senyals
proinflamatoris, d’apoptosi i de supervivéncia [Wilson et al. 2009]. Associades a
TRAF2 també es troben les proteines clAP1 i 2, que tenen un paper inhibidor
de I'apoptosi [Silke et al. 2010]. La localitzacio dels complexos s’ha estudiat fent
servir un TNFR1 mutat en el domini responsable de la internalitzacid. La seva
uni6 a TNFa condueix a l'abséncia de reclutament de TRADD, FADD i
caspasa-8 per formar el DISC i per tant, a una reduccié significativa de
'apoptosi induida per TNF [Schneider-Brachert et al. 2004]. En aquest mateix
escenari d’inhibicié de la internalitzacio de TNFR1, el reclutament de TRAF2 i
RIP1 per part del DD no es veu alterat i permet l'activacié de la via NF-kB
[Schneider-Brachert et al. 2004].

Al contrari del TNFR1, el mecanisme de senyalitzacié del TNFR2 esta poc
definit. S’ha determinat fent servir ratolins knockout per TNFR1, que el TNFR2
€s capag per si mateix d’estimular la major part de vies de senyalitzacié del
TNFR1 com NF-kB, ERK, JNK, p38MAPK i PKB amb els corresponents efectes
a nivell d’expressio génica [Rauert et al. 2010]. La uni6 del TNFa en forma de
trimer al TNFR2 provoca un canvi conformacional dels dominis intracel-lulars
necessaris per a la transduccié de senyal. El TNFR2 és capag¢ de reclutar
adaptadors de proteines com TRAF2 que activa directament la via d’inflamacio
a través de NF-kB i AP-1 [Wallach et al. 1999][Baud et al. 2001]. Aquest
complex que es forma conté les proteines inhibidores d’apoptosi clAP, que
poden modular la senyalitzacié del TNFR2 en resposta al TNF [Rothe et al.
1995a][Rothe et al. 1995b]. En preséncia de RIP1, el TNFR2 pot activar la mort
cel-lular tot i la falta del motiu DD, mentre que en abséncia, activa la
transcripcio de NF-kB [Weiss et al. 1998][Pimentel-Muifios et al. 1999].
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Tanmateix, és controvertit si el TNFR2 pot induir apoptosi sense l'ajut del
TNFR1 i quins d’aquests mecanismes son fisioldogicament rellevants. Un estudi
recent ha demostrat que la unié del TNFa de membrana al TNFR2 activa la via
alternativa de NF-kB promovent el processat de p100 i la translocacio al nucli
dels NF-kB que contenen el seu producte p52 [Rauert et al. 2010]. Aquesta
troballa és interessant perqué identifica una via de senyal que no és compartida

pel TNFR1 i que confereix funcions especifiques al TNFR2.

En un sistema tan complex, no és estrany que s’hagin trobat interconexions
entre els dos receptors i les respectives vies de senyalitzacié. La major part
d’estudis descriuen un efecte modulador del TNFR2 per I'activacié del TNFR1,
el que no implica que no pugui haver efectes a linrevés. Abans ja hem
comentat com el TNFR2 pot passar el ligand al TNFR1 quan les
concentracions de TNFa son baixes i desencadenar la senyalitzaciéo d’aquest
receptor [Dinarello et al. 2002]. EI TNFR2 també pot competir amb el TNFR1
pel reclutament del complex TRAF2-clAP1/2 i per tant, activar la via d’apoptosi
a través de TNFR1 [Weiss et al. 1998][Fotin-Mleczek et al. 2002]. De fet, la uni6
del TNF al TNFR2 promou, amb ajut de les clAP, la ubiquitinacié i degradacié
de TRAF2 al proteosoma, decantant el balan¢ cap al senyal d’apoptosi [Li X et
al. 2002]. Un altre mecanisme indirecte pel qual el TNFR2 i altres receptors
sense DD com CD40 poden promoure la citotoxicitat induida pel TNFR1 és
mitjancant I'estimulacio de I'expressio del TNF de membrana a la propia cél-lula
[Grell et al. 1999]. Pel contrari, una alliberacié de TNFR2 soluble en suficient
quantitat pot inhibir I'efecte del TNF [Wallach et al. 1991]. Unes altres proteines
adaptadores que poden actuar en les vies de mort iniciades per diferents
receptors son les isoformes de c-FLIP que tenen la capacitat de competir amb
la caspasa-8 per la seva unio a FADD i inhibir 'apoptosi [Wilson et al. 2009]. La
seva regulacié pel TNFR2 no esta encara establerta. De ben segur, queden
punts per esclarir en la regulacio de l'accié d'una citoquina tan potent i

pleiotropica com el TNF.
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Figura esquema VI Via de senyalitzacié del TNFa, adaptada [Russo et al. 2005].

2.3.3 Algunes particularitats del TNFR2

El gen huma del TNFR2 es localitza a la regié cromosomica 1p36.2-p36.3. Té
una mida aproximada de 43 kb i esta format per 10 exons separats per 9
introns [Beltinger et al. 1996][Santee et al. 1996] (Figura esquema VII).

Péptid Domini Domini Domini
Senyal Extracel-lular Transmembranal  Intracel-lular

10

Figura esquema VIl Estructura del gen del TNFR2 huma adaptada [Santee et al.
1996].

S’ha descrit una isoforma soluble del hTNFR2 anomenada DS-TNFR2(A7,8),

que es produeix per splicing alternatiu dels exons 7 i 8, corresponents a la regi6
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transmembrana, i un canvi d’ordre de lectura que genera un codd stop
primerenc [Lainez et al. 2004]. Aquesta isoforma conserva intacte el domini
extracel-lular i la capacitat d’'unir TNFa, pel que se li atribueix una funcié

reguladora antagonica de la via del TNF.

Una altre isoforma coneguda del hTNFR2 és 'anomenada hicp75TNFR [Seitz
et al. 2001]. Es genera per I'is d'un lloc alternatiu de transcripcié que comporta
la substitucio de I'exd 1, on s’ubica el peptid senyal, per un exd alternatiu.
D’acord amb aquesta manca de péptid senyal, la variant té una localitzacio
intracel-lular, perd és capac d’activar la via de NF-kB per mecanismes
dependents de TRAF2 [Seitz et al. 2001][Scherlbl et al. 2005]. De fet,
col-localitza amb el TNFa endogen [Scherubl et al. 2005], el que suggereix un
mecanisme d’activacié intracel-lular que podria induir un mecanisme anti-
apoptotic per protegir les cél-lules productores de TNFa dels seus propis
efectes citotoxics. Finalment, també s’ha descrit una isoforma semblant en el
ratoli, micp75TNFR, que també té una localitzacié intracel-lular, perd no s’'uneix
a TNF [Hauser et al. 2007].

L’expressi6 de TNFR2 sembla estar modulada per diferents estimuls. Els
nivells de mMRNA de TNFR2 (perd no de TNFR1) s’incrementen marcadament a
condrocits articulars humans en resposta a citoquines inflamatories com TNFa,
IL-1B o bFGF [Alsalameh et al. 1999]. L’augment de I'expressio de missatger en
resposta a TNFa també s’ha detectat a astrocits de rata [Lung et al. 2001]. En
els quals, el LPS estimula la produccié de TNFa que augmenta selectivament la
del TNFR2 i no la del TNFR1. En canvi, el tractament de cél-lules RAW 264.7
(tipus macrofag) amb sequéncies CpG de DNA bacteria incrementa I'expressio
de tots dos TNFR [Jin et al. 2000].

Poques respostes cel-lulars poden ser atribuides exclusivament a la via de
senyalitzacié del TNFR2. D’aquestes, la majoria estan relacionades amb la
regulacié del sistema immune. La senyalitzacio6 del TNFR2 promou la
proliferacio de cél-lules NK [Mason et al. 1995], cél-lules B [Erikstein et al.
1991], timocits [Grell et al. 1998b] i cél-lules T madures [Tartaglia et al. 1993],

aixi com la secrecio de GM-CSF dels limfocits T [Vandenabeele et al. 1992]. En
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concret, el TNFR2 s’ha descrit necessari per la diferenciacié i supervivencia de
céllules T en resposta a antigen [Kim et al. 2001][Kim et al. 2006]. L'activacio
de TNFR2 dona un fort senyal de coestimulacio a limfocits T CD8+ que
incrementa 'augment de proteines anti-apoptotiques com Bcl2 i survivina [Kim
et al. 2006]. Aquest pas és un requeriment pel priming, proliferacio i
reclutament de limfocits T especifics de tumor [Calzascia et al. 2007].
Recentment, també s’ha evidenciat una funcié critica del TNFR2 en I'expansid
de limfocits T reguladors CD4+ CD25+ i s’ha identificat com un marcador dels
limfocits T reguladors amb major capacitat de supressié [Chen et al. 2010]. En
relacio al seu efecte en DC, també s’ha observat que confereix un senyal de
supervivéncia que contraresta el de mort mediat per TNFR1 [Funk et al. 2000] i

participa en la migracio de cél-lules de Langerhans [Takayama et al. 1999].

El TNFR2 també juga un paper important a I'endoteli i a cél-lules epitelials.
Comparant I'efecte del TNFa en cél-lules endotelials de ratolins salvatges i
knockout per cadascun del receptors, s’ha demostrat que tots dos receptors
intervenen en 'augment de I'expressié a superficie de molécules com ICAM-1,
VCAM-1 i E-selectina [Chandrasekharan et al. 2007]. Tanmateix, el TNFR2
promou supervivéncia i migracio de les cél-lules endotelials, mentre el TNFR1
inhibeix la migracio i porta a I'apoptosi [Luo et al. 2006]. A més, el TNFR2
provoca la migracio de cél-lules epitelials intestinals [Corredor et al. 2003], la
proliferacié de miofibroblasts [Theiss et al. 2005] i inicia 'angiogénesi [Pan et al.
2002].

Els efectes concrets del TNFR2 en models animals sén més complexes
d’elucidar ja que pot tenir efectes diferents segons els diferents tipus de
cél-lules involucrats i el temps d’exposicido a TNF. En models murins de malaria
cerebral, s’ha observat que el TNFR2 contribueix al dany de Ia
microvasculatura cerebral [Lucas et al. 1997][Lucas et al. 1998]. També
contribueix al dany dels teixits en alguns models experimentals d’hepatitis,
encara que en altres models el TNFR1 és el responsable [Hehlgans et al.
2005]. Pel contrari, els ratolins deficients en TNFR2 pateixen un quadre

agreujat d’encefalomielitis experimental autoimmune (EAE) i d’inflammacio
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pulmonar [Peschon et al. 1998b][Hehigans et al. 2005]. Per ultim, ratolins
transgenics que sobreexpressen el TNFR2 huma a nivells rellevants per
malalties humanes desenvolupen un sindrome inflamatori greu que afecta al
pancrees, fetge, ronyons i pulmdé [Douni et al. 1998]. Aquests presenten

incrementada I'activitat de la via NF-KB.

2.3.4 TNFR en processos patologics

Tant el TNFR1 com el TNFR2 juguen un paper important en diferents tipus de
patologies. Hi ha nivells elevats de TNFR2 soluble en serum de pacients amb

cancer, VIH, sépsia i diverses malalties autoimmunitaries [Schroder et al.].

L’augment del nivell de concentracio dels receptors del TNF s’ha detectat en
diferents tipus de cancer, com la leucémia limfocitica cronica, el cancer de
tracte gastrointestinal, el de mama o el de pulmé, entre d’altres [Aderka et al.
1991]. A més a més, s’ha demostrat que pacients en estadis avancats de la
malaltia tenen nivells de concentracié de receptors molt elevats en sérum. La
regulaci6 d’aquests receptors en la leucémia limfocitica cronica pot ser
il-lustrativa de la complexitat del seu paper. Les célllules canceroses
produeixen TNFa que actua com a factor de creixement autocri afavorint la
proliferacid en aquest tipus de cancer [Foa et al. 1990]. Al contrari de les
cél-lules B normals, que expressen nivells negligibles de TNFR1 i només
presenten alts nivells de TNFR2 quan soén activades, les céllules B
neoplasiques tenen una elevada expressié dels dos tipus de TNFR en
superficie (encara que més alta pel TNFR2). Una elevada concentracié dels
dos tipus de receptors es correlaciona amb alts nivells de receptors solubles,
pero la preséncia d’aquests també implica una neutralitzacié del TNFa que pot
contrarestar la proliferacio. Aixi doncs, la preséncia de receptors del TNF de
membrana i solubles pot ser la clau del balang proliferacié/anti-proliferacié a la

leucémia limfocitica cronica [Waage et al. 1992].

En pacients infectats pel virus de la immunodeficiéncia humana també es troba

una elevada concentracio de TNFR2 soluble en els primers estadis de la
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malaltia, reflectint l'alt grau d’activacié del sistema TNF. En concret, s’ha
determinat que el VIH indueix a l'alliberament de TNFR2 soluble, perd no del
TNFR1 proteolitzat [Rimaniol et al. 1997]. S’ha suggerit que els nivells de
TNFR2 en plasma podrien ser un bon marcador de progressié de la malaltia,
perd només en determinats grups de pacients s’ha pogut demostrar una
correlacio entre el nivells de TNFR2 soluble i la carrega virica del VIH [Hober et
al. 1999].

Al contrari del TNFR1 que té un rol més especific a nivell de teixit i inflamacio,
el TNFR2 podria oferir vies per un tractament de I'autoimmunitat sistémica ja
que apareix involucrat constantment en la supressi6 de la reactivitat
autoimmune. Hi ha estudis que descriuen el TNFR2 com essencial per evitar el
dany tissular del lupus perque s’ha associat la substitucid d’'una arginina del
receptor (M196R) amb el desenvolupament del lupus sistéemic eritematds en
pacients japonesos [Morita et al. 2001]. En pacients amb malalties reumatoides,
els receptors solubles del TNF estan elevats i la seva produccié es localitza a
les unions articulars [Cope et al. 1992]. Més recentment, s’ha detectat
I'expressio de la isoforma soluble generada per splicing alternatiu en pacients
amb artritis reumatoide, hi podria jugar un paper regulador [Lainez et al. 2004].
De fet, el farmac Enbrel®, composat per una molécula hibrida TNFR2-Fc, s’ha
mostrat molt eficagc en el tractament de pacients amb aquesta infermetat
[Feldmann et al. 2002].

2.3.5 TNFR2 en terapies cliniques.

En els ultims anys s’han desenvolupat multiples terapies anti-TNF basades en
molécules que el bloquegen especificament. Actualment hi ha tres bloquejadors
principals (Figura esquema VIIl). El adalibumab és un anticos huma anti-TNFa
huma. Un altre agent anti-TNF és l'infliximab, un anticos monoclonal 1gG1
desenvolupat com wuna proteina quimera murina-humana. | per ultim
'etanercept (Enbrel®), una proteina de fusi6 recombinant on la porcid

extracel-lular del TNFR2 huma esta unida a una porcié Fc de IgG humana.
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Figura esquema VIIl Esquema de la composicié dels bloquejadors de TNFa. Adaptada
[Russo et al. 2005].

Els farmacs neutralitzants de TNF s’han mostrat eficagcos en el tractament de
diverses patologies [Suenaert et al. 2002] [O'Dell et al. 1999][Mease et al.
2000], [Torre-Amione et al. 2007]. L’infliximab s’utilitza en el tractament de
pacients amb malaltia intestinal inflamatoria, psoriasis, espondilitis anquilosant i
artritis  reumatoide. L’adalimumab s’usa per [lartritis reumatoide, [artritis
psoriatica i l'idiopatica, a més de la malaltia de Chron i 'espondilitis anquilosant.
L’etarnecept es va dissenyar aprofitant la capacitat del TNFR2 soluble d’unir-se
al TNFa competint amb els receptors de membrana i disminuint la inflamacio in
vitro i in vivo [Van Zee et al. 1992]. A nivell clinic, s’ha mostrat efica¢ en
pacients amb artritis reumatoide, artritis idiopatica poliarticular juvenil, artritis
psoriatica i espondilitis anquilosant activa. També s’ha mostrat efica¢ en estudis
pre-clinics per disminuir la hiperplasia causada per un al-lotrasplantament
cardiac [Torre-Amione et al. 2007]. El seu mecanisme d’accid, juntament amb
la seva aplicacio per injeccié subcutania, genera menys efectes adversos que
altres terapies [Dhillon et al. 2007]. Per totes aquestes caracteristiques, és
candidata a ser utilitzada per altres desordres immunologics com en la sépsia
bacteriana aguda i probablement també en el rebuig agut d’al-lotrasplantament
renal [Diez-Ruiz et al. 1995][Feldmann et al. 1998].
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2.3.6 TNFR en el trasplantament

Diversos treballs involucren el TNF i els seus receptors en els processos de
rebuig en el trasplantament de cél-lules i organs. En aquest apartat ens
centrarem en aquells dedicats a l'al-lotrasplantament. En el trasplantament de
medul-la Ossia, els nivells en sérum d’ambdds receptors solubles serveixen
com a marcadors de complicacions en el trasplantament [Or et al. 1996]. Una
de les majors complicacions del trasplantament de medul-la dssia, tant en
leucémies mieloides com en limfoides agudes, és la malaltia de 'empelt contra
I'noste (GVHD). El senyal del TNFa a través del TNFR1 és important per a
I'inici de la GVHD [Speiser et al. 1997]. En relacié amb el TNFR2, diversos
estudis en models murins de GVHD intestinal mostren com els limfocits T CD4+
tenen un paper patogénic important [Thiele et al. 1989][Eigenbrodt et al. 1990].
S’ha observat que les interaccions TNF-TNFR2 en els limfocits T CD4+ sén
claus per a la patogenesi i generacio de lesions histopatologiques de GVHD
intestinal [Brown et al. 2002]. En el model de ratoli, la transferencia de limfocits
T CD4+ del donador deficients en el TNFR2 va reduir significativament la
gravetat de la malaltia [Brown et al. 2002]. El resultat va ser la disminucio de
I'activacio de limfocits T intestinals i de la resposta de citoquines Th1.

Estudis en pacients trasplantats de ronyé mostren com els nivells elevats del
TNFR2 soluble en sérum es correlacionen amb un major risc de complicacions
[Diller et al. 2002]. En un ronyé normal, el TNFR1 es localitza a I'endoteli dels
glomeruls i en els capil-lars peritubulars. En canvi, durant el rebuig agut de
ronyd hi ha una disminucid de l'expressio de TNFR1 i un augment de
'expressio de TNFR2 en ceél-lules tubulars [Al-Lamki et al. 2005]. Un patré
semblant d’expressid s’observa en els trasplantaments de cor en que el TNFR2
s’expressa només a l'endoteli en condicions de repds, perd s’incrementa i
s’expressa en cardiomiocits durant el rebuig [Al-Lamki et al. 2009]. Un estudi
recent de Hoffman et al. ha avaluat I'expressié del TNFR2 en el rebuig
d’al-lotrasplantaments de rony6 en pacients i també en un model experimental
en rates [Hoffmann et al. 2009]. En un escenari de rebuig agut del ronyo, tant

en rates com en humans, es van detectar nivells elevats de TNFR2 en cél-lules
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epitelials tubulars, podocits, cél-lules B i mondcits/macrofags. Aquests nivells
d’expressio elevats del receptor es van relacionar amb una pitjor funcié renal.
En canvi, els nivells de TNFR2 no eren tan alts a bidopsies amb lesions
croniques i a ronyons de rata després de 28 dies del trasplantament. Per tant,
aquestes observacions indiquen que el TNFR2 esta involucrat en la induccio i
el grau de gravetat del rebuig agut. D’acord amb aquests resultats,
I'administracié d’'una proteina de fusié que bloqueja el TNF en combinacié amb
immunosupressio subterapeutica de ciclosporina va perllongar significativament
la supervivéncia de ronyons trasplantats en un model de primat no huma
[Eason JD et al. 1995].

La malaltia de I'empelt arterial (GAD) és una de les causes principals del rebuig
de I'al-lotrasplantament d’6rgan solid a llarg termini. Tot i que estava descrit que
tant el TNFR1 com el TNFR2 expressats en I'érgan donador estaven implicats
en el GAD de trasplantament de cor en un model muri [Suzuki et al. 2003], s’ha
pogut observar com la senyalitzaci6 de TNFa a través del TNFR2 redueix la
hiperplasia de la neointima dels empelts de venes coronaries [Zhang et al.
2008]. Aquests efectes succeeixen mitjangant multiples mecanismes que
inclouen la reduccio d’expressié de molécules d’adhesié i la reduccié d’apoptosi
de cél-lules endotelials. En canvi, el TNFR1 és el responsable d’inhibir la re-

endotelitzacio i augmenta la hiperplasia de la neointima.

2.3.7 Laviadel TNF/TNFR al sistema xenogénic

El TNFa també participa en el rebuig del xenotrasplantament. Diferents estudis
han demostrat la seva implicacio en el rebuig agut de I'empelt xenogénic en
models murins fent servir anticossos inhibidors [Lin et al. 1997b] [Lin H et al.
1997]. La producci6 de TNFa s’ha detectat en macrofags infiltrant un
xenoempelt cardiac de porc a babui en el moment del seu rebuig [Kobayashi et
al. 1997]. A més a més, el bloqueig del TNFa també ha permés demostrar la
implicacié de la citoquina en el rebuig d’illots pancreatics xenogénics en ratolins
[Carel JC et al. 1993][Benda B et al. 2000]. Altres estudis que evidencien la

Pagina | 34



Introduccio

participacid del TNF son aquells que mostren que la injeccié de TNFa agreuja
el rebuig de xenoempelts de pell i de cartilag [Kirkiles-Smith et al. 2000]
[Jorgensen C et al. 1998]. Les conclusions que se’n treuen son que el bloqueig
del TNFa per si sol té un efecte menor, perd combinat amb altres tractaments
contribueix a la supervivéncia de I'empelt. També estan d’acord amb les
observades a l'estudi preclinic d’al-lotrasplantament renal en que la combinacié
d’etarnecept i ciclosporina comporta un benefici superior [Eason JD et al. 1995].
Aquesta mateixa mescla de tractaments va augmentar el temps de
supervivencia d’un xenoempelt cardiac de hamster a rata [Lin H et al. 1997]. La
combinacié de L-NAME (un inhibidor de la produccié d’oxid nitrix) i un anticos
anti-TNFa va produir un efecte protector sinérgic en un xenotrasplantament
concordant de cor [Lin et al. 1997b]. Finalment, la combinacié de diferents
tractaments amb la terapia anti-TNF també és beneficiosa en el
xenotrasplantament d’illots pancreatics. La incubacié dels illots amb TGF-3
abans del xenotrasplantament, conjuntament amb el tractament posterior anti-
TNFa, augmenta el temps de supervivéncia de I'empelt [Carel JC et al. 1993].
També s’observa una millora en la supervivencia d’illots fetals porcins en
ratolins deficients en IFNy quan simultaniament es tracta amb ciclosporina i
s’inhibeix el TNF [Benda B et al. 2000].

En relaci6 a les bases moleculars d’aquests efectes, és d’especial interés
coneixer el sistema porci ja que és I'espécie d’eleccié pel xenotrasplantament
clinic. EI TNFa porci (pTNFa) va ser clonat per primera vegada a finals dels
anys 80 a partir de RNA de monocits estimulats [Pauli et al. 1989]. Aquesta
citoquina es secretada principalment per monocits i cél-lules dendritiques
[Summerfield et al. 2009], perd també s’ha detectat a altres tipus cel-lulars
d'origen epitelial i endotelial. Els gens porcins del TNF estan disposats en
tandem com els humans, de ratoli i conill [Kuhnert et al. 1991]. En concret, el
locus del gen del TNFa porci esta localitzat en la regié cromosémica 7p11-q11
[Solinas et al. 1992]. L’homologia del cDNA porci amb el del TNFa huma
(hTNFa) és del 85% [Pauli et al. 1989]. Com pel seu homodleg huma, s’han
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identificat dos receptors de TNF porcins, el pTNFR1 i el pTNFR2 [Suter et al.
1995][Costa et al. 2007].

El pTNFR1 va ser clonat per primera vegada a partir de RNA de la linia cel-lular
PK(15) (provinent de ronyo). El seu ORF conté 1386 nucleotids que codifiquen
per una proteina de 461 aminoacids. Una analisi comparativa va mostrar que la
homologia amb el receptor huma, de ratoli i de rata era del 79%, 72% i 71%
respectivament [Suter et al. 1995]. De fet, els 24 residus de cisteines que conté
el pTNFR1 també estan conservats en la proteina humana. Especialment
d’interés pel nostre treball és el fet que el pTNFR1 pot unir-se al TNFa de
diferents espécies (humana i murina per exemple, a més de la porcina) [Costa
et al. 2004]. Aquest resultat explicava la potent capacitat del hTNFa a activar i
matar les cél-lules endotelials porcines. L’estudi de Costa et al. també va
revelar que el bloqueig del TNFa podria ser util per ajudar a evitar el rebuig de
'empelt xenogénic [Costa et al. 2004]. Es va demostrar que una proteina de
fusi6 pTNFR1-Fc podia bloquejar l'activitat pro-inflamatdria i pro-apoptotica
produida tant pel TNFa huma com porci. A més, I'expressié del pTNFR1-Fc per
part de les mateixes cél-lules porcines trasplantades conduia a un menor
reclutament de ceél-lules immunes al xenoempelt en un model discordant de

porc a ratoli.

Les sequencies nucleotidiques dels cDNA del pTNFR2 (només regio codificant)
també s’ha descrit recentment i s’han comunicat al Genbank on consten sota
les referencies NM_001097441.2 i EU116355.1 [Costa et al. 2007] [Cheng et
al. 2007]. La regio6 codificant que correspon al receptor complet té una llargaria
de 1386 parells de bases que es tradueix en una proteina de 461 aminoacids
[Costa et al. 2007]. Aquesta conté quatre dominis rics en cisteines molt
conservats entre espeécies. L’elevada homologia de sequéncia amb els
receptors humans i murins fa preveure una funcié similar. L'expressiéo de RNA
missatger del pTNFR2 s’ha detectat en teixits com cervell, pulmd, cor, el timus,
ovari, intesti, i muscul [Cheng et al. 2007]. S’ha descrit una segona isoforma
d’aquest receptor generada per un splicing alternatiu [Costa et al. 2007].

Aquesta variant conté una delecié de I'exd 4, identificada per homologia amb el
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gen huma, que causa la fusié dels dominis rics en cisteines 2 i 3. Aixi doncs,
aquesta variant anomenada pTNFR2AE4 només conté 3 dominis rics en
cisteines. No coneixem que s’hagi descrit cap isoforma amb aquestes
caracteristiques per altres homolegs d’espécie mamifera o fins i tot per altres
membres de la superfamilia de TNFR. En aquest primer estudi, mitjangant
experiments de competicio pel TNFa, es va observar que el pTNFR2AE4 uneix
hTNFa amb poca eficiencia, mentre que el pTNFR2 sencer mostra una bona

capacitat de competicio en assajos funcionals [Costa et al. 2007].
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3 Via CD200/CD200R

La superfamilia de les immunoglobulines esta formada per multitud de
proteines de superficie cel-lular o solubles que estan involucrades en
processos de reconeixement, unio i adhesio cel-lular en el sistema immune dels
vertebrats. Les molécules incloses en aquesta superfamilia tenen una seérie de
distintius comuns, com I’homologia parcial de la seqiéncia aminoacidica (com
a minim un 15%) i estructures terciaries similars determinades precisament per
'homologia de sequéncia. Aquestes estructures s’anomenen dominis
d'immunoglobulina (IgSF) i es pleguen de forma independent en un motiu
globular. N’hi ha de tres tipus, els homodlegs a la regi6 variable
d'immunoglobulina (IgV), els homolegs de la regié constant d’'un anticos (IgC) i
per ultim les que contenen sequéncies tipiques dels dos tipus. EI nombre de
dominis IgSF presents en la membrana pot variar entre 1 i 17, perd quasi la
meitat d’aquestes proteines tenen només dos dominis d’immunoglobulines
situats a la regio extracel-lular [Barclay et al. 1997]. Els residus conservats del
domini IgSF afavoreixen el plegament globular de I'estructura, que consta de
dues lamines B antiparal-leles fetes alhora de 3 a 5 cadenes antiparal-leles [3.
Aquesta estructura s’estabilitza gracies als residus hidrofobics interiors, als
hidrofilics exteriors de les cadenes B i als enllacos disulfurs formats per residus
de cisteines. El domini IgV és més llarg, ja que conté més cadenes (3 dins
'estructura de lamina B. En general doncs, les proteines que pertanyen a
aquesta superfamilia sén proteines transmembrana amb els dominis
d'immunoglobulina a la regi¢ extracel-lular, un domini transmembrana format
per aminoacids hidrofobics i una cua citoplasmatica de gran diversitat [Abbas et
al. 2008].

3.1 EICD200

La moléecula del CD200, inicialment anomenada Ox-2, va ser descrita per

primera vegada per McMaster i Williams [McMaster et al. 1979]. En humans, el
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CD200 (hCD200) esta codificat en el cromosoma 3 (3912-q13b) per un gen de
29744 parells de bases que pot produir tres transcrits processats. El primer
transcrit, la isoforma a, és el majoritari i t& una llargaria de 2226 parells de
bases. La regié codificant de 810 parells de bases conté set exons i produeix
una proteina de 269 aminoacids. El segon transcrit, isoforma b, té un marc de
lectura correcte de 2301 parells de bases i també esta format per 7 exons perd
té I'extrem N-terminal més llarg, una regio codificant de 885 parells de bases i
es tradueix en una proteina de 294 aminoacids. L'ultima variant, la isoforma c,
té un llargaria de 2085 parells de bases pero li falta un exé. Aquesta delecio
causa un canvi en el marc de lectura i I'aparicié d’'un codd de stop primerenc.
No s’ha comprovat experimentalment la traduccié de la sequéncia de la

isoforma c.

En aquest treball ens centrarem en el producte majoritari del gen, és a dir la
isoforma a, que codifica per una glicoproteina de tipus | associada a
membrana. Aquesta glicoproteina pertany a la superfamilia de les
immunoglobulines [Wright et al. 2000], amb dos dominis d’immunoglobulina
extracel-lulars, una unica regié transmembrana i una cua citoplasmatica curta
de només 19 aminoacids sense cap motiu de senyalitzacié conegut [Barclay et
al. 1986]. El CD200 s’expressa en diferents tipus cel-lulars, com per exemple a
cél-lules d’origen hematopoétic com els limfocits T i B, els timocits, les cél-lules
dendritiques i els mastocits. També s’expressa a neurones, cellules
endotelials, trofoblastiques i es detecta als gloméruls del ronyd, a la retina i al
nervi optic [Wright et al. 2001][Clark et al. 2001][Webb et al. 1984][Dick et al.
2001]. Per ultim, també s’expressa en cél-lules mare de la protuberancia dels
fol-licles pilosos [Ohyama et al. 2006]. S’ha de destacar que aquesta distribucio
es quasi idéntica en humans [Wright et al. 2001], ratolins [Hoek et al. 2000], i
rates [Barclay et al. 1981]. La primera proteina del CD200 que es va purificar
va ser la de rata el 1982 [Barclay et al. 1982]. Des de llavors s’han caracteritzat
homolegs de CD200 de diferents espécies. La forma murina és una de les més

estudiades ja que s’ha generat un model muri deficient en CD200. EI CD200
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muri (mCD200) esta localitzat al cromosoma 16 regid6 B5 [Gorczynski et al.
2004]. Les homologies del hCD200 es mostren a la taula Il.
Taula Il. Taula de percentatge d’homologia entre el CD200 huma i el d’altres espécies.
% Homologia

DNA Proteina

Pan troglodytes 99,4 99,3
Bos taurus 84,8 80,2
Homo sapiens Mus musculus 81,7 77,6
Rattus norvegicus 80,7 77,2
Canis lupus familiaris 82,7 771
Gallus gallus 51,0 36,8

Pot ser d’interés comentar que s’han descrit diferents marcs oberts de lectura
(ORF) que codifiquen per proteines amb sequéncies similars a CD200 en virus
evolutivament poc propers i altament adaptats a coexistir amb els seus hostes,
com son Herpesviridae i Poxviridae [Afonso et al. 2002]. Com els dominis IgSF
no son frequents en virus, és normal suposar que han estat adquirits de forma
independent en diferents ocasions a partir del genoma de cél-lules que han
infectat [Barclay et al. 2002][Barclay et al. 2003]. El fet que aquestes proteines
estiguin presents en diversos virus poc propers evolutivament pot significar que

capturar el CD200 de 'hoste podria incrementar el rendiment evolutiu.

3.2 Receptor de CD200

El CD200 s’uneix al receptor de membrana CD200R. Aquest receptor té una
expressio meés restringida que el seu lligand, principalment en cél-lules d’origen
mieloide com macrofags, cél-lules dendritiques, neutrofils, mastocits i cél-lules
T [Wright et al. 2000][Barclay et al. 2002][Wright et al. 2003]. S’ha pogut
detectar I'expressié del CD200R en humans, rosegadors i aus [Viertlboeck et
al. 2008]. El receptor va ser identificat per primera vegada a través de

técniques per detectar interaccions de baixa afinitat i estructuralment esta molt
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proper al CD200 [Wright et al. 2000]. El gen del receptor huma, localitzat en la
regid cromosomica 3q12-13, s’expandeix per una regido de 52000 parells de
bases i conté 9 exons. Codifica per una proteina de membrana de 348
aminoacids que inclou dos dominis d'immunoglobulines en una disposicié V/C2
tipica. ElI domini citoplasmatic conté 59 residus, dos dels quals son tirosines, i
un d’ells esta dins el motiu NPxY com en les rates [Vieites et al. 2003]. Aquest
motiu del CD200R esta relacionat amb la senyalitzacié intracel-lular en rates
[Wright et al. 2000][Wright et al. 2003].

Una caracteristica dels gens que pertanyen a la superfamilia de les
immunoglobulines, i que també es manté en el receptor del CD200, és la de
generar diferents isoformes de la proteina a través de splicing alternatiu. Aixi,
s’han descrit fins a 4 isoformes diferents pel receptor huma, dues d’elles
solubles. La isoforma 1 (també anomenada a) és la completa, la isoforma 2
conté un splicing alternatiu que afecta a I'exd 2. A causa d’una insercié de 125
parells de bases entre I'exd 4 i 5, les isoformes 3 i 4 tenen un canvi en el marc
de lectura que permet la generacio de les dues formes solubles. A més a més,

la isoforma 4 conté també el splicing de I'exd 2 (figura esquema IX) [Vieites et

al. 2003].
k/k*/!’\/ Isoforma 1

l\/k/‘F\/ Isoforma 2
I\/IVI\/. Isoforma 3
I\/I\/. Isoforma 4

Figura esquema IX. Variants de mRNA produides pel gen huma del CD200R
[Vieites et al. 2003].
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Una analisis filogenética demostra que el CD200 i el CD200R estan
estretament relacionats i que el seu origen més probable és la duplicacié
genica (en humans ambdds es situen en el cromosoma 3) [Douglas et al.
1988]. Aquesta duplicacié geénica genera fins a 4 gens relacionats amb el
receptor en ratolins (MCD200RLs), tots situats en el cromosoma 16, i un situat
en el cromosoma 3 huma (hCD200RLs) (figura esquema X). Dos estudis han
mostrat que ni el mMCD200RLa ni el mCD200RLc son capagos d’unir el lligand
mCD200. El hCD200RLa és estructuralment molt semblant al mCD200RLa i
per tant s’assumeix que tampoc uniria el hCD200 [Wright et al. 2003] [Hatherley
et al. 2005].

CD200 CD200R and CD200RLs
R RLa
— — human
108.86M 109.38M 109.48M chromosome 3
-« -« -
CD200 CD200R and CD200RLs ouse
R RLa RLd RLc  RLb chromosome 16
— — 43 —
44.44M 448IM 44.86M  44.90M 44.95M 44.98M
<+ —> —> —> - >

Figura esquema X. Organitzacio dels gens del CD200 i del CD200R en els genomes
huma i muri. Les posicions aproximades dels gens de CD200, CD200R i CD200RL es

mostren en rectangles, les fletxes mostren la direccio de la transcripcio.

La funcié immunoreguladora del CD200 va ser identificada gracies a I'is del
ratoli deficient en aquest gen. Es va determinar que la interaccié del CD200 i el
seu receptor regula I'activitat de les cel-lules mieloides [Hoek et al. 2000]. Tot i
que el receptor té nivells de glicosilaci® molt elevats, la cara N-terminal del
domini IgSF conté la cadena GFCC’ 8 que esta lliure de glicosilacions i per tant
sembla un possible lloc d'unié [Wright et al. 2000]. També esta descrit que el
domini N-terminal del CD200 esta involucrat en la unio [Preston et al. 1997]. Un
estudi on es van mutar diferents aminoacids del receptor huma va identificar sis
aminoacids critics per la uni6 amb el CD200 (figura esquema XIl) [Hatherley et
al. 2004].
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Figura esquema Xl. Esquema del domini IgSF del

4
§ Qcerx
g e

hCD200R involucrat en la unié amb CD200. Els mutants

que causen una inhibicid completa o quasi completa de

la unid amb CD200 estan indicats amb cercles vermells

(<35% d’'unié comparat amb la proteina no mutada del

hCD200R), mentre que els mutants amb una inhibicié

parcial (35-70% d’unid) estan marcats amb cercles

taronges [Hatherley et al. 2004].

L'elevat grau d’identitat en les regions riques en tirosines dels dominis

citoplasmatics dels receptors huma i muri suggereix que recluten molécules

similars pels mecanismes de senyalitzacio. En ratolins esta descrit que el motiu

NPxY recluta molécules adaptadores de la senyalitzacié Dok1 i Dok2, liderant
la inhibici6 de la via Ras/MAPK [Zhang et al. 2004] (figura esquema XII).

cDzin

CDI00R

[ERK | [ p38 | [INK]

by

Degranulacio

Citoquines

Figura esquema XIll. Model proposat per la
inhibici6 de l'activacié dels mastocits
mitjangant la unié del CD200 al CD200R.
L’activacio del receptor pel CD200 indueix la
fosforilacié i el reclutament de Dok1 i Dok2,
que es fosforilen i s’'uneixen a RasGAP i
SHIP. Aquestes dirigeixen la inhibicié de
l'activaci6 de Ras i ERK. Altres molécules
encara per identificar podrien mediar la
inhibicioé de I'activacio de p38 MAPK i JNK.
Adaptada de [Zhang et al. 2004].
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3.3 Mecanismes immunoreguladors de la via del
CD200/CD200R.

Les cél-lules mononucleades del llinatge mieloide sén vitals en els mecanismes
de regulacid, permetent al sistema immune respondre a organismes externs o
infecciosos alhora que resta tolerant a elements de la propia espécie [Gordon
et al. 2002][Hawiger et al. 2001]. En general, aquesta immunoregulacio es porta
a terme mitjangant citoquines [Moore et al. 2001][O'Garra et al. 2000][Nagy et
al. 2004], tot i que el control més precis depén de receptors d’activacio i
d’inhibicié expressats en ceél-lules mieloides [Ravetch et al. 2000][Lucas et al.
2002]. La integracié dels seus senyals permet el control de la induccio i el
manteniment del steady state immunologic. Defectes en aquests mecanismes
de control poden provocar inflamacions agudes, malalties autoimmunitaries o
al-lergies [Ravetch et al. 2000][Lucas et al. 2002][Oldenborg et al. 2004]. Les
cél-lules monocitiques mieloides donen un enllag entre la immunitat innata i
'adaptativa, i mecanismes pel seu control a través de receptors com el
CD200R tenen un potencial terapéutic molt important. La combinacié d’un
lligand ampliament distribuit i un receptor restringit a cél-lules mieloides pot
produir un senyal més localitzat a les cél-lules mieloides comparat amb altres
factors sistemics solubles com el IFNy [Barclay et al. 2002]. Aquest fet dona
una explicacioé funcional a la distribucié del CD200, que proveeix de punts de

control per les cél-lules mieloides en una gran varietat de teixits.

Tot i que el ratoli deficient de CD200 té un fenotip suau, amb una esperancga de
vida normal sota les condicions estandard de laboratori, les cél-lules mieloides
estan més activades quan s’estimulen immunologicament que les cellules
normals. El mecanisme molecular d’induccié a la tolerancia no esta del tot
definit, perd es basa en la fosforilacié dels residus de tirosina del receptor un
cop s’ha unit al CD200. Tot seguit s’hi uneixen les proteines DOK1 i 2 que
alhora recluten RasGAP i SHIP. Aquesta senyalitzaciéo intracel-lular
desencadena la inhibicio de les vies MAPK p38, ERK i JNK, les vies més
habituals en l'activaci6 de macrofags. Com a consequéncia també hi ha una

inhibicié de l'alliberament de citoquines com TNF, IL-5, IL-6, IL-13 i IL-17 per
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part de mastocits, macrofags i monocits [Zhang et al. 2004] [Jenmalm et al.
2006]. Concretament, la interacci6 CD200-CD200R desencadena un senyal
inhibidor capag¢ de canviar la polaritzacié de la produccié de citoquines de tipus
1 cap a tipus 2 [Gorczynski et al. 1999]. També s’ha descrit un augment de
I'expressio de I'enzim indoleamina 2,3 dioxigenasa (IDO) en DC plasmacitoides
on esdevenia la uni6 CD200-CD200R [Fallarino et al. 2004]. L’elevada
expressié d’aquest enzim s’ha associat a la inhibicié de la resposta al-loreactiva

i a la funcionalitat de les cél-lules T reguladores [Funeshima et al. 2005]. .

L’existencia d’homolegs del CD200 virals i els seus efectes en la resposta
immune també poden ser d’interés per entendre els mecanismes
immunoreguladors d’aquesta via. El producte del marc obert de lectura K14 de
I'herpesvirus huma (herpesvirus associat a sarcoma de Kaposi) és un homoleg
viral del CD200 que s’expressa a la superficie de cel-lules infectades durant el
cicle litic. Encara que només comparteix un 40% d’identitat en la sequéncia
nucleotidica amb el hCD200, K14 interacciona amb el hCD200R amb una
constant d’afinitat quasi idéntica a la del seu lligand, de I'ordre de M [Foster-
Cuevas et al. 2004]. Diversos herpes virus humans HHV-6, HHV-7, i HHV-8,
tenen una proteina homologa al CD200, suggerint que aquests virus regulen la
resposta del sistema immune a través del CD200R. Alguns estudis han
constatat una elevada expressio del CD200R en basofils que reconeixen tant el
CD200 com 'homoleg viral i per tant, 'activacié dels basofils pot ser disminuida
a través d’aquesta via [Shiratori et al. 2005]. La proteina similar al CD200 del
virus mixoma és capag¢ de transmetre un senyal inhibidor als macrofags i
possiblement també a les cél-lules dendritiques residents CD200R+, aixi
redueix I'activacio dels limfocits i proveeix de senyals d’anergia a les cél-lules T
[Cameron et al. 2005].
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3.4 Implicacioé de I’eix CD200-CD200R en processos
patologics

Diversos estudis han descrit el paper immunoregulador essencial de la
interaccié CD200-CD200R en l'artritis autoimmunitaria, I'al-lérgia i la immunitat
del cancer [Gorczynski et al. 2001][Moreaux et al. 2006][Zhang et al. 2004].

3.4.1 Cancer

Encara que el sistema immune és capa¢ de combatre molts cancers, la
resposta generada és insuficient per aconseguir I'eradicacié total a causa de
certs factors del microambient del tumor que derroten la immunitat anti-tumoral.
Aixi doncs es pot definir la tolerancia tumoral com un mecanisme pel qual el
tumor escapa del reconeixement del sistema immune, permetent que les
cél-lules transformades creixin. La interaccio CD200-CD200R podria ser una
peca clau en aquesta tolerancia tumoral, ja que desencadena un senyal
inhibidor per la induccid i proliferacié de les cél.lules T citotoxiques i és capacg
de modificar la polaritzacié de la produccié de citoquines de tipus 1 cap a tipus
2 [Gorczynski et al. 1999]. Un canvi de produccié de citoquines de perfil Th1 a
Th2 es detecta en la progressido de molts cancers i s’associa a un pronostic
negatiu [Tendler et al. 1994][Takeuchi et al. 1997][Lauerova et al. 2002].

L’expressio de CD200 es troba incrementada entre 1,5 i 5,4 vegades en les
cél-lules B en la leucémia limfocitica cronica [McWhirter et al. 2006]. Aixi
mateix, el CD200 esta elevat en la leucémia mieloide aguda i en general en
leucémies multiples [Tonks et al. 2007] i en melanomes, perd rarament en
tumors solids [Petermann et al. 2007]. També s’ha detectat el CD200 co-
expressat amb marcadors de cél-lules mare canceroses de prostata, mama,
glioblastomes i colon. Per aix0, s’ha proposat que les cél-lules mare canceroses
podrien evadir el sistema immunitari a través d’'un mecanisme dependent de
I'eix CD200-CD200R [Kawasaki et al. 2007].
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S’han fet estudis en models murins humanitzats i amb xenoempelts amb
cél-lules tumorals humanes on I'expressi6 del CD200 era capa¢ d’inhibir
I'eradicacio de ceél-lules tumorals per part dels limfocits. En canvi, les cél-lules
mononuclears humanes podien prevenir el creixement del tumor quan les
célllules tumorals no expressaven CD200 [Kretz-Rommel et al. 2007].
L’administracié d’'un anticdos anti-CD200 (anti-CD200-G2G4) en ratolins amb
cél-lules tumorals CD200 positives, produia una eliminacié quasi completa del
creixement tumoral, fins i tot quan les interaccions CD200-CD200R ja existien
[Kretz-Rommel et al. 2007]. En un estudi posterior es va certificar que la falta
de funcié efectora de I'anticos anti-CD200-G2G4 era critica per una activitat
antitumoral eficient en aquests models murins, ja que segurament evitava

I'eliminacio de cel-lules T activades [Kretz-Rommel et al. 2008].

3.4.2 Autoimmunitat

Utilitzant el model del ratoli deficient en CD200 es van estudiar les implicacions
de la preséncia o abséncia daquesta molécula en malalties de perfil
autoimmunitari com soén l'encefalomielitis autoimmune experimental o EAE,
I'artritis induida per col-lagen (CIA) i la uveoretinitis autoimmune experimental
(EAU). En absencia del CD200, els animals mostraven una major susceptibilitat

a 'autoimmunitat i I'aparicioé primerenca i agressiva de la malaltia autoimmune.

La EAE succeeix a causa de l'activacié de limfocits T periférics, macrofags i
granulocits. Les cél-lules activades migren al sistema nervids central i activen la
microglia, provoquen dany tissular i paralisis. La pérdua de CD200 té com a
consequencia I'aparicio i progressio més rapida de la malaltia comparada amb
els ratolins que si expressen el gen. La CIA és una malaltia autoimmune
inflamatoria de les articulacions i com la EAE, involucra limfocits T, macrofags i
granulocits especifics de teixit. La disrupcio de la interaccié del CD200-CD200R
en els ratolins KO incrementa la susceptibilitat a patir la malaltia a ratolins que
normalment hi son resistents. Els animals desenvolupen una artritis entre

moderada i greu amb inflamacio sinovial i formacié de pannus invasiu que
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provoca una degradacié del cartilag i 'os [Hoek et al. 2000]. La EAU és una
malaltia especifica de la retina, on el CD200 s’expressa a neurones i endoteli.
Un estudi demostra que els ratolins CD200 (-/-) tenen un augment en el
nombre de macroéfags infiltrats, que provoquen una forta resposta de NO. Quan
s’administra un agonista del CD200R es suprimeix la EAU, encara que es
manté la proliferacio de limfocits T i la produccid de IFNy. Amb aquests
experiments es mostra que promovent la via de senyalitzacié del CD200R es
pot prevenir completament I'activacié de macrofags induida per IFNy i protegir
contra el dany tissular provocat durant la resposta autoimmune [Copland et al.
2007] . En rates també s’ha detectat un augment de la gravetat de la malaltia
quan la via CD200-CD200R esta bloquejada [Banerjee et al. 2004].

3.4.3 Malalties neurodegeneratives

El receptor del CD200 s’expressa majoritariament a la microglia de llinatge
mieloide en el sistema nervids central. Aquestes cél-lules sén les responsables
de la principal defensa del sistema nervids central [Hoek et al. 2000][Broderick
et al. 2002]. S’ha descrit la importancia de la microglia activada en la patologia i
desenvolupament del Parkinson [Wang et al. 2007b]. Per tant les neurones
que expressen el CD200 probablement regulen la microglia alliberant un senyal
negatiu per inhibir la seva activacié. En altres malalties neurodegeneratives
com ['Alzheimer s’ha observat que I'expressid del CD200 en I'hipocamp
disminueix [Frank et al. 2006].

3.4.4 Al-lérgia

L’expressio del CD200R glicosilat en mastocits va ser descrit com un
mecanisme potencial de regulacio del control a la resposta al-lérgica excessiva
[Wright et al. 2000][Wright et al. 2003]. Un model in vitro de degranulacié de
mastocits va servir per demostrar que la unié del CD200 al seu receptor redueix
la degranulacio i la secrecié de IL-13 i TNFa [Zhang et al. 2004]. Aquests

resultats reforcen I'evidéncia de que la interacci6 de CD200-CD200R esta
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involucrada en la regulacié del llindar de la resposta al-lérgica, aixi com la
regulacié de la magnitud i durada de la resposta [Barclay et al. 2002]. Aquestes
observacions in vitro s’han aplicat a un model in vivo, un model muri
d’anafilaxis cutania passiva que confirma el potencial d’'usar el receptor com a

diana terapéutica en respostes al-lergiques [Cherwinski et al. 2005].

3.4.5 Avortament

El fetus per se no expressa antigens majors, ni menors, d’histocompatibilitat
materns i és susceptible al rebuig pels mateixos efectors de la immunitat del
trasplantament [Clark et al. 1999a]. El fetus sempre esta envoltat per una capa
de cel-lules trofoblastiques que formen la interficie materno-fetal. Aquestes
cél-lules no son susceptibles a 'atac dels efectors citotoxics que contribueixen
al rebuig del trasplantament, ni tampoc pels efectors de la immunitat innata com
les cél-lules NK o macrofags activats [Clark et al. 1999b]. Alhora que els
antigens MHC de classe | augmenten la seva expressidé en cellules
trofoblastiques durant la fase post-implantacié del fetus de ratolins, el mMRNA de
CD200 també augmenta [Clark et al. 2001]. En avortaments espontanis, el
CD200 esta inhibit per citoquines proinflamatories de tipus Th1 com el TNFa.
Per tant, un dels efectes del TNFa necessari per provocar I'avortament podria
ser la disminucio del CD200, que a la vegada permetria I'activacio de cél-lules
proinflamatories que participarien en el dany de la placenta vascularitzada
[Clark et al. 2001]. Un mecanisme comu en el procés d’avortament i de rebuig
en el trasplantament és I'activacié de la trombina. Aquesta proteina promou la
coagulacio, [l'activacio dels neutrofils i I'endoteli, i un bloqueig de la
vascularitzaciéo [Ghanekar et al. 2004][Clark et al. 1998]. S’ha descrit en un
model de ratolins que pateixen avortaments que la infusié de CD200-Fc els hi

evita completament [Clark et al. 2001].
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3.5 Implicaci6 de I’eix CD200-CD200R en el rebuig del
trasplantament

Diversos estudis han descrit el paper immunoregulador de la interaccié CD200-
CD200R en el control del rebuig de I'al-lotrasplantament i el xenotrasplantament
concordant [Gorczynski et al. 1999]. Un dels primers estudis que es va fer
sobre el CD200 en I'ambit del trasplantament va ser a I'hospital de Toronto per
R.M. Gorczynski fa una década [Gorczynski et al. 1999]. Es va dissenyar una
proteina de fusid que contenia la part extracel-lular del CD200 unida a la regio
Fc IgG2a murina amb I'objectiu d’utilitzar-la com a immunosupressor quan les
cél-lules del sistema immunitari eren activades per antigen. In vitro, CD200-Fc
inhibia la induccio6 i proliferacid de limfocits T citotoxics i alterava la polaritzacio
de la producci¢ de citoquines de tipus 1 cap a tipus 2. In vivo, 'administracio de
CD200-Fc va prolongar la supervivencia de ronyons i de pell allotrasplantats
en ratolins. A més a més, el tractament amb anticossos bloquejants de CD200
abolia aquest augment de la supervivéncia. En aquest mateix sentit, un estudi
recent realitzat en ratolins amb un trasplantament de pell o de cor i que rebien
dosis baixes de rapamicina descriu que la sobreexpressio transgénica del
CD200 afavoreix la induccié de tolerancia envers I'empelt [Gorczynski et al.
2009]. Aquesta sobreexpressido perd, no tenia efectes sobre la fase de
manteniment de la tolerancia. Les dades suggereixen una funcio relacionada
amb I'expressid de diversos gens implicats en la induccié i funcionament de

limfocits T reguladors.

En el cas del xenotrasplantament, les dades es limiten a un estudi de
trasplantament renal de rata a ratoli. La infusid6 de la proteina recombinant
CD200-Fc produia un augment significatiu de la supervivéncia de I'empelt. Aixi
doncs, el tractament sistéemic amb CD200-Fc promou la supervivéncia dels
al-loempelts i xenoempelts concordants vascularitzats en ratolins [Gorczynski et
al. 1999]. Aquesta aproximacio presenta certa semblanga a I'ampliament
testada amb éxit amb la molécula CTLA4-Fc que bloqueja la uniéo de CD80 i
CD86 amb CD28 i allarga la supervivéncia de I'empelt en diferents models

[Steurer et al. 1995]. Tanmateix, la via de CD80/CD86 i els seus receptors esta
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ben establerta en el sistema xenogeénic rellevant de porc a huma [Murray et al.
1994][Costa et al. 2002b], mentre que la del CD200/CD200R no s’ha estudiat

fins ara.

Els mecanismes concrets pels quals la interaccié CD200-CD200R contribueix a
la immunoregulacié i prolongacié de la supervivencia de I'empelt encara no
estan del tot definits. S’han proposat com a mecanismes implicats la significant
immunosupressio de la resposta immunitaria i la inducci6 de cellules T
reguladores [Rosenblum et al. 2004][Fallarino et al. 2004][Taylor et al.
2005][Gorczynski et al. 2005][Copland et al. 2007][Boudakov et al. 2007]. Hi ha
estudis que suggereixen que les dinamiques alterades de produccié de
citoquines tenen un paper clau en a la regulacio de la resposta immune de les
poblacions de cél-lules T reguladores [Wan et al. 2006]. També pot ser molt
important la forma de presentar I'antigen en el manteniment de la tolerancia de
I'al-lotrasplantament [Oliveira et al. 2006][Okumi et al. 2008]. Pot haver DC
tolerogéniques involucrades en el manteniment de la supervivéncia de
I'al-loempelt [O'Connell et al. 1999]. Els estudis s’han centrat en la importancia
de I'exposicié en curs d’antigens ja que la presentacio indirecte pot trencar la
tolerancia envers I'empelt, mentre que en animals tolerants la presentacio

d’antigens directa pot suprimir el rebuig [Okumi et al. 2008].
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Objectius i Resultats

1 Objectiu general

Investigar les bases moleculars del rebuig xenogénic per tal de poder

desenvolupar estratégies que permetin prolongar la supervivéncia de 'empelt.

2 PART I: Estudi de la via del TNFR2 porci.

2.1 Hipotesi

El coneixement actual involucra la via del TNF/TNFR en el rebuig del
trasplantament [Or et al. 1996][Hoffmann et al. 2009][Speiser et al. 1997] i més
concretament del xenotrasplantament [Lin et al. 1997b][Kobayashi et al. 1997]
[Carel JC et al. 1993]. Els dos receptors d’alta afinitat del TNF estan involucrats
en el rebuig de [lallotrasplantament, encara que amb papers diferents.
Tanmateix, tenim poc coneixement dels mecanismes moleculars d’accio i
regulacio del TNFa en el sistema xenogénic. El TNFa huma té un potent efecte
proinflamatori sobre cél-lules porcines i s’ha confirmat la seva unié al pTNFR1
(Costa et al. 2004). Pel contrari, es desconeix com participa el pTNFR2. Per
tant, plantegem la hipotesi que el pTNFR2 podria participar en el procés de

rebuig de cél-lules, teixits i drgans porcins a primats.

2.2 Objectius

1. ldentificaci6 i caracteritzacio de les diferents variants del TNFR2 porci.
Amb aquest objectiu s’ha dividit el treball en:
A. Clonaci6 del cDNA de diferents variants del pTNFR2.
B. Analisis bioinformatiques comparatives.
C. Estudis d’expressio a nivell de mRNA de les diferents variants.

D. Estudis de localitzacioé subcel-lular i FRET.
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2. Estudis de funcionalitat en el sistema xenogeénic. Inclou els objectius
concrets seguents:

E. Estudis d’afinitat entre els lligands (TNFa) i el receptors (TNFR2)
humans i porcins.

F. Estudis funcionals amb les diferents variants.
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2.3 Resultats

2.3.1 Obtencio i analisi de les 4 isoformes del TNFR2.

En aquest primer apartat es descriu I'obtencié i analisi de les sequéencies de
quatre isoformes del receptor 2 porci del Factor de Necrosis Tumoral
(PTNFR2).

2.3.1.1 Amplificacié del cDNA de les isoformes del pTNFR2.

Per tal d’obtenir el cDNA del pTNFR2 es va aillar RNA total de cél-lules
porcines i es va realitzar una transcripcio reversa. El cDNA de primera cadena
generat va servir per amplificar els cDNA concrets amb encebadors
degenerats, dissenyats a partir de les sequéncies de ratoli, rata i la humana
[Costa et al. 2007]. En aquest procés es van obtenir dos fragments de diferent
mida que corresponien a la sequéncia del pTNFR2. El fragment més llarg
corresponia al pTNFR2 complet amb 1386 parells de bases. El fragment
amplificat més curt corresponia al pTNFRAE4 (una variant de receptor a la qual
li manca la sequéncia corresponent a I'exd 4 per homologia, perd que és
idéntica per la resta) amb un total de 1236 parells de bases. Aquests dos
productes de PCR es van subclonar en el vector pCR2.1, sequenciar i analitzar.
Les dues isoformes restants es van detectar gracies a la tecnologia del SMART
3’ RACE, concretament usant una preparacid de cDNA de primera cadena
obtingut a partir de RNA total de cervell porci. Aquest procés ens va permetre
detectar un extrem 3’ diferent i molt més curt al de les isoformes descrites
anteriorment. Basant-nos en la sequéencia d’aquest nou extrem 3’, vam
dissenyar uns encebadors, el corresponent a I'extrem &’ localitzat a 'ex6 3, que

amplifiquessin una regié especifica per comprovar la seva expressio.

Com a motlle per la PCR es va usar el cDNA de mondcits porcins generat amb
la metodologia SMART RACE i es van poder amplificar dos fragments amb éxit

(figura 1). El primer, que anomenem pTNFR2AE7-10, tenia una longitud de 650
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parells de bases i li faltava la seqliéncia corresponent als exons 7 al 10, fet que
causava l'aparici6 d'un coddé de stop primerenc. El segon, anomenat
pTNFR2AE4AE7-10, tenia una longitud de 500 parells de bases. En aquest
cas es va determinar per homologia que faltaven tant la sequéncia
corresponent a I'exé 4 com la sequéncia corresponent als exons 7 al 10 i per
tant també es produia un codd de stop primerenc. Tenint en compte que
'extrem 5’ coincidia amb les isoformes ja descrites, vam determinar que les
regions codificants dels cDNA de les dues noves isoformes tenen 888 parells i
738 parells de bases respectivament. Tots dos fragments van ser subclonats en

el vector pCR4, analitzats i sequenciats.

cDNA monocits

=i
-z

pTNFR2AE7-10

4_
600 pb pTNFR2AE4AE7-10

500 pb €

Figura 1. Amplificacié especifica per PCR d'una porci6 de cDNA de les isoformes

solubles de pTNFR2.

La figura 2 mostra la sequéncia nucleotidica de la regi6 codificant del pTNFR2 i

s’assenyalen les regions sotmeses a splicing alternatiu.
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ATGGCGCCCGCCGCCGTCTGGGCCGCGCTGACCGTCGGACTGCAGCTCTGGGCCGCTGGGCGCGCCGTGCCCTCCCAGGCTGTGTTCA
TGCCCTACGCCCCGGAGCTCGGGAGCTCATGCCGGCTGCCCCTGAAAGAATACTATGACACAAAGGCCCAGATGTGCTGCAGCAAGTG
TCCACCAGGCTTCCGAATACAAACCTCATGCAACAGAACCTCGGACACTGTGTGTGGCTCCTGCGAGAGCAGCACATACACCCAGCTC
TGGAACTCGGTTTCTGCGTGCTTTAGCTGCAACTCCCGCTGTAGCT CCENSoNele) /AeTVVAe] [ VAeleleq [eoq [T VYV NI VNeel
GCATCTGCTCCTGCAAGCCGGGCTGGTACTGCACCCTGGGGAGGCAGGAGGGGTGCCGGCTGTGCATGGCACTGCGCAAATGCAGCCC
R I 8 GGAACTGCGACATCAGATGTGGTATGTGCGCCCTGTGCCCCGGGCACGTTCTCCAGCACACTATCG
TCCACGGACACCTGCCGGCCCCACCGGATCTGTAGCTCGGTGGCCATTCCTGGCACCGCAAGGATGGATGCAGTCTGCACATCTGAGT
CCCCCACCCTGAACGTGGCCCAGGGCCCAGCCCCCACGAGATCACAACGCATGGAGCCAACGCCGGGGCCCAGCGTAGCTCCAAGCAC

GTCCTCCCTCCCAGCTCAGAGTCTTACCAAGAACCTGCTAGGGGCTGGACTCTGTATTCCATCCTGGAATGCAGG

Figura 2. Sequéncia nucleotidica de la regié codificant del pTNFR2. La seqiéncia
corresponent a I'exd 4, que esta subjecte a splicing alternatiu, esta marcada amb fons gris.
Amb fons negre esta marcada la sequéncia corresponent a la regié transmembrana. L'area
subratllada amb un puntejat assenyala la seqiéncia dels exons 7 al 10 objecte de splicing. Per
ultim, es presenta en cursiva la sequéncia generada per I'extrem 3’ curt. Els requadres

marquen els diferents codons de stop.

Com comentavem abans, es van poder amplificar dues regions 3° UTR
diferents del pTNFR2 gracies a la tecnologia SMART RACE. A partir del cDNA
provinent de RNA de cervell porci i amb un encebador 5’ especific (localitzat a
'ex6é 5) pel pTNFR2, es va amplificar un fragment d’aproximadament 2,6 kb i
un altre de 600 bp. A la figura 3 es mostren les sequéncies consens dels dos 3’
UTR a partir del codd stop. Les sequéncies definitives es van establir a partir
d’estudiar multiples clons. El fragment curt (figura 3B) no mostrava cap

homologia amb el llarg (figura 3A).
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A.

CCAGGCTGGTGTGGGCTGTGTCCTCTGGTCCTTCTAGGCCCCTCCCCCCCAGAACTCTGGCTCTTTCTGGGCTAAATTCTTT
TAGTGGCTTCCAAGCCCCGGGCTTCCTCTCACCTGCAGGTGGAAGCATGAGGCAGGGAGAGTCGTGGTGTGTCCTCTCCTGGTGT
GTGTCTTTCTTGGAAGGCTGGTGGACACGGATGTGCTGGGCAGCCTGGGGCAAGCCACCCCCTGCCCCAACCTCAGTCGGTCCTG
TGGGCTTGGCTTCTGAAGCCCTTGTCATGTTTGTGTTTTATTTTTCTTTTAATCCTTGGGCTTTACTAGGCTCTGGCTTCCTTCT
GGGGACGAGGGATGCTGGGTGCATCATCCGAGGACAAGGGGCAATGGAGAAAGGGCAAGCCGTTAAATTAACCTGGATGTGAGAC
TACAGGACAGTCCCAGCAGGGGTGGCAGGTTGCCGTCAATCAGATGGTTCTATGCACAGAGAGGGTGGCAACCCCTGTAGGGGAC
AGGAGTCCTCCAGGTTAGCTCAGGACCCCTGAGAAGCTGCATGTCCAAATCCACTCCTGCGAGCCCCATCTCTTGTATCATGGGG
TGAAAACCAGATGCCCAGGGAGCCCAGACAGGCAGCCCAAATGAGTGCTGTGAGCTGGTTAAAATGGCAGACCTCTAACCAGCAA
ACCTCTAATCAGTCGGAATCTTCCAGCTTTGACGTGGTAATTTAAAAACAAAAAAGTAAGCACCATACAGACAAACAAGCCAACA
ATGTAACAAAGCCAAAGTCTCAGAGTTTGCATCTGGTGTCTTTGATCTTCCCCCCGCCCCCGTTTACCCATAGCTCTAACCTCCC
AACCTCCCCCACTGTCTGGGGTTGAGCTCCAATGCCACACCTTTTCCTATCAGGAACCGGAGGTGACTGAGGCCCCTCAGCCATC
TCCTCCTACCTCAGCCTGGACCTTCCTCCTTTGCCTCCCAAGGGGGTGCTCCTGTTTCTTCCCACCCCTGCCCGCTGTTCCTGGA
GTTCCAGGTCCCAGTGGATCCTCCGAGCCACTTTGGTACTGTGCCCACTGAGAGCCGGAGTGGACGTGAGATGCTGAGAGCCAGT
CTTGTGTCTGTGTGTCTGTGAGTCTGTGTTGTACCTTGTGGTTCTGTGCAGTCCGTGTTATTAGGTTGTGGCCTGCCAGAAGCAG
CTGAAGCCAACACTTTTGCCGAGGGATGCTTCCTCATTAAGGAGCCAGCCCACTCCCCGCAAACACGCGCCCAGGCCCTGCAGGT
GGTGGACCAGTTGGCCTTAACTGGATGTGGGAAGGAAGGGGGATGGGGAGCTCCTTGAGAAGACAGGTCCCAGGTACTTGGATCC
CTTGTTGAAAAATTCCACTGGACTTGAACTTGGCAGCTGAACTCTTGGAGGGTGGGAGAAGCCCAGCCATTAGGCTGGAGTGAAG
AAAGGCATCCCACCCTGGGATCCCTCACGACATCCCTCTGGACTGGACGGCAGGCAGCTGGGGTCTCTGCCCATGTTGGACCCTT
TGTGGCCGTGGAGCACTTCTGCCCCCTGGCGGACGGCGCTGGGAGGACCTCAGGTCTCCTTGCCATCGCCCCAGCAGAAGCGGGA
AACTTTGGAAGGAGACTCTTTCCTGGCAGTGGACTCATTTTGTTACTTTGTTACCAGACTTGCCAGCCAACAGACTCTTGCTCAA
AAGATGCCAACCTCTCTCTTGAACAGGAACTAACACAGACCTTTCAGTTATTGGGTCTGGACCCAAGCCATAAGAAGAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

B.

CATTTAAACTTGTTTTCTTCCTGGAGTTCCTGTCATAGCTCAGTGGTTAACGAACCTGACTAGTATCCTTGAGAATGCAGGT
TCGATCCCTGGCCTCGCTCAGTAGGTTAAGGATCCAGCATTGGCGTGAACCGTGGTGTAGTTTGCAGATGTGGCTCTAATCCTGT
GTCGCTGTGACTATGGCATAAGCCGGCAGCTGCAACTCTGATTCGACTCCTAACCTGGGAACCTCCATATACAGTGGGTACAGTC
CTAAAAAGGCCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 3. Sequeéncia obtinguda mitjangant la metodologia de SMART RACE. A) Regi6 3’
UTR de 1,8 kb. B) Regié 3' UTR de 0,3 kb.

A continuaci6 es va determinar el grau d’homologia de la sequéncia
nucleotidica corresponent a la regi6 codificant del pTNFR2 complet amb
homolegs d’altres espécies. La sequéncia porcina mostrava una homologia del
80% amb la sequéncia humana (segona sequéncia a figura 4) i un 70% amb la
murina (Ultima sequéncia a figura 4), que és la més llarga de totes. L’'espécie
més propera que es detectava fent un BLAST era la bovina amb un 84%
d’identitat. S’ha de comentar que pot haver-hi una petita variacié a l'inici de la

sequéncia porcina envers la nativa degut a que I'encebador 5’ és degenerat.
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1.Porc 2. Huma 3.Murt

.ATGGCGCCCGCCGCCGTCTGGGCCGCGCTGACCGTCGGACTGCAGCTCTGGGCCGCTGGGCGCGCCGTGCCCTCCCAGGC
-ATGGCGCCCGTCGCCGTCTGGGCCGCGCTGGCCGTCGGACTGGAGCTCTGGGCTGCGGCGCACGCCTTGCCCGCCCAGGT
-ATGGCGCCCGCCGCCCTCTGGGTCGCGCTGGTCTTCGAACTGCAGCTGTGGGCCACCGGGCACACAGTGCCCGCCCAGGT

EE = = = = = s * K* Kk Kk K Khkhkkhkh Ahkkhkkhkkk

-TGTGTTCATGCCCTACGCCCCGGAGCTCGGGAGCTCATGCCGGCTGCCCCTGAAAGAATACTATGACACAAAGGCCCAGA
-GGCATTTACACCCTACGCCCCGGAGCCCGGGAGCACATGCCGGCT--C——--AGAGAATACTATGACCAGACAGCTCAGA
-TGTCTTGACACCCTACAAACCGGAACCTGGGTACGAGTGCCAGATCTCA---CAGGAATACTATGACAGGAAGGCTCAGA

* **x X E T o S *kk * E e S S * B o * *k Kkkk

-TGTGCTGCAGCAAGTGTCCACCAGGCTTCCGAATACAAACCTCATGCAACAGAACCTCGGACACTGTGTGTGGCTCCTGC
-TGTGCTGCAGCAAATGCTCGCCGGGCCAACATGCAAAAGTCTTCTGTACCAAGACCTCGGACACCGTGTGTGACTCCTGT
-.TGTGCTGTGCTAAGTGTCCTCCTGGCCAATATGTGAAACATTTCTGCAACAAGACCTCGGACACCGTGTGTGCGGACTGT

Fhkhkkhkk *h kk * Kk kkhk E * Kk Kk Kk E

-GAGAGCAGCACATACACCCAGCTCTGGAACTCGGTTTCTGCGTGCTTTAGCTGCAACTCCCGCTGTAGCTCCGACCAGGT
-GAGGACAGCACATACACCCAGCTCTGGAACTGGGTTCCCGAGTGCTTGAGCTGTGGCTCCCGCTGTAGCTCTGACCAGGT
.GAGGCAAGCATGTATACCCAGGTCTGGAACCAGTTTCGTACATGTTTGAGCTGCAGTTCTTCCTGTACCACTGACCAGGT

*kk * hk Kk Kk Kkkokk

-AGAAACTCAAGCCTGCACTCCAAAACAGAACCGCATCTGCTCCTGCAAGCCGGGCTGGTACTGCACCCTGGGGAGGCAG—
-GGAAACTCAAGCCTGCACTCGGGAACAGAACCGCATCTGCACCTGCAGGCCCGGCTGGTACTGCGCGCTGAGCAAGCAG—
.GGAGATCCGCGCCTGCACTAAACAGCAGAACCGAGTGTGTGCTTGCGAAGCTGGCAGGTACTGCGCCTTGAAAACCCATT

**x X * * K%k * Kkk * Khhkhk AAhkhkAhkAhkAhkAhkA K Kk *

.——GAGGGGTGCCGGCTGTGCATGGCACTGCGCAAATGCAGCCCCGGCTTCGGCGTGACCAAACCCGGAACTGCGACATCA
.——GAGGGGTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCGCAAGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGGCCAGACCAGGAACTGAAACATCA
.CTGGCAGCTGTCGACAGTGCATGAGGCTGAGCAAGTGCGGCCCTGGCTTCGGAGTGGCCAGTTCAAGAGCCCCAAATGGA

* Kk Kk Kk kkkkk EEax E = *khkhk Khhk * *k K

-GATGTGGTATGTGCGCCCTGTGCCCCGGGCACGTTCTCCAGCACACTATCGTCCACGGACACCTGCCGGCCCCACCGGAT
-GACGTGGTGTGCAAGCCCTGTGCCCCGGGGACGTTCTCCAACACGACTTCATCCACGGATATTTGCAGGCCCCACCAGAT
_AATGTGCTATGCAAGGCCTGTGCCCCAGGGACGTTCTCTGACACCACATCATCCACTGATGTGTGCAGGCCCCACCGCAT

* **kk K Kk *kk **x Khkkkk Kk ECE R & b **

-CTGTAGCTCGGTGGCCATTCCTGGCACCGCAAGGATGGATGCAGTCTGCACATCTGAGTCCCCCACCCTGAACGTGGC-C
-CTGTAACGTGGTGGCCATCCCTGGGAATGCAAGCATGGATGCAGTCTGCACGTCCACGTCCCCCACCCGGAGTATGGCCC
.CTGTAGCATCCTGGCTATTCCCGGAAATGCAAGCACAGATGCAGTCTGTGCGCCCGAGTCCCCAACTCTAAGTGCCATCC

Khkkhkhk hhkhkkhk Kk kk *k Kk * Fkhkhkhk Khk K *

-.CAGGG-———————————— CCCAGCC----CCCACGAGATCACAACGCATGGAGCCAACGCCGGGGCCCAGCGTAGCTCCA
.CAGGGGCAGTACACTTACCCCAGCCAGTGTCCACACGATCCCAACACACGCAGCCAACTCCAGAACCCAGCACTGCTCCA
.CAAGGACACTCTACGTATCTCAGCCAGAGCCCACAAGATCCCAACCCCTGGATCAAGAGCCAGGGCCCAGCCAAACTCCA

**x Kk * * * K X ** X *hhhhk *hhhk

.AGCACCGCCCCCCTGCCCCCGATGACCCCAAGTCCTCCAAGTCCCCCAGTTGAAGGGCTCAACACAGGGAACATCTCTCT

-AGCACCTCCTTCCTGCTCCCAATGGGCCCCA-———————~ GCCCCCCAGCTGAAGGG---AGCACTGGCGACTTCGCTCT
-AGCATC--CTTA----CATCGTTGGGTTCAA-———————- CCCCCATTATTGAACAAAGTACCAAGGGTGGCATCTCTCT
*hkk X * * *k * X *kk Khkhk = ** * Kk Khhkkk

RN TTCGGACTGATCGTGGGTGTGACAGCCATGGGTCTGTTAATAATTGTCCTGGTGAACTGTGTCATCATG/eRLO72IerN
MNNOGTTGGACTGATTGTGGGTGTGACAGCCTTGGGTCTACTAATAATAGGAGTGGTGAACTGTGTCATCAT iAW eo7ielel
.TCCA ATTGGTCTGATTGTTGGAGTGACATCACTGGGTCTGCTGATGTTAGGACTGGTGAACTGCATCATCCTGGTGCAGA

FhAK KhAxk Khkkkk Kk Kk * K%k * * Ex *kk

-AGAAAAAGAAGCCCTTCTGCCTGCAAGGAGACGCCAAGGTGCCGCACCTGCCCGCCGAAAAGGCCCGAAGTGTCCCCGGT
- TGAAAAAGAAGCCCTTGTGCCTGCAGAGAGAAGCCAAGGTGCCTCACTTGCCTGCCGATAAGGCCCGGGGTACACAGGGC
_GGAAAAAGAAGCCCTCCTGCCTACAAAGAGATGCCAAGGTGCCTCATGTGCCTGATGAGAAATCCCAGGATGCAGTAGGC

* **x *k *kk

.CCTGAGCAGCAGCACCTGCTGACCACGGCGCCCAGCTCCAGCAGCAGCTCCCTGGAGAGCTCGGCCAGCGCCCCGGACAG
.CCCGAGCAGCAGCACCTGCTGATCACAGCGCCGAGCTCCAGCAGCAGCTCCCTGGAGAGCTCGGCCAGTGCGTTGGACAG
.CTTGAGCAGCAGCACCTGTTGACCACAGCACCCAGTTCCAGCAGCAGCTCCCTAGAGAGCTCAGCCAGCGCTGGGGACCG

* Khkhkhhkhhkhdkhkhhkihk Khkk dhkkhk hk hhk Kk

-GAGGGCACCCACCCCGTCCCAGCTCCAGGCACCGGGCGCGGACAAGACCAGTGGGTCTGGAGAGGCCCGGGCCAGCTCCA
.AAGGGCGCCCACTCGGAACCAGCCACAGGCACCAGGCGTGG---AGGCCAGTGGGGCCGGGGAGGCCCGGGCCAGCACCG
-AAGGGCGCCCCCTGGGGGCCATCCCCAAGCAAGAGTCATGGCGGAGGCCCAAGGGTTTCAGGAGGCCCGTGCCAGCTCCA

*hKxkk Kkk KX * E **x Kkk * * Kk Kk Kk *hk KAhAhkAhkAhkAhkAhkAh AAhkhkhAkhkAhk KKk
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.GCAGCTCAGAGTCATCTTCCGGCAGCCACGGGACCCAGGTCAATGTCACCTGCATTGTCAACGTGTGCAGCAGCTCTGAC
-GGAGCTCAGATTCTTCCCCTGGTGGCCATGGGACCCAGGTCAATGTCACCTGCATCGTGAACGTCTGTAGCAGCTCTGAC
.GGATTTCAGATTCTTCCCACGGAAGCCACGGGACCCACGTCAACGTCACCTGCATCGTGAACGTCTGTAGCAGCTCTGAC

* * *hkkk Kk Kk **
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-CATAGCTCCCAGTGCCCCTCCCAGGCCAGCTCCACGA---GGGACACAGATGCCAGCCCTTCCAGCTCCCCCAAAGATGA
.CACAGCTCACAGTGCTCCTCCCAAGCCAGCTCCACAATGGGAGACACAGATTCCAGCCCCTCGGAGTCCCCGAAGGACGA
.CACAGTTCTCAGTGCTCTTCCCAAGCCAGCGCCACAGTGGGAGACCCAGATGCCAAGCCCTCAGCGTCCCCAAAGGATGA
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-GCAGGTCCCTTTCTCCAAGGAGGAGCGTCCTTTTCAGCCCCAGCCGGGGGCTCCAGAGACTCTACTGCAGAGCCCAGAGG
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.GCAGGTCCCCTTCTCTCAGGAGGAGTGTCCGTCTCAGTCCCCGTGTGAGACTACAGAGACACT———GCAGAGCC———ATG
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.AGAAGCCCTTGCCCCTTGGTGTGCCGGATATGGGCATGAAGCCCAGCCAAGCTGGCTGGTTTGATCAGATTGCAGTCAAA
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3.GTGGCCTGA
* *

Figura 4. Comparacié de les sequéncies nucleotiditiques del TNFR2 de porc, huma i ratoli. En

gris es marquen les 4 regions riques en cisteines. En negre es marca la regié transmembrana.

2.3.1.2 Analisi bioinformatica de les proteines.

A partir de les sequéncies de cDNA obtingudes es van deduir les sequéncies
aminoacidiques de cada isoforma i es van esbrinar les caracteristiques de les
proteines corresponents mitjangant prediccions bioinformatiques amb diferents
programes com SMART o el Compute pl/Mw, entre d’altres (Materials i
Meétodes seccié 3). En la figura 5 es presenta un esquema que resumeix la
distribucid del motius proteics en relacié als exons per les diferents variants

descobertes en aquest treball.

El receptor complet pTNFR2, isoforma 1, és una proteina transmembrana de
tipus | amb un total de 461 aminoacids, péptid senyal de 22 aminoacids de
llargaria inclos. Conté quatre dominis rics en cisteines a la regié extracel-lular
(239 aminoacids) seguida per una regié transmembrana (23 aminoacids) i un
domini citoplasmatic que transmet els senyals intracel-lulars (177 aminoacids).
El seu pes molecular teodric és de 48 kDa i té un punt isoeléctric de 8,40. A

nivell in silico esta descrit com una proteina de la via secretora.
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La isoforma 2 és una variant generada per un splicing alternatiu que elimina
els exons 7 al 10, pTNFR2A7-10. No té regi6 transmembrana i per tant, €s una
proteina soluble. La proteina immadura té un total de 296 aminoacids i conté el
mateix peptid senyal que les altres isoformes. Conserva els quatre dominis rics
en cisteines de la regié extracel-lular (239 aminoacids), seguit d’'una cua de
baixa complexitat amb 35 aminoacids que es genera a partir del splicing. Té un
pes molecular de 31,2 kDa i un punt isoeléctric de 8,50. A nivell in silico esta
descrit com una proteina de la via secretora. Per I'assignacié del numero 2 a
aquesta isoforma ens hem basat en el que s’ha establert préviament en

humans.

La isoforma 3 del receptor esta generada per un splicing alternatiu de I'exo 4,
pTNFRAE4 i conté 411 aminoacids incloent el péptid senyal de 22 aminoacids
de llargaria. S’assembla forga al receptor complet perd6 només té 3 dominis rics
en cisteines en el domini extracel-lular (189 aminoacids). La delecié d’aquest
exd causa una fusié del dominis rics en cisteines 2 i 3. En canvi, la regi6
transmembrana (23 aminoacids) i el domini citoplasmatic (177 aminoacids) sén
idéntics al pTNFR2. Té un pes de 42,5 kDa i un punt isoeléctric de 7,70. A nivell

in silico també esta descrit com una proteina de la via secretora.

Finalment, la variant generada quan esdevenen els dos splicings descrits,
pTNFR2AE4AE7-10, la denominem isoforma 4. La proteina immadura conté
246 aminoacids i com les altres isoformes es processa utilitzant el mateix
péptid senyal. Conté només 3 dominis rics en cisteines al domini extracel-lular
(189 aminoacids) i acaba amb una cua curta de baixa complexitat. Té un pes
de 25,6 kDa i un punt isoeléctric de 7,85. Es dedueix que es comporta a nivell

in silico com una proteina de la via secretora (figura 5).
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Isoforma 1 ! z S 4 S 6
Ll [ 1 | PTNFR2
Isoforma 2 [T [ T71 | pTNFR2AE7-10
Isoforma 3 I | [ M | PTNFR2AE4
Isoforma 4 [ 1 [ L1 | T—— PTNFR2AE4AET-10
Péptid Dominiricen g Redid Extrem 3’ Dormini 7 Delecio

Senyal Cisteines Transmembrana 2 alternatiu intracel lular

Figura 5. Esquema resum de les diverses isoformes del pTNFR2. Es mostren els exons i com

es distribueixen les diferents regions i motius proteics.

Una analisi bioinformatica amb el programa T-Coffe (Materials i Métodes seccio
3) ens va permetre detectar el percentatge d’homologia del pTNFR2 (isoforma
1) amb el d’altres espécies properes a nivell de sequéncia aminoacidica (figura
6). Aixi doncs la sequéencia del pTNFR2 complet mostra una identitat del 72,5%
amb la sequéncia del TNFR2 huma i un 52,7% amb el TNFR2 muri (figura 6). A
meés, trobem nombroses variacions d’aminoacids que per les seves
caracteristiques son considerades de tipus conservatiu i algunes
semiconservatives. S’ha de destacar que la identitat més elevada es correspon
amb la sequéncia aminoacidica bovina 80%. En humans, s’ha descrit
I'existéncia d’'una isoforma soluble generada per splicing alternatiu que causa la
delecié dels exons 7 i 8 [Lainez et al. 2004]. La isoforma 2 porcina (generada
per delecio dels exons 7 a 10) té una homologia del 64% amb aquesta isoforma
humana. Finalment, Les variants amb splicing de 'ex6 4 no han estat descrites

en cap altre especie i per tant no en fem de comparacions.

Es van poder determinar a nivell bioinformatic dos llocs potencials de N-
glicosilacio, localitzats en els aminoacids 70 (NRT) i 258 (NIS) (figura 6). El
primer lloc potencial de N-glicosilacié esta també conservat en la sequéncia

murina.
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LPAQVAFTPYAPEPGSTCRL--REYYDQTAQMCCSKCS
VPSQAVFMPYAPELGSSCRLPLKEYYDTKAQMCCSKCP
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LQRDAKVPHVPDEKSQDAVGLEQQHLLTTAPSSSSSSLESSASAGDRRAPPGGHPQARVM
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Els aminoacids de la columna son identics en totes les sequéncies aliniades.

: Substitucions conservades d’aminoacids entre les diferents seqliéncies.
. Substitucions semiconservades d’aminoacids entre les sequéncies analitzades.
L’abséncia de simbol indica un canvi d’aminoacid no conservat

Figura 6. Comparacié de les sequéencies aminoacidiques del TNFR2 huma, de porc i de ratoli.

El péptid senyal esta marcat amb un requadre gris fosc. Marcats amb un fons gris clar estan els

dominis rics en cisteines. La regié transmembrana esta indicada amb un requadre negre. Els

llocs potencials de N-glicosilacié de la proteina porcina s’assenyalen amb fletxes. La seqiiéncia

porcina de I'exé 4 delecionada per splicing esta subratllada amb una linia de punts. La del

splicing dels exons 7 al 10 en les variant porcines solubles esta subratllada amb una linia negre

continua. Al final de la seqliiéncia porcina (en cursiva) es mostra I'extrem 3’ que només

presenten les formes solubles porcines.
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2.3.2 Estudis d’expressié dels missatgers de les isoformes de
PTNFR2.

L’existéncia dels diferents tipus de RNA missatger es va estudiar mitjangant un
analisi per Northern Blot (figura 7). Es va utilitzar RNA total de cel-lules
mononuclears de sang periférica (PBMC) i de condrocits articulars (PAC). La
hibridacio es va fer amb una sonda de DNA que corresponia al domini
extracel-lular sencer del pTNFR2 o amb una sonda que comprenia només I'exd
4. Es van observar multiples bandes. Les més rellevants d’ aproximadament 6 i
5 kb corresponien a diferents transcrits del pTNFR2 i podrien contenir també la
variant amb el splicing de I'ex6 4. La banda de 3,5 kb per mida podria
correspondre a un transcrit més processat del pTNFR2. A continuacié, les
bandes de 2,8 i 2,6 kb son consistents amb diversos transcrits de les isoformes
solubles, amb i sense exo6 4, respectivament. A més a meés, en la mostra de
PBMC apareix una banda de 1,9 kb, que a causa de la seva mida, quadraria

amb una variant soluble.

A B
L e
v = o =
< @ <I
a o o o
. " - &b
ol '"“_ Sib
285 —
. _ —  3.5Ib
ol e WP — 2.2kb
- - 2.5lb
185 — | =  1.91b

- e - W poactina

Figura 7. Analisi per Nothern Blot per a la deteccié de diferents transcrits del pTNFR2.
Com a control de carrega s’ha usat la $-actina. Es va fer servir una sonda corresponent

al total de la regi6 extracel-lular del pTNFR2 (A) o només a I'ex6 4 (B).
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A continuacié es va procedir a determinar el nivell d’expressido d’aquestes
isoformes en diferents teixits i cél-lules porcines mitjangant la técnica de RT-
PCR quantitativa (figures 8 i 9). Es van dissenyar els experiments per tal de
determinar la proporci6 de molécules que presentaven o no un determinat
splicing mitjangant el metode Tagman. A la seccié 4 de Materials i Métodes
s’especifiquen els detalls técnics i a la figura 8 es localitzen les zones de
reconeixement de sondes i encebadors especifics per cada série
d’experiments. En concret, primer es van determinar simultaniament la
preséncia o abséncia de lI'exé 4 (figures 8A i 9A) i en una segona seérie
d’experiments la preséncia o abséncia del splicing dels exons 7 a 10 (figures
8B i 9B).

A Preséncia o abséncia del splicing de I'ex6 4
> >
3 5 6 3 4 5
B Preséncia o abséncia de splicing dels exons 7-10
>\ ¢ >
5 6 7b 5 6 7
Figura 8. Esquema dels llocs de reconeixement dels encebadors (<4 ) i les sondes

Tagman ( n\) per detectar la preséncia (delecid) o abséncia dels splicings mitjangant RT-
PCR quantitativa. Es presenten els exons del pTNFR2 que estan involucrats en la deteccio
del splicing de I'ex6 4 (A) i dels exons 7 a 10 (B).
En els dos casos, I'expressié global es va calcular sumant el numero de
molécules observades amb i sense splicing i es va normalitzar prenent els
resultats de muscul (que eren molt robustos) com a comparacio (figura 9). Es
van observar variacions importants en els nivells globals d’expressié de

PpTNFR2 entre teixits. El pulmé és el teixit que presentava amb diferencia els
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nivells més elevats, més de 15 cops els nivells de referéncia del muscul. La
melsa, els PBMC i els monocits també mostraven nivells alts (entre 3 i 5 cops
els nivells del muscul) en relacio a la majoria de teixits. Els 6rgans solids com el
cor, els ronyons i el fetge, a més de l'intesti prim, donaven com a resultat nivells
intermitjos. Els condrocits costals (PCC), les ceél-lules endotelials aortiques
(PAEC) i el muscul presentaven nivells baixos i per ultim, el cervell tenia els

nivells més baixos de tots els analitzats.

La presencia del splicing de I'ex6 4 va ser detectada en tots els tipus cel-lulars i
teixits (figura 9A). L’expressio d’aquest splicing es trobava al voltant del 5% del
total en la major part de mostres analitzades. Els mondcits mostraven una
major proporcié (aproximadament 13%), mentre en el pulmé presentava el
percentatge meés baix (2,2%). Per tant, estimem que en la majoria de teixits la
ratio, preséncia del splicing de I'exé 4 en relacié a I'abséncia de splicing de
'exd6 4, és de 1 a 15. En mondcits puja fins a tenir una ratio de 1 a 7 i al pulmé

baixa fins a aproximadament 1 a 45.

La preséncia del splicing dels exons 7 a 10 es va detectar també a tots els
teixits i cel-lules (figura 9B). En general, la proporcié de les variants solubles
era superior a la proporcié que mostraven les variants amb la delecié de I'ex6 4
amb un rang entre el 7% i el 17%. El pulmd és una excepcio ja que mostrava
els nivells més baixos de variants solubles amb un percentatge del 1,7%
(correspon a una ratio de 1 a 58). Els nivells més elevats corresponien a
muscul i PBMC, amb una ratio de 1 molécula de la isoforma soluble per cada 5
de transmembrana, seguit dels monocits amb una ratio aproximada de 1 a 7.
De fet, els mondcits i els condrocits porcins sén dels pocs que presentaven la

mateixa proporcio de variants solubles i variants sense exé 4.
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A Preséncia o abséncia de splicing de I'ex6 4.

Monocits

PCC
PAEC
Cervell

I 13%

Pulmo

Melsa

Cor
Ronyd
Intesti prim

Muscul

5 615 16

B Preséncia o abséncia de splicing dels exons 7-10.

PBEMC

| 15,4%

Mondcits | 13%
PCC
PAEC

Cervell

Pulmé

117%

Melsa

] 2.8%

Cor I 12,2%
Fetge
Ronyo 7.9%

Intesti prim

Muscul

|
Y "1
4 5 616 17

Figura 9. Quantificacié de I'expressiéo de pTNFR2 i determinacié del percentatge de

splicing. Es va determinar la proporcio de splicing alternatiu per 'ex6 4 (A) i pels exons

7 a 10 (B). Les barres representen I'expressié global que inclou tant la presencia del

splicing (representat en negre) com l'abséncia (en blanc). En cada cas s’indica el

percentatge de molécules sotmeses a splicing. Les dades es van calcular a partir de la

mitjana de 5 experiments.
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FRET de les

2.3.3 Estudis de localitzacié subcel-lular i

isoformes de membrana del pTNFR2.

Amb la finalitat de determinar la localitzacié de les isoformes pTNFR2 es van
dur a terme una série d’experiments de citometria de flux, immunofluorescencia
i FRET amb cél-lules porcines o amb cel-lules modificades geneticament per tal

d’expressar les isoformes de membrana.

Mitjancant estudis de citometria de flux es va detectar una expressié moderada
del pTNFR2 en la superficie de diferents tipus cel-lulars de porc com PAEC,

PCC, limfocits de sang periférica i la linia cel-lular limfoblastica L35.
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Intensitat de flucrescéncia
L Control Negatiu N pTNFR2 2°1gG-FITC

Figura 10. Determinacié de I'expressié de pTNFR2 a la superficie de cél-lules porcines

mitjanc¢ant citometria de flux.

A continuacié es va realitzar un estudi d’immunofluorescéncia amb cél-lules
PAEC o PAEC infectades amb el vector retroviric pLXSN-pTNFR2 (figura 11).
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Es van marcar amb l'anticos policlonal ALP79 per detectar el pTNFR2 i la
fal-loidina per marcar les fibres d’actina que normalment envolten la membrana
plasmatica. Per aquest experiment es va usar com a control negatiu el

marcatge amb I'anticos secundari sol (IgG FITC) que no va donar reactivitat.

El patr6 general ens va mostrar una expressié del pTNFR2 nativa tant en el
citosol com en la membrana plasmatica ja que colocalitzava com a mitjana un
13,6% amb la fal-loidina (figura 11A). Quan vam sobreexpressar el pTNFR2
complet en PAEC, es va detectar un augment de I'expressié en la membrana
extracel-lular i la colocalitzacié amb la fal-loidina va augmentar aproximadament

tres vegades fins un 39,6% (figura 11B).

Marcador-Fal-loidina pTNFR2 Mescla Control Negatiu

Figura 11. Estudi de colocalitzaci6 del pTNFR2 i fal-loidina en PAEC per
immunofluorescéncia. Les PAEC control (A) o les infectades amb pLXSN-pTNFR2 (B)
es van tenyir amb fal-loidina i I'anticos per pTNFR2 (ALP79). Imatges de microscopia

confocal preses a 630 augments.

També es van incubar mondcits porcins aillats a partir de sang periférica amb
ALP79, per detectar el pTNFR2, i DRAQS, per tal de marcar el nucli (figura12).
El marcatge ens mostra I'expressié de pTNFR2 a l'area citosolica. El control
negatiu marcant les cél-lules només amb I'anticos secundari (IgG FITC) no va

donar senyal que pogués interferir amb els resultats.
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Marcador-DRAQ5 pTNFR2 Mescla Control negatiu

Figura 12. Detecci6 de pTNFR2 a monodcits porcins per immunofluorescéncia. Els

monocits porcins es van marcar amb ALP79, per detectar el pTNFR2, i DRAQ5, per
marcar el nucli. Imatges preses amb microscopi Leica TCS-SL spectral confocal a 630

augments.

Aquests experiments no ens permetien afirmar si I'anticos ALP79 detectava
només el pTNFR2 o també detectava el pTNFR2AE4. Per comprovar-ho es van
transfectar cél-lules Hela amb un vector que contenia cadascuna de les dues
isoformes de membrana. Per poder detectar les isoformes es van generar
proteines de fusié formades pel domini extracel-lular del receptor, la regid
transmembrana i una part del domini intracel-lular unit a la proteina EYFP o
ECFP. Es van testar els anticossos policlonals de conill ALP79 i ALP80 i es va
observar per immunofluorescéncia que cap d’ells discernia entre les dues
variants (figura 13). Per tant, ambdds anticossos sén valids per detectar tant el
pTNFR2 complet com el pTNFR2AE4 amb aquesta técnica. El control negatiu
marcant les cél-lules només amb l'anticos secundari (IgG Alexa555) no va
donar senyal que pogués interferir amb els resultats. En successius
experiments es va usar l'anticos ALP79, que donava una mica més de
reactivitat. El primer experiment va servir per confirmar que la proteina de fusid

amb la EYFP colocalitzava exactament amb la tincid de I'anticos ALP79.
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pTNFR2 pTNFR2AE4 Control negatiu

- - -

ALP80

Figura 13. Estudi per determinar I'especificitat dels anticossos ALP79 i ALP80 per
immunofluorescéncia. Les cél-lules Hela transfectades amb pTNFR2 o pTNFR2AE4
van ser tenyides per l'anticds indicat. Imatge original presa amb microscopi

d’epifluorescéncia Olimpus BX-60, 100 augments.

Com els anticossos dels quals disposavem no eren capagos de diferenciar
entre les dues isoformes, varem optar per determinar la seva localitzacio
subcel-lular transfectant cél-lules d’origen huma, HelLa i 293EBNA, amb vectors
que contenien les isoformes unides en el seu C-terminal a una proteina
fluorescent. Aquestes proteines de fusié conservaven la regié transmembrana i
una porcio de la citosodlica. En primer lloc, les cél-lules HelLa es van transfectar
separadament amb pEYFP-pTNFR2 o pEYFP-pTNFR2AE4 i després de 48 h
es va procedir a fer els estudis d’immunofluorescéncia. Es van fer tots els
controls necessaris amb cél-lules sense transfectar, o transfectades amb els
vectors que només contenien el fluorocrom, a més de controls amb els reactius
emprats per confirmar que no hi havia cap interferencia amb el resultat de

I'assaig ni fals positiu. Tots els controls van donar negatius.

En el primer experiment de localitzaci6 es va utilitzar la fal-loidina com a
marcador de membrana (figura 14). Es va observar un patré6 de les dues
isoformes de pTNFR2 clarament diferent. El pTNFR2 es veia majoritariament a
la membrana plasmatica dibuixant la morfologia de les cél-lules HeLa. En canvi,
la variant pTNFR2AE4 presentava un marcatge intracel-lular. Amb un programa

d’analisi d'imatges es va calcular que la transfecci6 amb el pTNFR2 complet
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colocalitzava de mitjana un 37% amb el marcatge de fal-loidina, mentre
I'expressié del pTNFR2AE4 tan sol un 4%. De fet, la distribucié del senyal
immunofluorescent suggeria una localitzacié a reticle endoplasmatic d’aquesta

isoforma.

Marcador-Fal-loidina Proteina Mescla

A

| -

Figura 14. Estudis de colocalitzacio de les isoformes de membrana de pTNFR2 amb el

marcador de fal-loidina a cél-lules HelLa transfectades. Es va analitzar les cél-lules
HelLa que expressaven pTNFR2-EYFP (A) o pTNFR2AE4-EYFP (B) 48 h després de la
transfeccio transitoria. Imatge original presa amb microscopia confocal a 630 augments.

Per tant, el segon experiment es va dissenyar per localitzar el pTNFR2AE4 fent
servir com a marcador la calnexina, que és una proteina transmembrana del
reticle endoplasmatic (figura 15). En aquest cas, podem comprovar com el
receptor pTNFR2 no colocalitzava amb la calnexina (un 4,8% de mitjana),
mentre les cel-lules transfectades amb la isoforma pTNFR2AE4 mostraven una
elevada coincidéncia amb el marcador de reticle (un 42% de mitjana).
Tanmateix, encara restava una part del pTNFR2AE4 que es localitzava dins la

cél-lula, perd no coincidia amb el patré de tincié de la calnexina.
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Marcador-Calnexina Proteina Mescla

Control negatiu Proteina

Figura 15. Estudis de colocalitzacio de les isoformes de membrana del pTNFR2 amb el

O

marcador de reticle endoplasmatic calnexina a cél-lules HelLa transfectades. Es van
analitzar les cél-lules HeLa que expressaven pTNFR2-EYFP (A) i pTNFR2AE4-EYFP
(B) 48 h després de la transfeccio transitoria. Com a controls negatius es van incubar
només amb [l'anticos secundari IgG-FITC, sense anti-calnexina, les ceél-lules
transfectades amb pTNFR2-EYFP (C) i pTNFR2AE4-EYFP (D). Imatge original presa

amb microscopia confocal a 630 augments.

En un tercer assaig es va emprar un altre marcador de reticle endoplasmatic,
ER-Tracker DPX Blue-White, que podia ser usat en céllules sense fixar.
Sabem que aquest marcador reconeix una proteina que es troba dins el reticle,
a diferéncia de la calnexina que esta a la membrana del reticle endoplasmatic.

El resultat mostra com el pTNFR2-EYFP marcat colocalitza poc amb el
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marcador de reticle endoplasmatic (un 8,7% de mitjana), mentre el
pTNFR2AE4-EYFP colocalitzava fins a un 20% (figura 16).

Marcador- ER-Tracker Proteina Mescla

| ---

Figura 16. Estudis de colocalitzacio de les isoformes de membrana de pTNFR2 amb el
marcador de reticle endoplasmatic ER-tracker a cél-lules HelLa transfectades i sense
fixar. Es van analitzar les céllules HelLa que expressaven pTNFR2-EYFP (A) o
pTNFR2AE4-EYFP (B) 48 h després de la transfeccié transitoria. Imatge original presa

amb microscopia confocal a 630 augments.

Com els receptors del TNF formen homotrimers per ser funcionals [Chan et al.
2000], vam dissenyar un experiment que simulés la situacié fisioldgica on les
dues proteines foren expressades alhora. Amb aquest assaig voliem
determinar si la isoforma pTNFR2AE4 es podia expressar a la membrana
plasmatica juntament amb la variant llarga i en cas positiu, si formaven
heterotrimers. Amb aquest objectiu es va fer un experiment de FRET usant la
técnica Acceptor Photobleaching en cél-lules sotmeses a una doble transfeccio
amb les dues isoformes marcades amb fluorofors diferents. En una primera
transfeccio es seleccionaven les cél-lules per una de les proteines de fusio i en

una segona ronda es feia una transfeccié transitoria amb l'altre per procedir a
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fer 'experiment de FRET al cap de 48 h. El control positiu va consistir en
detectar la uni6é de pTNFR2-EYFP amb pTNFR2-ECFP que en combinar-se va
produir FRET a la superficie cellular (figura 17B) on s’havia realitzat el
bleaching, i no a les regions control (figura 17A). En el segon cas es van
mesclar els dos tipus de receptors, el pTNFR2-EYFP, i el pTNFR2AE4-ECFP i
també es va detectar FRET, encara que amb menor eficiéncia que amb el
control positiu (figura 17A). Les dues isoformes colocalitzaven
intracel-lularment, ja que només s’observava el FRET entre el pTNFR2AE4-
ECFP i el pTNFR2-EYFP que quedava retingut dins la cél-lula (figura 17C).
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C

Pre-bleaching Post-bleaching

Eficiencia de FRET

Donador pTNFR2AE4-ECFP

Acceptador pTNFR2-EYFP

Figura 17. Experiment de FRET per detectar la unié de les isoformes de pTNFR2 en
cél-lules 293-EBNA. Es detecta el ECFP (donador) a una longitud d’'ona de 488 nmi el
EYFP (acceptador) a 514 nm. A) Resum de l'eficiencia de FRET usant el métode
Acceptor Photobleaching. Les dades es van calcular a partir de la mitjana de 6 regions
diferents. B) Imatges originals de microscopi confocal de pTNFR2-ECFP i pTNFR2-
EYFP en una mateixa cél-lula com a control positiu amb FRET. C) Expressié de
pTNFR2AE4-ECFP i pTNFR2-EYFP en una mateixa cél-lula per valorar la formacié
d’heterotrimers.
A continuacid es va dissenyar un experiment on les céllules 293-EBNA
transfectades amb el pTNFR2 o el pTNFR2AE4 marcat amb EYFP eren
estimulades amb TNFa. L’objectiu era determinar si aquest estimul seria capag¢
de canviar la localitzacié del pTNFR2AE4 i ubicar-lo a la membrana plasmatica
i induir la seva alliberacio en el medi de cultiu. Primerament les cél-lules es van
estimular amb TNFa 20 ng/ml a diferents temps (5 minuts, 10 minuts, 15
minuts, 14 hores i 24 hores) i analitzar mitjangant microscopia confocal (figura
18). Cap de les situacions descrites va resultar en una translocacio del
pTNFR2AE4 cap a la membrana plasmatica.
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Control negatiu

Figura 18. Estudis de localitzaci6 de les isoformes de pTNFR2 després d'un
tractament curt amb TNFa. Es mostren resultats de I'estimulacio amb hTNFa durant
5 minuts de les cél-lules Hela que expressaven pTNFR2-EYFP o pTNFR2AE4-EYFP
(com s’indica). B) Com a control negatiu es va usar I'anticos secundari anti-conill IgG-

647. Imatge original presa amb microscopia confocal a 630 augments.

Les cel-lules transfectades també es van analitzar mitjangant citometria de flux i
tampoc es va detectar el receptor TNF2RAE4 en la membrana extracel-lular.
En canvi, es va poder comprovar com I'expressié del TNFR2 complet disminuia
a mesura que augmentava el temps d’estimul amb TNFa (15 i 60 minuts)
(figura 19).
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Figura 19. Determinacio per citometria de flux de pTNFR2 a la superficie de cel-lules
293-EBNA transfectades per expressar pTNFR2-EYFP o pTNFR2AE4-EYFP (com

s’indica) i tractades amb TNFa.

Per demostrar que efectivament el receptor s’havia després de la membrana
plasmatica, es van recollir els sobrenedants de les diferents condicions
experimentals al temps de 15 minuts de tractament. Mitjangant un analisi per

western blot vam poder detectar el pTNFR2 alliberat, perd no el pTNFR2AE4

soluble (Figura 20).
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Figura 20. Deteccio per Western Blot de pTNFR2 en el del sobrenedant de cél-lules
293-EBNA transfectades per expressar pTNFR2 o pTNF2RAE4 i tractades amb TNFa

durant 15 minuts.

2.3.4 Estudis d’afinitat de les isoformes del pTNFR2 pel TNFa.

Per tal d’elucidar quina funcié podien tenir aquestes isoformes en els sistema
porci i en el sistema xenogeénic, es van dissenyar estudis d’afinitat mitjangant
ressonancia de plasmoé de superficie. Es van fer servir dues aproximacions per
tal de determinar I'afinitat dels receptors als TNFa huma i porci. Per un costat,
els receptors es van immobilitzar directament al xip CM5, el que comporta una
unié no orientada al sensor. Per altra banda, es van unir a través d’'un anticos
monoclonal anti-GST que permet orientar la proteina. Els analits emprats van
ser el TNF huma i el porci, que es van usar en soluci6 a multiples

concentracions com es detalla a I'apartat de materials i métodes.

Amb laproximacido de la unid no orientada dels receptors es van obtenir
resultats robustos (figura 21 i Taula 1). EIl pTNFR2 mostra una elevada afinitat,
de I'odre de nanomolar tant pel TNF huma com pel porci i es va adaptar bé a
un model d’'unidé 1:1. Alhora de comparar les dues interaccions, només es va
veure alguna diferéncia en la cinética, ja que la velocitat de dissociacio era més
elevada en la combinacié xenogénica. Tot i aixi, I'estabilitat de les unions era
molt alta i no es dissociaven espontaniament. EI hTNFR2 va mostrar un alta
afinitat pel TNFa de les dues espécies i per tant, un comportament semblant al

del receptor porci.
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Figura 21. Analisi d’afinitat per ressonancia de plasmo superficial del TNFR2 huma i
porci. Es vam immobilitzar en diferents canals d’'un xip CM5 el pTNFR2 (A i B) i el
hTNFR2 (C i D) i es van passar multiples concentracions dels analits TNFa porci (A i
C) i TNFa huma (B i D). Sensogrames amb un temps d’injeccié de I'analit que varia

entre 100 i 300 segons i un periode de dissociacié de 180 segons.

Taula 1. Resum de les variables determinades durant I'assaig de ressonancia de

plasmé amb els receptors no orientats.

Lligand/Analit ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) Chi? (RU?)
pTNFR2/pTNFa 5,30E+05 8,65E-04  1,63E-09 6,17
pTNFR2/hTNFa 7,37E+05 1,75E-03  2,38E-09 0,671
hTNFR2/pTNFa 4,37E+05 1,50E-03  3,45E-09 0,065
hTNFR2/hTNFa 5,24E+05 2,06E-03  3,94E-09 0,085

Ka constant d’associacio, Kd constant de dissociacid, KD constant d’afinitat

Chi* <10 mesura estadistica que dona validesa als resultats.

L’aproximacid de la unié orientada dels receptors van donar resultats
semblants, ja que confirmaven una elevada afinitat del receptor porci pel TNFa
huma (taula 2). Tanmateix, aquesta mateixa alta afinitat implicava una dificultat
técnica elevada perque no es podia regenerar bé la superficie del xip i reduia la
robustesa dels resultats. En canvi, aquesta aproximacid ens va permetre

avaluar millor les caracteristiques de la unié de la isoforma pTNFR2AE4 amb
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els TNFa ja que lafinitat era molt més baixa (figura 22). En aquestes

condicions, el pTNFR2AE4 no s’unia gens al TNFa huma i poc al TNFa

d’origen porci (una diferéencia de 4 ordres de magnitud respecte I'afinitat del
pTNFR2 pel pTNFa).
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Figura 22. Analisi d’afinitat per ressonancia de plasmé del pTNFR2AE4. Es van

determinar les cinétiques d’uni6 pel TNFa porci (A) i huma (B). Sensogrames amb

un temps d’injeccié de I'analit de 120 segons i un periode de dissociaci6é de 180

segons.
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Taula 2. Resum de les variable determinades per ressonancia de plasmé amb els

receptors orientats.

Lligand/Analit ka(1/Ms) kd (1/s) KD (M) Chi*(RU?)

pTNFR2-pTNFa 1,86E+06  7,52E-06 4,02E-12 2,47
PTNFR2-hTNFa 2,45E+05  1,33E-04 5,44E-10 3.22
hTNFR2-pTNFa 9,59E+04  1,26E-05 1,31E-10 1.24
hTNFR2-hTNFa 5,76E+06  3,70E-05  6,41E-12 3,14
PTNFR2AE4-pTNFa 7,87E+05  8,74E-03 1,11E-08 0.06

pTNFR2AE4-hTNFa - - - -

Ka constant d’associacié, Kd constant de dissociacié, KD constant d’afinitat,

Chi? <10 mesura estadistica que dona validesa als resultats.

2.3.5 Assaig de Pull down i competicié de formes solubles del
PTNFR2.

Després de comprovar que el pTNFR2AE4 porci uneix molt poc el TNFa, es
van dissenyar uns assajos per determinar si les dues variants podrien
combinar-se i formar heterotrimers en forma soluble per regular negativament
la via del TNFa. Per demostrar aquesta hipotesi, vam produir de forma
simultania en sobrenedants de cél-lules mamiferes les isoformes de pTNFR2
amb i sense ex6 4 marcades amb diferents tags (GST o His). Les proteines de
fusid contenien la totalitat del domini extracel-lular seguit del fag en el seu
extrem C-terminal. Per fer el pull down es van capturar les proteines amb GST
fent servir sefarosa amb glutatié i seguidament es detectaven les proteines

mitjangant un analisi de Western Blot.

La figura 23A mostra els experiments realitzats transfectant les cél-lules 293-
EBNA de forma estable amb les variants que contenien la GST com a tag i de
forma transitoria les variants amb el His tag. Els carrils 1 i 2 presenten els

controls corresponents a la purificaci6 del sobrenedant de ceéllules
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transfectades amb cadascuna de les variants marcades amb GST soles.
Podem comprovar el senyal produit per I'anticds anti-GST i la manca de senyal
per I'anticos anti-His. En el cas de la purificaciéo del sobrenedant de cel-lules
transfectades de forma estable amb pTNFR2AE4-GST i de forma transitoria
amb pTNFR2-His (carril 3), ambdds anticossos donaven senyal després de la
purificaci6 amb GST. Finalment, el carril 4 mostrava com la combinacié de
pTNFR2-GST transfectat de forma estable i pTNFR2AE4-His de forma
transitoria també produia senyal amb els dos anticossos. Aquests resultats ens
indicaven que les dues isoformes solubles eren capaces d’unir-se entre elles.
Per confirmar-ho, es va repetir 'experiment, perd en aquest cas transfectant de
forma estable amb el vector que contenia les variants amb el tag His i de forma
transitoria amb les variants amb el tag GST (figura 23B). Els carrils 1 i 2
mostren com a control les variants amb el tag His purificades del sobrenedant
de cellules transfectades de forma estable. Com era d’esperar, s’observava
senyal després d’'incubar amb I'anticos anti-His, perd no amb I'anticds anti-
GST. A més a més, es va afegir un control d’especificitat d’'unié que consistia
en fer les transfeccions transitdories amb una proteina irrellevant marcada amb
GST (carrils 3 i 4). La manca de senyal en aquests carrils demostra que la
purificacio de la proteina irrellevant GST no arrossegava cap de les variants del
receptor marcades amb His. En canvi, la purificacié del sobrenedant de
cél-lules amb una doble transfeccid, una d’estable amb pTNFR2-His i I'altre de
transitoria amb pTNFR2AE4-GST (carril 5), comportava una reactivitat positiva
amb els dos anticossos . El mateix resultat s’obtenia quan la transfeccié estable
corresponia al pTNFR2AE4-His i la transitoria al pTNFR2-GST (carril 6). Aquest
assaig de pull down ens permetia afirmar que els dos receptors sén capagos de

combinar-se.
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Figura 23. Western Blot del pull down de les variants solubles del pTNFR2. A)
Transfeccié estable amb variants amb GST i transitoria amb variants His. B)
Transfeccié estable amb variants amb His i transitoria amb variants GST. Incubacions

amb els anticossos anti-GST (aGST) i anti-His (aHis).

Per demostrar la funcionalitat de les dues isoformes solubles al combinar-se,
vam dissenyar un experiment de competicié amb cél-lules endotelials porcines
(figura 24). Amb l'objectiu de valorar I'efecte de I'addicié o no dels receptors, es
va determinar el nivell d’expressié a superficie dels marcadors SLA | i pVCAM-
1. Aquests marcadors ens permetien mesurar el grau d’activacié de I'endoteli
porci estimulat amb TNFa huma. Amb aquest experiment s’establia una

situacid on els receptors solubles competien amb els receptors de membrana
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per la unié al TNFa, repercutint en I'activacié de I'endoteli. Si els receptors
solubles no eren capagos d’unir el TNFa, hi hauria un desencadenament de
I'activacio. Si pel contrari eren capagos de competir i segrestar la citoquina,

I'activacioé es podria evitar.

En aquest assaig es van comparar sis escenaris diferents. L’endoteli porci
sense cap tipus d’estimul va ser designat com el control negatiu. L'addicio
unica de TNFa en el cultiu de cél-lules endotelials va ser el control positiu
d’activacio que es va normalitzar com a 100% de la resposta. Simultaniament,
es va determinar I'efecte de I'addicio al tractament amb TNFa de 50 ug/ml de
pTNFR2, 50 ug/ml de pTNFR2AE4 o 50 uyg/ml de hTNFR2, cadascun d’ells per
separat. Per estudiar la combinacié de les dues isoformes es van afegir 50
pg/ml de pTNFR2 més 50 pg/ml de pTNFR2AE4 (figura 24). L’addicié de
pTNFR2 va abolir en gran mesura I'activacié de I'endoteli produida pel TNFa
huma. Com a control d’aquest efecte, el hnTNFR2 va ser encara més eficient en
aquest bloqueig. En canvi, el pTNFR2AE4 no semblava capag¢ d’evitar I'efecte
del TNFa ja que tant el SLA | com el VCAM-1 s’incrementaven a la superficie
cel-lular a nivells similars als obtinguts amb hTNFa sol. El més interessant és
que la combinacié de les dues variants amb el hTNFa mostrava com resultat un
nivell d’activacié intermedi de I'endoteli. Encara que les diferéncies no eren molt

marcades, aquests efectes eren reproduibles.

Pagina | 88



>

% Activacio

% Activacio

Objectius i Resultats

SLAI
120
100 -
80
60 -
20 |
VCAM1
120
100 |
80 A
60 -
40 A
0 T T T T .
- + + + + +  hTNF-a 10ng/ml
- - + - + - pTNFR2 50 pg/ml
- + + - pTNFR2AE4 50 pg/ml

- - - + hTNFR2 10 pg/ml

Figura 24. Estudis de competicié de les variants solubles del pTNFR2. Determinacié de
l'activacio de PAEC estimulades amb TNFa a través de SLA | (A) i pVCAM-1 (B). Es

mostra la mesura de la intensitat de fluorescéncia, normalitzada pel control positiu a

100%, d’'un experiment representatiu de 4.
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3 PART lI: Estudi de la via del CD200 porci.

3.1 Hipotesi

Actualment sabem que el CD200 regula I'activitat de les cél-lules mieloides a
través de la interaccié amb el seu receptor [Hoek et al. 2000]. Diferents estudis
han descrit el paper immunoregulador de la interaccio CD200-CD200R en el
control del rebuig de l'al-lotrasplantament i del xenotrasplantament concordant,
entre d’altres processos amb un component inflamatori [Gorczynski et al. 2005]
[Gorczynski et al. 1999] [Rosenblum et al. 2004]. Per tant, I'expressié del
CD200 en les cél-lules donadores o en I'érgan podria jugar un paper crucial en
el rebuig del xenotrasplantament de porc a primat, i més concretament en els
mecanismes d’induccié de tolerancia necessaris per la supervivéncia de
'empelt. A més a més, la unié receptor/lligand del CD200 podria no estar
conservada en aquesta combinacié d’especies i contribuir al rebuig de I'empelt

porci.

3.2 Objectius

1. Identificacié i caracteritzaciéo del CD200 i CD200R porcins. Amb aquest
objectiu s’ha dividit el treball en:
A. Clonacié de les molécules CD200 i CD200R porcines.
B. Analisis bioinformatiques comparatives entre diferents espécies.
C. Estudis d’expressio a nivell de mRNA del pCD200.
D. Estudis d’expressi6 del CD200 en cellules dinterés pel

xenotrasplantament.

2. Estudis de funcionalitat en el sistema xenogeénic. Inclou els objectius

concrets seguents:

E. Estudis d’afinitat entre els lligands (CD200) i el receptors (CD200R)

humans i porcins.
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3.3 Resultats

3.3.1 Obtencié i analisi del CD200 porci i de 3 isoformes del seu

receptor.

En aquest primer apartat es presenten els clonatges de diferents cDNA corresponents
a molécules porcines de la via del CD200/CD200R, cap d’elles descrita fins a

I'actualitat.

3.3.1.1 Amplificacié del cDNA de les isoformes del pCDZ200.

La sequéncia nucleotidica de la regié codificant del CD200 porci (pCD200) es va
obtenir fent us d’oligonucleotids degenerats i RT-PCR a partir de RNA total de cervell
porci. Posteriorment, es va obtenir la sequéncia completa del cDNA del pCD200 usant
la tecnologia SMART RACE amb RNA total de cervell (figura 25).

En aquest treball també es van amplificar els cDNA del CD200 huma (hCD200) i muri
(mCD200). Per aquesta tasca, es va aillar respectivament el RNA total de cél-lules
endotelials humanes HUVEC i el de pulmé de ratoli i es va realitzar una transcripcio

reversa. Una PCR amb encebadors especifics va permetre 'amplificacio posterior.

Una analisi bioinformatica ens va permetre comparar i determinar el percentatge
d’homologia entre les regions codificants de diferents espécies. La molécula porcina té
un percentatge d’homologia amb la sequéncia nucleotidica bovina del 92%, del 86%

amb la humana i del 80% amb la murina (figura 26).
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CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGGGAAGGGGCTTGAGCCGGAGCAGTGAGGCAGCTCGGGGGAGCT
AGACCTGGGTAGCCTTGCTCCACCGAACTAGAGGAACGCTGCTAGGTCTGGCTTGCGATTCCTCCGGGCTTCTGGGTGAAGCTAGCCACCGCGCGC
GGCCAGGAGCGACGIIEGAGAGACTGGTGTTCAGGAGCTTCTTCTGCCATCTCTCTACCTTCCAACTGATTTGGTTCATGGCAGCAGGGATGCTGT
GCAGGGCACAAGTGGTGACCCAAGATGTAAGAGAGCGGCTGAACACACCTGCTTCTTTAAGATGCTCTCTGCAAAATCCCCAGGAAGTTTTGATTG
TGACATGGCAAAAAATCAAGGCTGTGAGCCCAGAAAACATGATCACCTTCAGCAAGAACCATGGGGTTGTAGTTCAGCCTGCTTATAAGGACAAGA
TAAACATCACCCAGCTGGGACTCATGAACTCAACCATTACCTTCTGGAATACCACCTTGGAGGATGAGGGTTGTTACAAGTGCCTCTTCAATACCT
TTGGTGCCGGGAAGATCTCAGGAATAGCCTGCCTCACCCTCTCTGTACAGCCCACAGTATCCCTTCACTATAAATTATCTGAAGACCAACTAAATA
TCACTTGCTCTGCCAATGCTCGCCCAGCCCCTATGATCTCCTGGAAGATATCTGGGTCAGGGATTGAGAACAGTACTGAGATTCTCGTACACCCCA
ATGGGACAACGTCTGTCACCAGCATCCTCCAGATCAAAGACCCCAAGAGTCAGGTGGGGAAGGAGGTGATCTGCCAGGTGCTGCACCTGGGGACTG
TGACTGACTACAGGGAAACTGTGAACAAAGGCTTTTGGTTTTCAGTTCCCCTGTTGTTAAGTATCGTTTCTCTGGTGATTCTTCTGGTCTTAATCT
CAATCTTACTATACTGGAAACGTCGTCGAAACCAAGACCGAGAGCCCIYEAGGAGTCACACAGAGCCCTGAAAGTTATTCCCTGGTCTACTTGAAT
CTGACTTAGGAAAGCAGGAGGAAAAAAGGGTCATTCTCCATGGAACCTAAAGAAGCAAAAGAAGTGGGAGTCAAGGCCTAAGAATTTCAAAACTTT
ATATCATCTAGGCTACCTAGTGCTTATGTGAGTTCCAAGAGGAAGTTACTTTACCTGTCAGGTCTGTTGTAGGACTTGATTTTGTGCTGTTGTGAG
GCTACTGGACTTAGAATCAGGAGCCACTGCTCAGAGGCTGACTTTGACTCTGACTGGTGGCAACTCGAGTTTAATCACTATGTCAATGAGCTTCCC
CGTTTGCATCCAGAAAATTAAGGAGTTGGACCAGATAATTTGCCATTCTGCTCAAAAAAACTATCTCATTCCAGGCAAAAAAGAATAAACAAAGAGA
AAAGAAATGGAAAAGAGAGAGAACACAGGAAGGTTAAGGACCAAAGAACTTTTCTGAGACAAACTTTTGCCTTTCTGTTGATGTTCCATTTCTTCT
TCCCTTCTTCTTTGGTCCTTAAGTCTATTTCCTCATTACTTGGCGTTTAGTCCATTCCCTGCTTACCGTTTTGCTAATAAGCATTCTTTCTAGAAC
CCTCAGTTTCACTGCTGTTCTTCATGTACTTCTGTGATGTTTACCGCGATGGAAATAGAACTGAATTTATTGTGAAATAATATTGACTTTACTTAT
CTGTTTTTATAGCAGAGTAAATATTGTTAGTTGTAGCTAGCAGCTCACATTTTTAAAAAAGCATGCGTATCTCATCCATTTGTCCCATAATGTGAC
CTAGCCGTATTTTAGTCATTCTAAATTCAGCCATTATAAATCACATAATGAAAACACATTATGAAAACAGGCACTTAGACAGTTTTCTGAATAGCG
GTCCCCAGTTGTGTCTCCCAGCTTCTTTTCTCATGAGTCTCACAGTAGCAGAGGAAGCATGTATGGATGTATAAATCTGTTTGTTGTAAACGTATT
GTTTTAACTAGTGAAACGGTTTTCAACTCTTAAATAATCATAAGACCAAGTTAGTGGCTTTGTCCGTGTCTTTTGCTTTCTTGTCTATCAGTGACG
TAAGAACTAAAACTTGTTTTCATTGTTGAATTGAATATTTATATATTTAGTAAGCTTTTCATATGTTATTTAATTCTGTATTATTTCGTATATTTG
TATTAATACACCTAATAATTAAAAGTGTCAACCCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATACACCTAATAATTAAAAGTGTCAACCCCAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 25. Sequencia completa del CD200 porci. En fons negre es marca el codé d'inici i el codd de

stop.

1.bovi 2.huma 3.muri 4.porci

-ATGCAGTGTCTGGTGTTCAGAAGGCTCGTCTGTCATCTATCTACCTTCCAACTGATTTGGTTCTTGGCACCACTGATCTT
-ATGGAGAGGCTGGTGATCAGGATGCCCTTCTCTCATCTGTCTACCTACAGCCTGGTTTGGGTCATGGCAGCAGTGGTGCT
-ATGGGCAGTCTGGTATTCAGGAGACCTTTCTGCCATCTCTCCACCTACAGCCTGATTTGGGGCATGGCAGCAGTAGCGCT
.ATGGAGAGACTGGTGTTCAGGAGCTTCTTCTGCCATCTCTCTACCTTCCAACTGATTTGGTTCATGGCAGCAGGGATGCT

*k*k * KhkkKk *kkk K *k*k KAhAAkKk Kk Khkkk K E =

A WNPE

-ATGCAGGGCACAA-————- GTGGTGACCCAGGATGTAAGAGGGCTGCTGAACACACCTGCTTCTTTAAGATGCTCTCTGA
-GTGCACAGCACAAGTGCAAGTGGTGACCCAGGATGAAAGAGAGCAGCTGTACACACCTGCTTCCTTAAAATGCTCTCTGC
-GAGCACAGCTCAAGTGGAAGTGGTGACCCAGGATGAAAGAAAGGCGCTGCACACAACTGCATCCTTACGATGTTCTCTAA
-.GTGCAGGGCACAA-—-——- GTGGTGACCCAAGATGTAAGAGAGCGGCTGAACACACCTGCTTCTTTAAGATGCTCTCTGC

Fkk EX T *kk *k KkKk Fh Kk kkhk

A WNPE

-AAAATCCCCAGGAAGTTTTGATTGTGACATGGCAAAAAATCAAGGCTGTAAGCCCAGAAAACATGATCACCTACAGCGAG
-AAAATGCCCAGGAAGCCCTCATTGTGACATGGCAGAAAAAGAAAGCTGTAAGCCCAGAAAACATGGTCACCTTCAGCGAG
-AAACATCCCAGGAACCCTTGATTGTGACATGGCAGAAAAAGAAAGCCGTGAGCCCAGAAAACATGGTCACCTACAGCAAA
.AAAATCCCCAGGAAGTTTTGATTGTGACATGGCAAAAAATCAAGGCTGTGAGCCCAGAAAACATGATCACCTTCAGCAAG

E **k Kk KKk

A WN P

-AACCACGGGGTTGTAGTCCAGCCTGCCTACAAGGACAAGATAAACATCACCCAGCTGGGACTCATGAACTCAACCATTAC
-AACCATGGGGTGGTGATCCAGCCTGCCTATAAGGACAAGATAAACATTACCCAGCTGGGACTCCAAAACTCAACCATCAC
-ACCCATGGGGTTGTAATCCAGCCTGCCTACAAAGACAGGATAAATGTCACAGAGCTGGGACTCTGGAACTCAAGCATCAC
-AACCATGGGGTTGTAGTTCAGCCTGCTTATAAGGACAAGATAAACATCACCCAGCTGGGACTCATGAACTCAACCATTAC

K Khkk KEkhkhkk Kk * KkkEkAAk AR kk Kk khkkhk khkhkkk EE X

A WNPE
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.CTTCTGGAATACCACCTTGGAAGATGAGGCGTGTTACAAGTGCCTCTTTAATACCTTTGGTTCTGGAAAGATCTCAGGAA
.CTTCTGGAATATCACCCTGGAGGATGAAGGGTGTTACATGTGTCTCTTCAATACCTTTGGTTTTGGGAAGATCTCAGGAA
.CTTCTGGAACACAACATTGGAAGATGAGGGCTGCTACATGTGTCTCTTCAACACGTTTGGTTCTCAGAAGGTCTCAGGAA
.CTTCTGGAATACCACCTTGGAGGATGAGGGTTGTTACAAGTGCCTCTTCAATACCTTTGGTGCCGGGAAGATCTCAGGAA

KAAKAKAKXAKXKXK X ** KhAkKk Khkkkk K ** *kKk EE I & e

AWN R

-TAGCCTGCCTCACTCTCTTTGTACAGCCCACAGTATTCCTTCACTATAAACTATCTGAAGATCACCTAAATATCACTTGC
.CGGCCTGCCTCACCGTCTATGTACAGCCCATAGTATCCCTTCACTACAAATTCTCTGAAGACCACCTAAATATCACTTGC
-.CAGCTTGCCTTACCCTCTATGTACAGCCCATAGTACACCTTCACTACAACTATTTTGAAGACCACCTAAACATCACTTGC
.TAGCCTGCCTCACCCTCTCTGTACAGCCCACAGTATCCCTTCACTATAAATTATCTGAAGACCAACTAAATATCACTTGC

*hk kkkhkk Khk *okk

AWwWN P

- TCTGCCAATGCTCGCCCAGCCCCTATGATCTCCTGGAAGGTCTTTGGGTCAGGGATTGAGAACAGTACCGAGATCGTGTC
.TCTGCCACTGCCCGCCCAGCCCCCATGGTCTTCTGGAAGGTCCCTCGGTCAGGGATTGAAAATAGTACAGTGACTCTGTC
- TCTGCGACTGCCCGTCCAGCCCCTGCCATCTCCTGGAAGGGTACTGGGACAGGAATTGAGAATAGTACCGAGAGTCACTT
.TCTGCCAATGCTCGCCCAGCCCCTATGATCTCCTGGAAGATATCTGGGTCAGGGATTGAGAACAGTACTGAGATTCTCGT

FhAAKA K Khkk Kk Kkhkhkkkkkk *hk Khkkkkkk * KKk * Kk

DwN P

-ACACCCCAATGGAACAACATCTGTCACCAGCATCCTCCAGATCAAAGACCCCAAGACACAGGTGGGGAAGGATGTGATCT
- TCACCCAAATGGGACCACGTCTGTTACCAGCATCCTCCATATCAAAGACCCTAAGAATCAGGTGGGGAAGGAGGTGATCT
.CCATTCAAATGGGACTACATCTGTCACCAGCATCCTCCGGGTCAAAGACCCCAAAACTCAAGTTGGGAAGGAAGTGATCT
.ACACCCCAATGGGACAACGTCTGTCACCAGCATCCTCCAGATCAAAGACCCCAAGAGTCAGGTGGGGAAGGAGGTGATCT

*k * Kkkkhk kk Khk *k K *k kk

AwWN PR

.GCCAGGTGCTACACCTGGGGACTGTGACCGACTACAGGGAAACTGTGAACAAAGGCTTTTGGTTTTCAGTTCCACTGTTG
.GCCAGGTGCTGCACCTGGGGACTGTGACCGACTTTAAGCAAACCGTCAACAAAGGCTATTGGTTTTCAGTTCCGCTATTG
.GCCAGGTTTTATACCTGGGGAATGTGATTGACTACAAGCAGAGTCTGGACAAAGGATTTTGGTTTTCAGTTCCACTGTTG
.GCCAGGTGCTGCACCTGGGGACTGTGACTGACTACAGGGAAACTGTGAACAAAGGCTTTTGGTTTTCAGTTCCCCTGTTG

* K K K ** Kkk

AWN R

- TTAAGCATCGTCTCCTTGGTAATTCTTCTGGTCTTAATCTCAATTCTACTCTACTGGAAACGTCATCGGAACCAAGATCG
-.CTAAGCATTGTTTCCCTGGTAATTCTTCTCGTCCTAATCTCAATCTTACTGTACTGGAAACGTCACCGGAATCAGGACCG
-CTAAGCATTGTTTCTCTGGTAATTCTTCTGATCTTGATCTCCATCTTACTATACTGGAAACGTCACCGAAATCAGGAGCG
.TTAAGTATCGTTTCTCTGGTGATTCTTCTGGTCTTAATCTCAATCTTACTATACTGGAAACGTCGTCGAAACCAAGACCG

*hkkhk Kk kk Khk E X *hk kk hk Kk kk

AwWN P

AG—— A GCCCTAG
AG— = A GCCCTAA
-GGGTGAATCATCACAGGGGATGCAAAGAATGAAATAA
AG—— A GCCCTAG

* * * **x

DwN P

Figura 26. Comparacié de les sequéncies nucleotidiques del CD200 de diferents espécies.

També vam comparar la sequiéncia aminoacidica del pCD200 amb la d’altres espécies
d’interés (figura 27 i taula 3). Mitjancant una analisi bioinformatica es van identificar i
determinar els dos dominis IgSF, la regio transmembrana i la curta porcio citosolica. El
péptid senyal esta localitzat entre I'aminoacid 1 i el 30 amb una probabilitat del 77%
segons l'analisi realitzat. La proteina pCD200 té una identitat del 90% amb la bovina,
un 82% amb la humana i d’'un 74% amb la murina. A més a més, vam determinar dos
possibles llocs de N-glicosilacio, localitzats en els aminoacids 101 (NSTI) i 179 (NSTE)
que semblen coincidents amb les altres espécies comparades. També vam trobar
nombrosos llocs de O-glicosilacid, perd cap dells estava situat a la regié que

correspon a I'exé 4.
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hCD200: huma mCD200: muri pCD200: porci
hCD200 QVQVVTQDEREQLYTPASLKCSLQNAQEAL
mCD200 QVEVVTQDERKALHTTASLRCSLKTSQEPL
pCD200 Q—-VVTQDVRERLNTPASLRCSLQNPQEVL

* Hok -k Fhkkk - K-k -k * *k Fhkkkk Kk * Kk hkk - kkk - EE

hCD200 1VTWQKKKAVSPENMVTFSENHGVV IQPAYKDKINITQLGLONSTITFWNITLEDEGCYM
mCD200 1VTWQKKKAVSPENMVTYSKTHGVVIQPAYKDRINVTELGLWNSSITFWNTTLEDEGCYM
pCD200 1VTWQKIKAVSPENM I TFSKNHGWVQPAYKDKI NITQLGLMNSTITFWNTTLEDEGCYK

** * E ** E e = ***** **

hCD200 CLFENTFGFGKISGTACLTVYVQP IVSLHYKFSEDHLNITCSATARPAPMVFWKVPRSGIE
mCD200 CLENTFGSQKVSGTACLTLYVQPIVHLHYNYFEDHLNITCSATARPAPAISWKGTGTGIE
pCD200 CLENTFGAGKISGIACLTLSVQPTVSLHYKLSEDQLNITCSANARPAPMI SWK ISGSGIE

Fhkhkhkk Fookk ko - kkk ok kkk - Fok = kkkkokokk kkkkk - = Hekok

mCD200 NSTESHFHSNGTTSVTS ILRVKDPKTQVGKEV ICQVLYLGNVIDYKQSLDKGFWFS|Y®
pCD200 NSTEI LVHPNGTTSVTSI LQI KDPKSQVGKEVI CQVLHLGTVTDYRETVNKGFWFS|Y

Hkk kK Kk ke m--m- Fok - kkkkkokok

hCD200 [BS]AVS{AVA IRRV/E B IRRY\/KRHRNQDRE-———————— P
mCD200 [BS]AVA{AVA INE 1N BS] INR{/KRHRNQERGESSQGMQRMK
pCD200 LSIVSLVILLVLISILLY KRRRNQDRE-—-=——=———- P

*** *

hCD200 NSTVTLSHPNGTTSVTSILHIKDPKNQVGKEV ICQVLHLGTVTDFKQTVNKGYWFSYHE
L

* Els aminoacids de la columna sén idéntics en totes les seqliéncies alineades.

: Substitucions conservades d’aminoacids entre les diferents sequiiéncies.
. Substitucions semiconservades d’aminoacids entre les seqiiéncies analitzades.
L’absencia de simbol indica un canvi d’'aminoacid no conservat.

Figura 27. Comparacio de les sequéncies aminoacidiques del CD200 de diverses espécies. Els
dominis IgSF estan marcats en gris i la regié transmembrana s’assenyala amb un requadre

negre. Els llocs potencials de N-glicosilacié estan marcats amb una fletxa.

Taula 3. Taula resum de les caracteristiques de la sequéncia aminoacidica de la regio

codificant del CD200 de diferents espécies.

Pes Molecular Punt
N° Aminoacids

(kDa) isoeléctric
pCD200 267 30,052 9.03
hCD200 269 30,331 8.63
mCD200 278 31,270 9.02
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3.3.1.2 Amplificacié dels cDNA i analisi bioinformatica del CD200R porci.

A partir de cDNA de mondcits porcins i mitjangant una PCR classica amb encebadors
degenerats (basats en altres receptors del CD200 ja descrits), es va obtenir el cDNA
de la part corresponent a la regié codificant de tres isoformes encara no descrites del
receptor del CD200 porci (pCD200R). Es van obtenir multiples clons per cadascuna
d’elles, a partir dels quals es va deduir una sequéncia consens (figura 28). Per
identificar-les, vam decidir utilitzar una nomenclatura concordant amb la utilitzada amb
els receptors humans. El pCD200Ra, deduit d’'una regié codificant de 1089 parells de
bases, té 362 aminoacids (peptid senyal inclds), conté una regié transmembrana i una
cua citosolica de 68 aminoacids. EI pCD200Rb, provinent d’'una sequiéncia codificant
de 795 parells de bases per un codd de stop primerenc, té 264 aminoacids (péptid
senyal inclds), genera una proteina sense regidé transmembrana i per tant és una
isoforma soluble. EI pCD200Rc, codificat per 786 parells de bases degut a un codo de
stop primerenc, genera inicialment una proteina de 261 aminoacids (péptid senyal
inclos) i consequentment correspon a una segona variant soluble (figura 28). Aquestes
dues isoformes estan generades probablement per splicing alternatiu, ja que on es
produeix la variacié de sequéncia dels receptors porcins coincideix amb un canvi d’ex6
en la seqiéncia humana. El pCD200Ra té una homologia del 84% amb la sequéncia

nucleotidica bovina, un 74% amb la sequéncia bovina i un 61% amb la murina.

pCD200Ra B. pCD200Rb C. pCD200Rc

-ATGCCCTGCACTTGGATAACTTCTGATCTTCAGCTACTACTGAGTTTGACTCTCTTCTTAGTTGCTGGACGTTCAAGTGC
-ATGCCCTGCACTTGGATAACTTCTGATCTTCAGCTACTACTGAGTTTGACTCTCTTCTTAGTTGCTGGACGTTCAAGTGC
-ATGCCCTGCACTTGGATAACTTCTGATCTTCAGCTACTACTGAGTTTGACTCTCTTCTTAGTTGCTGGACGTTCAAGTGC

O W >

-AGGAACGGAAGGTCCTTTTACATCAAACAACTCAATAATGCCACAGATTCACCAGGACAAATACAGTTTGGCTTCAACAA
-AGGAACGGAAGGTCCTTTTACATCAAACAACTCAATAATGCCACAGATTCACCAGGACAAATACAGTTTGGCTTCAACAA
.AGGAACGGAAGGTCCTTTTACATCAAACAACTCAATAATGCCACAGATTCACCAGGACAAATACAGTTTGGCTTCAACAA

O W >

- TTACTTCATCTACATACAGAAAACAGAGCACTGTAACACCTCTTGCGGAAGTTAATATTTCACTACCTGTACTGGTGGAT
_.TTACTTCATCTACATACAGAAAACAGAGCACTGTAACACCTCTTGCGGAAGTTAATATTTCACTACCTGTACTGGTGGAT
.TTACTTCATCTACATACAGAAAACAGAGCACTGTAACACCTCTTGCGGAAGTTAATATTTCACTACCTGTACTGGTGGAT

O W >

.ACAACGGCTGAGCTCTATTGCCCTCCTGTGCTGTGGACAACTGTGGTGGTAGCAACATGGGAAATAGTCCTCAGAGACAA
.ACAACGGCTGAGCTCTATTGCCCTCCTGTGCTGTGGACAACTGTGGTGGTAGCAACATGGGAAATAGTCCTCAGAGACAA
-ACAACGGCTGAGCTCTATTGCCCTCCTGTGCTGTGGACAACTGTGGTGGTAGCAACATGGGAAATAGTCCTCAGAGACAA

O W >
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-GGCCCCCTGCTTCAGAGCCTACAGGGCTGATACAAATGAGACCACATCAGGAAACTGTACTGATGAGAGAATAATCTGGT
-GGCCCCCTGCTTCAGAGCCTACAGGGCTGATACAAATGAGACCACATCAGGAAACTGTACTGATGAGAGAATAATCTGGT
-GGCCCCCTGCTTCAGAGCCTACAGGGCTGATACAAATGAGACCACATCAGGAAACTGTACTGATGAGAGAATAATCTGGT

O wWX>

-.CCTCCAGACTTGACCAGAATCCTGCCCTTCAGATTGGTCCAGTGGCCATCACTCATGATGGGTATTACAGGTGTCAAAAG
-.CCTCCAGACTTGACCAGAATCCTGCCCTTCAGATTGGTCCAGTGGCCATCACTCATGATGGGTATTACAGGTGTCAAAAG
-CCTCCAGACTTGACCAGAATCCTGCCCTTCAGATTGGTCCAGTGGCCATCACTCATGATGGGTATTACAGGTGTCAAAAG

O W >

-GTAGCACCAAATGGGAATTTCCATCGTGGCTATCACCTCCAAGTATTAGTACCCCCTGAGGTGACCCTGGTTCAAAGCGA
-GTAGCACCAAATGGGAATTTCCATCGTGGCTATCACCTCCAAGTATTAGTACCCCCTGAGGTGACCCTGGTTCAAAGCGA
-.GTAGCACCAAATGGGAATTTCCATCGTGGCTATCACCTCCAAGTATTAGTACCCCCTGAGGTGACCCTGGTTCAAAGCGA

O W >

-GAATGGAACTGTGGTGTGCAAGGCGGTCGCAGGGAAGCCGGCTGCTCAGATTTCCTGGACCCCTGAGGGGGACTGTGTCA
-GAATGGAACTGTGGTGTGCAAGGCGGTCGCAGGGAAGCCGGCTGCTCAGATTTCCTGGACCCCTGAGGGGGACTGTGTCA
-GAATGGAACTGTGGTGTGCAAGGCGGTCGCAGGGAAGCCGGCTGCTCAGATTTCCTGGACCCCTGAGGGGGACTGTGTCA

O W >

-.CTGAGCAAAACCCTCACGGGGGCAATGGCACAGTGACTGTCTGGAGTATGTGCTACTGGAAGGCCCGTCATGTACCTAAT
.CTGAGCAAAACCCTCACGGGGGCAATGGCACAGTGACTGTCTGGAGTATGTGCTACTGGAAGGCCCGTCATGTACCTAAT
-CTGAGCAAAACCCTCACGGGGGCAATGGCACAGTGACTGTCTGGAGTATGTGCTACTGGAAGGCCCGTCATGTACCTAAT

O W >

-.GTGTCCTGCACTGTCTCCCACGTGACTGGCAACAAGAGTCTCTTCTTAGAGCTGAATCAAGTTGATAATTACAAAAGAAT
-GTGTCCTGCACTGTCTCCCACGTGACTGGCAACAAGAGTCTCTTCTTAGAGCTGAATCAAG-——————————————————
-GTGTCCTGCACTGTCTCCCACGTGACTGGCAACAAGAGTCTCTTCTTAGAGCTGAATCAAG-——————————————————

O W >

A_GTACTTAAGAATTCTATATATCATCCCTCCTATTTTTATTATCTTGGTCATCGTGGGATCCATTTGGCTTTTGAAAATCC

A_TTGGCTGCAGAAAATGTAAATTGAAAAAAACAGAACCTACTCCAGTTGTCGAGGAGGATGAAATGCAGCCCTATGCCAGC
B.————mmmm—m AAAATGTAAATIIIAAAAAAACAGAACCTACTCCAGTTGTCGAGGAGGATGAAATGCAGCCCTATGCCAGC
Cam GAIJIAAATGCAGCCCTATGCCAGC

- TACACGGAGAAGAATAATCCACTTTACGATACCACAAACAGAGTGAAGACATCTCAGGTGTTAAATGAAGTTGATGGGAT
- TACACGGAGAAGAATAATCCACTTTACGATACCACAAACAGAGTGAAGACATCTCAGGTGTTAAATGAAGTTGATGGGAT
- TACACGGAGAAGAATAATCCACTTTACGATACCACAAACAGAGTGAAGACATCTCAGGTGTTAAATGAAGTTGATGGGAT

O W >

-AAATCTCCATACTATATATGTTTTTGGCATCTCCCACGAGGACAAAIITA
-AAATCTCCATACTATATATGTTTTTGGCATCTCCCACGAGGACAAATGA
-AAATCTCCATACTATATATGTTTTTGGCATCTCCCACGAGGACAAATGA

O W X>

Figura 28. Sequéncia nucleotidica de les tres isoformes del receptor porci del CD200. Amb

fons negre es marca el codé de stop de cada isoforma.

L’analisi bioinformatica ens va permetre caracteritzar i comparar la sequéncia
aminoacidica del pCD200R amb el d’altres espécies (figura 29 i taula 4). A més a més,
es va determinar la preséncia dels dominis tipus IgSF (en les tres isoformes), la regio
transmembrana i la citosolica (més extensa que en el CD200)(figura 29). També vam
comprovar que el motiu NPXY, essencial per l'activitat de senyalitzacioé del receptor,
esta conservat dins la regid citosdlica (ombrejat en gris clar). S’han identificat

préeviament en el receptor huma (hCD200R) un minim de sis aminoacids claus per la
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unié amb el hCD200 (detallats en la introduccid). Hem determinat que tres d’ells estan

presents en el receptor porci i tres més no ho estan (fletxes)(figura 29). Cal esmentar

que les isoformes solubles del pCD200R conservaven sencer el domini extracel-lular i

per tant entenem que la seva capacitat d’'unio a lligand esta preservada.

hCD200R
mCD200R
pCD200R

hCD200R
mCD200R
pCD200R

hCD200R
mCD200R
pCD200R

hCD200R
mCD200R
pCD200R

hCD200R
mCD200R
pCD200R

hCD200R
mCD200R
pCD200R

hCD200R
mCD200R
pCD200R

hCD200: huma mCD200: muri pCD200: porci

MLCPWRTANLGLLLILTIFLVAEASEEEES EGAAQPNNSLMLQTSKENHALASSSLCMDEK
MFCFWRTSALAVLL IWGVFV-AG S SCTDKN
MPCPWITSDLQLLLSLTLFLVAGRSSAGTEGPFTSNNSIMPQIHQDKYSLASTIT——SST
v v VVY
QITON-YSKVLAEVNTSWPVKMATNAVLCCPP IALRNL I I ITWE I I LRGQPSCTKAYKKE
QTTQONNSSSPLTQVNTTVSVQIGTKALLCCFSIPLTKAVLITWIIKLRGLPSCTIAYKVD
YRKQS TVTPLAEVNISLPVLVDTTAELYCPPVLWTTVVVATWEIVLRDKAPCFRAYRAD
v
TNETKETNCTDERITWVSRPDQNSDLQIRTVAITHDGYYRC IMVTPDGNFHRGYHLQVLV
T-KTNETSCLGRNITWASTPDHSPELQISAVTLQHEGTYTCETVTPEGNFEKNYDLQVLV
TNETTSGNCTDERIIWSSRLDQNPALQIGPVAITHDGYYRCQKVAPNGNFHRGYHLQVLV

-k * * * * * - *kKk * - - * * X * * * *** - * E

TPEVTLFQNRNRTAVCKAVAGKPAAH I SWIPEGDCATKQEYW-SNGTVTVKSTCHWEVHN
PPEVTYFPEKNRSAVCEAMAGKPAAQ I SWSPDGDCVTTSESH-SNGTVTVRSTCHWEQNN
PPEVTLVQSENGTVVCKAVAGKPAAQISWTPEGDCVTEQNPHGGNGTVTVWSMCYWKARH

**** - ** * ****** EE 'k 'k'k* * - ****** * 'k 'k

VSTVTCHVSHLTGNKSLY IELLPVPGAKKSAKL)ATAA N ITu B § Iy Avel QU/MBN\/NGC
VSDVSCIVSHLTGNQSLS IELSRGGN--QSLRP AT RIS I1SGF
VPNVSCTVSHVTGNKSLFLELNQVDN YKRMYLRILYIIPPIFIILVIVGSIWLL 1LGC

* ook Kkk o -kokk -k -k dokkk ok kkk k-k ok kkk- ok

RKYKLNKTESTPVVEEDEMQPYASYTEKNNPLYDTTNKVKASEALQSEVD-TDLHT----
RKCKLPKLEATSAIEEDEMQPYASYTEKSNPLYDTVTKVEAFPVSQGEVNGTDCLTLSAI
RKCKLKKTEPTPVVEEDEMQPYASYTEKNNPLYDTTNRVKTSQVLN EVDGINLHTIYVF

*******- -

* Els aminoacids de la columna son idéntics en totes les sequéncies aliniades.

. Substitucions conservades d’aminoacids entre les diferents sequéncies.

. Substitucions semiconservades d’aminoacids entre les seqliéncies analitzades.
L’abséncia de simbol indica un canvi d’'aminoacid no conservat.

Figura 29. Comparacié de les sequéncies aminoacidiques del CD200R de diferents espécies.

El péptid senyal estd marcat en negreta. Els dominis IgSF estan marcats en gris i la

transmembrana s’assenyala amb un requadre negre. El motiu senyalitzador intracel-lular NPLY

esta marcat en gris clar. La part delecionada en els pCD200R b i ¢ esta subratllada amb una

linia continua. Els 4 aminoacids restants que es generen a la isoforma b després de la delecio

estan marcats amb una linia discontinua. El doble subratllat correspon a I'aminoacid que es

genera a la isoforma ¢ després de la delecid.
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Taula 4. Taula resum de les caracteristiques de la sequéncia aminoacidica de la regi6

codificant del CD200R de diferents espécies.

N° Aminoacids Pes Molecular Punt

totals (kDa) isoeléctric
pCD200Ra 362 40,389 6,75
pCD200Rb 264 28,965 6,15
pCD200Rc 261 28,582 6,37
hCD200Ra 348 39,040 7,35
mCD200R 326 35,504 5,44

3.3.2 Determinacio de I'expressio de mRNA del pCD200.

Per tal de quantificar el nivell d’expressié de la molécula CD200 porcina en diferents
teixits i cel-lules es va utilitzar la técnica de RT-PCR a temps real. Es va usar el mateix
meétode que en el cas del pTNFR2, sondes TagMan i encebadors que van ser
dissenyats especificament per amplificar només el pCD200 (figura 30A). També es
van normalitzar els resultats envers els nivells en muscul. L'expressio total del
pCD200 variava segons el teixit analitzat, perd es va detectar en tots els teixits. El
pulmod era el teixit que presentava els nivells més elevats, quasi el triple dels nivells
detectats a cervell, intesti prim i melsa. En comparacio, el cor i el fetge expressaven
una mica menys que els altres. Respecte als diferents tipus cel-lulars, els limfocits L35
i els aillats de sang periférica van mostrar els nivells més alts. Els nivells en cél-lules
endotelials d’aorta PAEC i condrocits costals (PCC) foren baixos, perd detectables

(figura 30B). Els mondcits presentaven els nivells més baixos de tots els testats.
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Figura 30. Determinacié de I'expressi6 del mRNA del CD200 en cél-lules i teixits. A)
Esquema de la localitzacié dels encebadors (— <) ila sonda Tagman ( M\) en I'ex6 2 del
pCD200. B) Analisi del producte d’amplificacio. Les barres blanques representen el nimero de
molécules del MRNA de pCD200 per 1 ug de cDNA de cada teixit.

3.3.3 Generacid de reactius per detectar les molécules porcines.

Un cop amplificades, clonades i analitzades les molécules corresponents al pCD200 i
les isoformes del seu receptor, el proper pas va ser produir reactius per la seva
detecci6. Inicialment, es va avaluar si els reactius comercials contra les moléecules
humanes eren capacos de reconeixer també la molécula porcina. Amb aquest
objectiu, es van infectar cél-lules mamiferes amb retrovirus generats amb el vector
pLXSN sol o que contenien el hCD200 o el pCD200.

Els resultats analitzats per citometria de flux mostren com el millor anticos dels testats
per detectar el CD200 huma és I'anticos anti-nCD200 OX-104 (BD) (figura 31). A més,
cap dels anticossos comercials per la deteccié del CD200 huma o de rata és capag de

reconeixer la molécula porcina (figura 31).
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Figura 31. Mesura de I'expressié de hCD200 i pCD200 en cel-lules NIH3T3 infectades amb
retrovirus generats per pLXSN sol 0 amb els inserts indicats. Es comparen per citometria de flux
els anticossos anti-CD200 huma (ahCD200) o de rata (arCD200) de dues cases comercials (IK i
BD).
A continuacio es va extreure RNA de les céllules NIH3T3 infectades amb pLXSN-
pCD200 per verificar que la molécula porcina s’estava expressant. Es va obtenir el
cDNA mitjangant una retrotranscripcié i es va realitzar una PCR convencional amb
encebadors especifics per la molécula del pCD200 (figura 32). Els resultats mostren

un unica banda al voltant dels 800 parells de bases, que és exactament la mida

esperada.
| A
b4 Carril 1: Marcador de DNA.
— Carril 2: 3T3 pLXSN-pCD200.
s Carril 3: 3T3 pLXSN.
Lo Carril 4: 3T3 pLXSN pCD200, control 3-actina.
0.8kb—» & 5
i Carril 5: Control negatiu de reactius de PCR.

0.3kb—» I -

Figura 32. Mesura de I'expressio de pCD200 en cél-lules NIH3T3 infectades amb retrovirus que
contenen aquest insert. Es mostra I'amplificacié especifica per RT-PCR del pCD200 a partir de
RNA extret de les cél-lules murines infectades amb pLXSN-pCD200 o pLXSN sol. S’inclouen el

control de B-actina (carril 4) i el de reactius (carril 5).

Pagina | 100



Objectius i Resultats

Es va realitzar un ultim experiment per verificar que els anticossos comercials contra
el hCD200 i el seu receptor no reconeixien les molecules porcines en condicions
desnaturalitzants. Amb aquest objectiu, es van produir proteines recombinants que
contenien la part extracel-lular del CD200 o CD200R de diverses espécies fusionada
amb la molécula glutatié S-transferasa (GST) a I'extrem N-terminal. Mitjangant la
tecnica de Western Blot (SDS-PAGE desnaturalitzant) es va comprovar que els
anticossos comercials no tenien una reactivitat creuada amb les molécules porcines

en aquestes condicions (figura 33). Tampoc es detectava el mCD200.

Un cop confirmat que els reactius comercials testats no reconeixien les molécules
porcines del CD200 i el CD200R, es va procedir a generar anticossos especifics
seguint dos metodes diferents. Per un costat, es va optar per la generacio
d’anticossos policlonals de conill del tipus antipéptid a través d’un servei extern. Amb
aquest fi, vam dissenyar una sequéncia peptidica que complis una série de requisits
(estar localitzada en la superficie i en un lloc flexible com un loop, i que féra una
sequéncia complicada i unica). El servei només va obtenir amb éxit I'antipéptid anti-
pCD200 i no ens va proporcionar I'anti-pCD200R. També es van generar anticossos
policlonals mitjangant la injeccié en conills de les proteines recombinants purificades
pCD200-GST i pCD200R-GST per I'obtencié d’antiserum. Es van utilitzar dos conills
per a cada preparacio. Un cop obtinguts tots aquests reactius, es van testar sobre un
Western Blot que contenia les proteines recombinants purificades. Tots els anticossos
generats, els antipéptid i els antiserums obtinguts al laboratori, eren capagos de
detectar les proteines porcines recombinants mitjancant la tecnica de Western Blot
(figura 34).
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Figura 33. Deteccidé per Western Blot de molécules porcines amb els anticossos comercials de

CD200. A) Molécules amb la porcié extracel-lular del CD200 incubades amb I'anticos anti-

hCD200 (clon OX-104). B) Molécules CD200R incubades amb I'anticds anti-hCD200R (clon
OX-108).
antipéptid EZa antipeptid EZb AS1 anti-pCD200 AS2 anti-pCD200

e - - - -

Figura 34. Analisi dels anticossos produits per detectar el pCD200 mitjangant la técnica de

Western Blot. Es van testar el dos reactius obtinguts per cada metodologia, els antipéptid EZa i

b, i antisérums AS1 i 2.

El proper pas fou detectar la proteina a la superficie cel-lular. Primer, es van analitzar
per citometria de flux les cél-lules d’origen muri que expressaven el pCD200 (figura
35). Els resultats ens mostren com efectivament els antiserums de conill generats al
nostre laboratori eren capagos de detectar I'expressié de pCD200 (figura 35A). En

canvi, els anticossos antipéptid donaven comparativament menys senyal (figura 35B).

També es van expressar de forma recombinant el pCD200 i el seu receptor en linies

cel-lulars d’altres espécies, com les 293-EBNA d’origen huma i les CHO procedents de
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hamster. En ambdues linies cel-lulars es van poder expressar amb exit les molecules

porcines ja que les vam detectar amb els antiserums produits per nosaltres (figura 36).
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Figura 35. Determinacié de l'expressié del pCD200 a NIH3T3 per citometria de flux. A)

Deteccié amb els anticossos policlonals de conill produits al laboratori. B) Deteccié amb els

anticossos antipeptid.

Un cop vam comprovar que els reactius funcionaven, vam analitzar dues linies

cel-lulars porcines, PAEC i condrocits costals que anomenem PCC. Ambdods tipus

cel-lulars mostraven una lleugera expressié a superficie del pCD200 natiu, quasi

negligible a les PAEC i més elevada als PCC (Figura 37).
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Figura 36. Determinacié de I'expressié recombinant de pCD200 i CD200R per citometria de
flux. Detecci6 a la superficie de cél-lules CHO (A) o 293-EBNA (B) transfectades amb el vector
d’expressio pCEP-Pu (buit com a control), pPCEP-Pu-pCD200 o pCEP-Pu-pCD200R.

Posteriorment, es van infectar amb éxit els PCC per tal de sobreexpressar el pCD200 i
expressar el hCD200 de forma recombinant (figura 38). El nivell d’expressio del
pCD200 natiu es veia més baix als PCC control infectats, probablement pel procés de
selecci6 amb antibiotic, perd era marcadament superior als que contenien el
recombinant. El hCD200 també s’expressava amb bons nivells, tenint en compte que
com en el cas del porci recombinant no s’havien separat els clons cel-lulars
supervivents a la selecci6. A més, s’'observava que lantiserum anti-pCD200

reaccionava parcialment amb hCD200.
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Figura 37. Determinacié de I'expressié del pCD200 natiu per citometria de flux. Deteccié en

cél-lules endotelials porcines PAEC (A) i en condrocits costals PCC (B).
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Figura 38. Mesura de I'expressio del CD200 porci i huma mitjangant citometria de flux.
Condrocits porcins infectats amb els retrovirus generats amb pLXSN (Control), pLXSN-pCD200
i pPLXSN-hCD200.

Amb I'objectiu d’identificar una eina de treball per fer els assajos funcionals, també
vam determinar I'expressio del hCD200R a la superficie cel-lular de les linies cel-lulars
monoblastiques U937 i Thp1 (Figura 39). Només les U937 mostraven una lleugera

expressio.
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Figura 39. Determinacio de I'expressié del hCD200R mitjancant citometria de flux a dues linies

monoblastiques humanes. A) U937. B) Thp1.

3.3.4 Estudi d’afinitat entre el CD200 i CD200R en el sistema

xenogenic.

Es va utilitzar la técnica de ressonancia de plasmé de superficie (BlIAcore T100) per
tal de fer els estudis d’afinitat del pCD200 pel receptor huma i per comparar-ho amb
les unions propies de cada espécie. La immobilitzacio de les molécules al sensor CM5
es va fer a través d’unions covalents per les diferents molécules hCD200-GST,
pCD200-GST i mCD200-GST (cadascuna d’elles immobilitzada a un canal diferent del
xip). Per tant, els lligands estaven immobilitzats de forma no orientada. Els analits
emprats en aquest assaig van ser les dues isoformes del receptor huma, hCD200Ra i
hCD200Rd, i el pCD200Ra, que van ser passats en soluci6 a multiples

concentracions.

Primer, vam comprovar que el hCD200-GST presentava una afinitat mitja que
oscil-lava entre 107 i 10® M depenent del receptor amb el qual s’unia (figura 40 i taula
5). El receptor amb més afinitat pel hCD200-GST era la isoforma a del receptor huma.
En canvi la isoforma d humana mostrava una afinitat lleugerament menor amb una

associacio més lenta i una dissociacid més rapida. La combinacié del hCD200-GST
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amb el pCD200R mostrava la velocitat de dissociaci® més elevada dels tres tipus
d’interaccions (taula 5). Tanmateix, I'afinitat pel hCD200 era bastant semblant a la dels

receptors humans.
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Figura 40. Analisi de les interaccions de la molécula hCD200-GST i els receptors humans i
porci per ressonancia de plasmé. Sensogrames amb un temps d’injeccié de l'analit de 180
segons i un periode de dissociacié de 240 segons. A) hCD200Ra. B) hCD200Rd. C) pCD200R.
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Taula 5. Resum de les variables d’afinitat del lligand hCD200.

Analit ka(1/Ms) kd(1/s) KD(M)  Chi? (RU?)

hCD200Ra 3,43E+04 2,80E-03 8,17E-08 3,31
hCD200Rd 1,04E+04 1,86E-03 1,79E-07 5,89

pCD200Ra 2,03E+04 1,27E-03 6,31E-08 0,18

Ka constant d’associacid, Kd constant de dissociacid, KD constant d’afinitat,
Chi’< 10 per donar validesa als resultats.

En la mateixa serie d'assajos es va testar l'afinitat del pCD200-GST enfront els
mateixos receptors. Es va observar que I'afinitat del pCD200-GST estava en el mateix
rang de 107 a 10® M pels CD200R (figura 41 i taula 6). Aquestes combinacions sén
de major interés de cara a les possibles repercussions en el rebuig xenogénic. El
receptor amb més afinitat pel pCD200-GST va tornar a ser la isoforma a del receptor
huma. Aixi, tant el receptor porci com la isoforma d del receptor huma presentaven
una afinitat una mica menor i comparable entre elles. Respecte a la cinetica, es va
determinar que en la combinacié xenogénica d’'unié del pCD200-GST al hCD200Ra

tenia la velocitat de dissociacido meés elevada dels tres tipus d’interaccions.

Taula 6. Taula resum de les variables d’afinitat del lligand pCD200.

Analit ka(1/Ms) kd(1/s) KD(M) Chi?(RU?)

hCD200Ra  5,78E+04 3,57E-03 6,18E-08 1,18
hCD200Rd  2,32E+04 3,11E-03 1,34E-07 1,13

pCD200Ra 2,71E+04 2,97E-03 1,10-07 0,21

Ka constant d’associacié, Kd constant de dissociacié, KD constant d’afinitat,
Chi’< 10 per donar validesa als resultats.
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Figura 41. Analisi de les interaccions de la molécula pCD200-GST i els receptors humans i
porci per ressonancia de plasmo de superficie. Sensogrames amb un temps d’injeccié de
l'analit de 180 segons, i un periode de dissociaci6 de 240 segons. A) hCD200Ra. B)
hCD200Rd. C) pCD200Ra.
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En aquest assajos de ressonancia de plasmé superficial també varem testar la
molécula mCD200-GST enfront els receptors ja mencionats. Tanmateix ni els
receptors humans ni el porci van ser capagcos d’unir-se a la molécula murina en les

condicions testades (figura 42).
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Figura 42. Analisi de les interaccions de la molécula mCD200-GST i els receptors

humans i porci per ressonancia de plasmé de superficie. Sensogrames amb un temps
d’injeccié de lanalit de 180 segons, i un periode de dissociaci6 de 240 segons. A)
hCD200Ra. B) hCD200Rd. C) pCD200R.
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Discussi6

1 Via del TNF/TNFR2

En aquest treball experimental s’han identificat i caracteritzat les 4 isoformes del
TNFR2 porci: pTNFR2, pTNFR2AE7-10, pTNFR2AE4 i pTNFR2AE4AE7-10. Les
variants pTNFR2 i pTNFR2AE4 ja havien estat descrites en un primer treball
[Costa et al. 2007]. En canvi, pTNFR2AE7-10 i pTNFR2AE4AE7-10 s6n dues
variants no descrites fins a I'actualitat i que a més, juntament amb pTNFR2AE4,
tampoc s’han identificat en cap altre espécie. Totes elles van ser clonades a
partir de RNA de teixit porci, identificades i analitzades tan a nivell bioinformatic

com a nivell funcional.

Basant-nos en els nostres resultats, el pTNFR2 esta sotmés com a minim a dos
tipus diferents de splicing que generen aquestes 4 variants de mRNA. Un primer
splicing engloba una part més gran de sequéncia, el que correspondria per
homologia als exons 7 al 10 humans. El segon splicing provoca la deleci6é de

I'exo 4, determinat per homologia amb la sequéncia humana.

La isoforma 1, pTNFR2, la més llarga en ser produida sense delecions per
splicing, t¢ una homologia del 80% amb la sequéncia nucleotidica humana i
s’estructura també en 4 dominis rics en cisteina en la regi6o extracel-lular.
L’elevada homologia estructural i de sequéncia amb els receptors humans i

murins fa preveure una funcié similar.

La isoforma 2, el pTNFR2AE7-10, conté el splicing dels exons 7 al 10, aquesta
delecié de quatre exons provoca un canvi en el marc de lectura i I'aparicid d’un
codo de stop primerenc. La manca d’aquests exons, que codifiquen per les
regions transmembrana i citoplasmatica, comporta la prediccié d’una proteina
soluble. Aquesta conserva la capacitat d’'unié al seu lligand TNFa ja que els
dominis rics en cisteines que hi intervenen, CRD 2 i CRD 3, queden intactes.
Aquest tipus de splicing, és unic per I'extensa zona de sequéncia que engloba.
La falta d’homologia de la cua 3’ UTR suggereix que el splicing provoca una
deleci6 gran, perd no disposem de dades genomiques que ens indiquin on es pot

localitzar aquest extrem 3’ UTR. Tanmateix, aquesta isoforma probablement juga
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un paper similar al de la variant soluble humana DS-TNFR2(A7,8). Aquesta
isoforma és I'inica soluble descrita fins a I'actualitat en humans i es produeix per
un splicing alternatiu que afecta als exons 7 i 8, corresponents a la regi6

transmembrana [Lainez et al. 2004].

La isoforma 3, que anomenem pTNFR2AE4, es produeix per splicing de I'exé 4.
Aquesta variant, com les altres aqui descrites, conserva la regido PLAD (Preligand
assembly domain) situada al primer domini CRD (a I'extrem N-terminal). El PLAD
és essencial per la trimeritzacié dels receptors i per la posterior senyalitzacio del
TNFa [Chan et al. 2000]. Aquest fet ens permet pensar que el pTNFR2AE4, al
igual que totes les altres variants, compleix aquest requisit per a ser funcional.
Malgrat tot, la delecioé de I'exd 4 provoca una fusié entre els dominis CRD 2i 3 i
per tant només té 3 CRD a la porcid extracel-lular. Aquesta fusi6 altera els dos
dominis implicats en la uni6é del receptor al seu lligand [Bodmer et al. 2002].
Aquest és el primer indici que pTNFR2AE4 podria tenir un rol diferent al del
pTNFR2 complet.

La isoforma 4, pTNFR2AE4AE7-10 es produeix pel processament dels dos
splicings, com a consequiéncia també té tres CRD en la regid extracel-lular en
comptes de quatre. A més a més, el splicing dels darrers quatre exons comporta

que la proteina que codifica sigui soluble.

Finalment, no descartem que pugui haver més isoformes. Si aquest és el cas, el
més probable es que provinguin de diferents punts d’iniciacié de la transcripcio6.
El fet que no poguéssim amplificar I'extrem & mitjangcant el sistema SMART
RACE, la llargaria dels transcrits observats per Northern Blot i que s’ha descrit
aquest tipus de variacions en altres espécies [Seitz et al. 2001] [Hauser et al.

2007], en donen suport.

Per Northern Blot es van observar dues bandes predominants de 6 i 5 kb
aproximadament, una de 3,5 kb menys intensa, dues bandes de 2,8 i 2,6 kb i una
banda de 1,9 kb. La diferéncia entre els transcrits de 5 i 6 kb la desconeixem.
Tots dos podrien correspondre al pTNFR2 sencer i també a la variant amb el

splicing de I'exd 4 ja que una diferéncia de 150 bp no es notaria en aquest nivell
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de la electroforesi. La diferéncia podria ser deguda a nivells de processament del
MRNA o a canvis en l'inici de transcripcio com el descrit en humans i ratolins
[Seitz et al. 2001] [Hauser et al. 2007]. Al contrari, les bandes de 2,8 i 2,6 kb si
que son consistents amb una delecid de I'exé 4 a la segona. A més, la sonda
que conté només I'exd 4 no hibrida a 2,6 kb. Per mida perd, han de codificar per
les isoformes solubles ja que son massa petites per contenir el mMRNA sencer de
les isoformes inserides a membrana. La de 1,9 kb potser correspon a algun canvi
en linici de transcripcié per una isoforma soluble. Altres treballs han realitzat
estudis per detectar els transcrits de TNFR2 d’altres espécies. En humans s’han
detectat diversos transcrits, des de 12 kb en una linia tumoral pancreatica, 6,4 kb
en cel-lules B i 5 kb i 4,5 kb en limfocits de sang periferica [Goodwin et al. 1991]
[Ware et al. 1991]. Aquests tres ultims transcrits serien propers per mida amb els
descrits en aquest treball pel pTNFR2. Aquesta variabilitat podria correspondre a
diferents processaments del transcrit, perd també podrien correspondre a
isoformes generades per splicing alternatiu del hTNFR2. Un transcrit més petit
de 2,3 kb va ser detectat en la linia cel-lular monocitica Thp1, i coincideix amb
els descrits en aquesta tesi per les isoformes solubles del pTNFR2. En ratolins
també s’han detectat un parell de transcrits predominants de 4,1 i 3,2 kb
[Goodwin et al. 1991].

En els experiments de RT-PCR en temps real vam detectar el mRNA de
pTNFR2, aixi com els dos tipus de splicing descrits, en tots els teixits que vam
analitzar. Tot i aixi, vam observar grans variacions entre teixits en els nivells
d’expressio global. Els nivells més elevats els vam trobar en cél-lules del sistema
immunitari com els PBMC o els mondcits aillats i en dérgans com la melsa i el
pulmd, molt avesats al contacte amb cel-lules del sistema immune. Aquests
resultats estarien d’acord amb els primers estudis en humans que mostren que
I'expressio basal del hTNFR2 esta bastant restringida a cel-lules del sistema
immunitari i endotelial [Hohmann et al. 1989] i amb les funcions més
especifiques que s’han descrit per aquest receptor [Kim et al. 2006][Lucas et al.
1998][Rauert et al. 2010]. Tanmateix, és probable que també hi hagi alta

expressio a cel-lules epitelials com s’ha descrit pel ronyd [Al-Lamki et al. 2005],
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que puguin explicar els nivells tant alts a pulmé. Probablement I'alta expressio
de la isoforma 1 estigui localitzada principalment a I'epiteli pulmonar, ja que
altres tipus cel-lulars presents en el pulmé com monocits o cél-lules endotelials

no tenen uns nivells tan elevats.

El splicing que condueix a la formacié de proteines solubles del pTNFR2
presentava un patré d’expressié que no es correlacionava exactament amb el
d’expressio global. Els percentatges més elevats de mRNA pel receptor soluble
es trobaven a PBMC i monocits aillats, perd també a muscul. En canvi, el pulmé
mostrava la proporcié més baixa de les formes solubles. Aquestes dades ens
posaven sobre la pista d’'una altra forma de regulacié de la via del TNFa a través

d’aquest tipus de splicing.

Tenint en compte tots els resultats relacionats amb les isoformes solubles,
trobem que en el sistema porci probablement es produeixen dos tipus
d’isoformes solubles. Els resultats obtinguts durant I'estimulaci6 amb TNFa de
cél-lules 293-EBNA transfectades amb pTNFR2 mostren que el receptor porci
s’allibera al medi. A més, hem produit eficientment de forma recombinant
proteines de fusido pTNFR2-GST i pTNFR2AE4-GST mitjangant secrecio al medi
de cultiu. Aquestes contenen la sequéncia generada per I'amplificacié del cDNA
de la regié extracel-lular del pTNFR2 i pTNFR2AE4, inclos el péptid senyal,
sense més modificacions a I'extrem N-terminal. Es coneixen dos processos
independents responsables de la generacid de proteines solubles. Tots dos tipus
tenen lloc en el cas del hTNFR2, com passa amb altres molécules com CD40 o
IL-6R [Lainez et al. 2004]. Un primer tipus es produeix a partir d’'un splicing
alternatiu de mRNA que engloba els exons corresponents a la transmembrana, i
un altre succeeix a partir d’'un tall proteolitic de la proteina ancorada a la
membrana. En condicions fisiologiques, el hTNFR2 soluble es produeix
majoritariament a través d’aquest ultim mecanisme. El tall proteolitic de TNFR2
esta causat per la unié del TNFa gracies a un senyal transmes pel TNFR1
[Higuchi et al. 1994]. Es molt probable que el pTNFR2 es proteolitzi com
'homoleg huma i que el hTNFR1 de les céllules 293-EBNA sigui capa¢ de
mitjangcar aquest despreniment. Al contrari, el TNFR2 soluble provinent de
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splicing es troba notablement elevat en sérum de pacients amb malalties
inflamatories com la sépsia i l'artritis reumatoide [Lainez et al. 2004]. Per tant,
podria ser un mecanisme que sota condicions patoldogiques serviria per
antagonitzar I'estimulacié del receptor induida pel lligand [Hehlgans et al. 2002].
Tot i aix0, la proporcid de TNFR2 soluble també varia segons la patologia,
indicant que els mecanismes de splicing depenen d’elements reguladors
diferents [Heaney et al. 1996]. Si ens basem en aquests precedents, es podria
especular que les variants pTNFR2AE7-10 i pTNFR2AE4AE7-10 s6n un
mecanisme afegit al tall proteolitic del receptor ancorat a membrana per tal de
regular la senyalitzacié del TNFa. Els mondcits concretament, com una de les
cél-lules principals del sistema immune, podrien regular millor els processos
inflamatoris gracies a tenir un major percentatge d'expressié de proteines
solubles. Estudis de la regulacié de la seva produccié en monocits i cél-lules

relacionades com macrofags i DC podrien ser d’interés.

Podem comprovar també en el cas del splicing de I'exd 4 que els mondcits sén
amb diferéncia els que tenen un nivell més elevat, per tant podria tenir un paper
regulador en aquest tipus de cél-lules que son les majors productores de TNF.
Com en el cas del splicing d’isoformes solubles, aquest el vam trobar a totes les
cél-lules i teixits testats, perd amb menys variacions en el percentatge
d’isoformes amb AE4 entre ells. A I'extrem de I'escala també estaria el pulmé
amb els nivells més baixos. La seva possible funcié la discutirem més endavant

en la discussio.

Els resultats dels experiments de RT-PCR quantitativa ens mostren com el
pulmo és el teixit amb més expressié de pTNFR2, perd en canvi presenta el
nivell relatiu més baix d'expressi6 de mRNA dels dos tipus de splicing. El
trasplantament de pulmé és dels que té pitjor pronostic ja que genera una
resposta immunologica forta. El procés inflamatori s’inicia immediatament
després del la mort cerebral del donador i continua amb I'activacié de limfocits T
del receptor a través de la seva interaccié amb les cel-lules epitelials del pulmé
[Mornex et al. 2003]. Per aixd plantegem que un dels factors d’aquest rebuig tan

marcat podria estar causat per l'alta expressio de la isoforma 1 i per la falta
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d’expressio de les variants generades pels splicing alternatius que atenuarien

I'activacio de les vies inflamatories.

Mitjancant els estudis de ressonancia de superficie de plasmé hem demostrat
que tant el hTNFa com el pTNFa poden unir-se al pTNFR2 amb una constant
d’afinitat molt elevada (nanomolar) i equiparable a la unié al hnTNFR2. Només es
va veure alguna diferéncia en la cinética, ja que la velocitat de dissociacio era
lleugerament més baixa en la combinacid6 de pTNFa/pTNFR2 i per tant
presentava una major estabilitat. Aquests resultats son coherents amb I'elevada
identitat entre les sequéncies aminoacidiques dels CRD2 i CRD3 dels TNFR2
huma i porci. La constant d’'afinitat entre hTNFR2 i hTNF descrita a la literatura
(Ko= 2,1E°M) [Shibata et al. 2008] coincideix amb I'obtinguda en aquest treball.
Per tant, el nostre sistema de determinacié d’afinitat amb els receptors
immobilitzats de forma no orientada és prou acurat. El fet que tant I'afinitat com
la cinética de les combinacions hTNFa/pTNFR2 i hTNFa/hTNFR2 siguin similars
indica que I'drgan porci no ha de ser més resistent a I'accié del hTNF a través
del TNFR2 de membrana. Aixi mateix, també esta d’acord en que les isoformes
solubles pTNFR2 generades per proteolisi o splicing també sén capaces d’inhibir
el hTNF. Els nostres experiments de competicido de proteines de fusi6 amb la
porcié extracellular del pTNFR2 per bloquejar l'acci6 del hTNFa aixi ho
corroboren. A més, ja sabem que el pTNFR1 pot unir-se al hTNFa amb alta
afinitat [Costa et al. 2004], el que ens indica que la via del TNF/TNFRs esta prou

conservada en la combinacié xenogénica de porc a primat.

Una possible diferéncia la trobem en la existéncia de la isoforma pTNFR2AE4.
Els experiments de ressonancia de superficie de plasmoé van confirmar que el
pTNFR2AE4 tenia una baixa afinitat pel seu lligand i era incapag d’unir el hTNFa.
Aixd ens va fer plantejar quin rol podria tenir un receptor que no s’unis, o s’unis
poc, al seu lligand perd que s’expressés en diferents teixits. Per aquesta rad,

vam portar a terme una série d’experiments per esbrinar-ho.

Els estudis de localitzacié subcel-lular ens van permetre identificar dos patrons
d’expressio diferents per les isoformes pTNFR2 i pTNFR2AE4. Per una banda, el
pTNFR2-EYFP transfectat en cél-lules humanes presentava un marcat patré de
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membrana. La infeccié de PAEC amb el retrovirus amb el pTNFR2 sencer també
augmentava l'expressio del receptor a la membrana plasmatica. Alhora
s’observava expressio de pTNFR2 intracel-lularment, d’acord amb la distribucid
descrita pel hTNFR2 que es localitza principalment al Golgi [Scherubl et al.
2005]. Al contrari del pTNFR2, la isoforma pTNFR2AE4 només es localitzava
dins la cél-lula, amb una alta colocalitzaci6 amb marcadors de reticle
endoplasmatic. Tot i aixi, les tincions per immunofluorescéncia ens mostraven
que la variant pTNFR2AE4 no es quedava retinguda totalment al reticle
endoplasmatic. Pensem que probablement segueix el seu cami per 'aparell de
Golgi. Tanmateix la proporcié que podria arribar a la superficie €és molt baixa en
condicions de rep0s ja que no hem estat capagos de detectar-la. En humans, hi
ha dues descripcions d’isoformes intracel-lulars del TNFR2, que de fet podrien
correspondre a la mateixa proteina. Primer, es va observar una proteina amb
capacitat d’'unir TNFa que es localitzava a la membrana interior de la mitocondria
[Ledgerwood et al. 1998]. Posteriorment, s’ha identificat una isoforma generada
per una delecié en la regidé del péptid senyal i que presenta una distribucid
intracel-lular molt difusa amb predominancga al transGolgi i als endosomes [Seitz
et al. 2001] [Scherlbl et al. 2005]. Al contrari que el pTNFR2AE4, si que pot unir
el TNFa amb alta afinitat dins la cél-lula i transduir senyal. A més a més s’ha
descrit que aquesta isoforma humana pot arribar a la membrana plasmatica quan
s’expressa de forma recombinant, encara que en una proporciéo més baixa que la
isoforma 1 [Scherubl et al. 2005]. En ratoli també s’ha descrit una isoforma
intracel-lular que es genera per un canvi en l'inici de transcripcid, perd aquest no
uneix el TNFa i té una localitzacié perinuclear [Hauser et al. 2007]. Per tant, el
pTNFR2AE4 presenta similituds, sobre tot amb aquesta darrera, amb la

diferencia de que conté péptid senyal.

Hi pot haver diverses explicacions per a que una proteina amb péptid senyal
quedi retinguda a I'espai intracel-lular. La primera explicacié seria assumir que
una proteina amb un caracter regulador com el que estem hipotetitzant podria
anar fins a la membrana plasmatica només en condicions molt determinades, per

exemple quan la cél-lula necessités atenuar la senyalitzacié produida per la via
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del TNFa. Diversos estudis han descrit el canvi de localitzaci6 d’'una proteina
després d’'un estimul determinat. Per exemple, el receptor de mort 5 (DR5) és un
membre de la superfamilia de receptors TNF que uneix el TRAIL i forma un
complexe senyalitzador amb FADD i procaspasa-10 [Kischkel et al. 2000]. S’ha
descrit que el tractament de cél-lules trofoblastiques amb TNFa durant 18 h
causa una redistribucio del DRS5 intracel-lular a la superficie cel-lular [Bai et al.
2009]. El DRA4, l'altre receptor de TRAIL, també pateix un canvi de localitzacio. El
nivell d’expressi® a la membrana plasmatica disminueix a causa d’una
modificacié post-transcripcional (glicosilacions) o d’'un plegament incorrecte de la
proteina (trafficking). Per tant la proteina és queda retinguda intracel-lularment,
aquesta es perfila com la causa més probable de la resistéencia a I'apoptosi
induida per TRAIL de cél-lules sw480 [Jin et al. 2004]. Malgrat tot, no hem trobat
cap condicié experimental que deslocalitzes aquesta isoforma de [Iespai
intracel-lular, ni estimuls amb el TNFa, ni diferents temps d’expressid, ni
coexpressio amb el pTNFR2. Tot i aixi, no descartem que pugui haver-hi unes
condicions determinades en les quals el receptor pogués sortir a membrana. A
nivell bioinformatic tampoc hem detectat cap diferéncia en les glicosilacions que

pogués explicar els diferents patrons de localitzacio

La segona explicacio es basaria en que la falta de I'ex6 4, de caracter hidrofilic,
altera el plegament de la proteina en preséncia de la regié transmembrana que
és hidrofobica. Quan la regié transmembrana no hi és, com en el cas de les
proteines solubles, la secrecié no hauria de ser un problema, com ja observem

amb les proteines de fusio.

Totes les evidéncies que nosaltres hem trobat indiquen, tant a nivell tedric com
practic, que el pTNFR2AE4 no s’uneix correctament al hTNFa i molt poc al
pTNFa. A més a més, té un patré6 d’expressio intracellular que el fa poc
coincident amb del pTNFR2. Tot i aixi els estudis realitzats amb la técnica de
FRET, que té una precisid molt elevada, van posar de relleu la interaccié entre
pTNFR2 i pTNFR2AE4 dins I'espai intracel-lular, probablement al Golgi, encara
que aquest punt no I'hem esclarit. Aquesta és la primera dada que prova que

efectivament les dues variants poden combinar-se, a més esta d’acord amb un
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possible rol del pTNFR2AE4 per formar heterotrimers amb pTNFR2 i interferir en
la uni6 i senyalitzacié del receptor. Es ben conegut que el TNFR2 forma
homotrimers per ser funcional [Chan et al. 2000], per aixd aquesta seria una
forma de regulacié de la via del TNFa/TNFR2 no descrita fins ara. Hem mostrat
que les dues proteines quan estan en la mateixa localitzacié subcel-lular sén
capaces d’interaccionar per formar heterotrimers i probablement atenuar la
senyalitzacié de la via del TNF gracies a la poca capacitat del pTNFR2AE4 d’unir
el lligand. També podrien tenir interconnexions a nivell d’elements de transduccio

de senyal, com per exemple sobre les proteines adaptadores TRAF2.

Gracies a que varem secretar les proteines solubles de pTNFR2AE4 i la de
pTNFR2, vam poder comprovar que eren capaces d’interaccionar a l'espai
extracel-lular. Amb aquest objectiu vam realitzar un assaig de pull down, que va
confirmar que les proteines solubles podien combinar-se entre elles de forma
especifica. Finalment, vam confirmar que aquesta interacci6 era realment
funcional. Tal i com van mostrar els assajos de competicid, la combinacié de
receptors solubles era funcional i contrarestava I'efecte inhibidor de ’'homotrimer
pTNFR2. Aixi doncs, proposem una nova forma de regulacié de la via del
TNF/TNFR2 a partir de la combinaciéo de les diferents variants descrites en
aquest treball. Una regulacié que principalment facilitaria la disminucié dels
processos inflamatoris activats per TNFa com els que es donen en
trasplantaments d’organs solids. Aquesta regulacié també podria participar en el

desenvolupament de patologies inflamatories al porc.
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2 Via del CD200/CD200R

Hem amplificat i identificat per primera vegada el CD200 porci i tres isoformes
del seu receptor per tal destudiar el seu paper en el rebuig del
xenotrasplantament. Aquestes molécules presenten una elevada homologia
amb les humanes i en segon terme amb les murines, el que fa preveure una
funcié similar d’inhibicié de la resposta immunolodgica. El fet que les molecules
porcines i humanes es puguin unir entre elles amb similar afinitat encara
reforca més aquesta idea. EI CD200 ha estat descrit com clau en la regulacioé
del sistema immunitari de diferents espécies [Gorczynski et al. 2001][Moreaux
et al. 2006][Zhang et al. 2004]. Es coneix que la interaccié amb el seu receptor
produeix un senyal inhibidor de I'activitat de les cél-lules del llinatge mieloide,
com per exemple els monocits i els mastocits [Hoek et al. 2000] [Zhang et al.
2004]. A més a més, el CD200R també es troba a limfocits T i B on sembla que

també pot jugar un paper regulador [Rijkers et al. 2008] [Rygiel et al. 2009].

A partir de RNA aillat de teixit de cervell porci es va poder clonar el CD200
porci. De fet, primer vam provar a partir de RNA de PBMC sense éxit. Ens hem
basat en la distribucioé de I'expressio de la molécula, que esta molt conservada
entre humans, rata i ratoli [Wright et al. 2001] [McMaster et al. 1979] [Hoek et
al. 2000], per tal d’escollir el teixit per obtenir el cDNA de pCD200. En humans
hi ha una alta expressié d’aquesta molécula en el sistema nerviés central
[Wright et al. 2001], per tant vam considerar amb encert que una font important

de pCD200 podria ser el cervell.

Amb els experiments de PCR en temps real vam quantificar 'expressié del
pCD200 en diferents teixits i cél-lules d’origen porci. Vam usar una gran bateria
de mostres per verificar que la distribucié de I'expressio del CD200 no era una
excepcio en referéncia a la distribucié en altres espécies [Wright et al. 2001].
Vam observar que el pCD200 esta ampliament distribuit per diferents teixits i
tipus cel-lulars, com per exemple cervell, intesti, muscul i ronyd, aixi com a

cél-lules endotelials i limfocits. Aquesta distribucié és coincident amb la descrita
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per humans i rosegadors [McMaster et al. 1979] [Webb et al. 1984] [Dick et al.
2001] [Wright et al. 2001]. També hem confirmat I'expressié d’aquesta molécula
en teixits on no s’havia testat fins I'actualitat, com al cor, pulmd, condrocits o
monocits. Els mondcits presentaven uns nivells molt baixos en relacié a altres
leucocits, aixd pot estar relacionat amb el fet que expressen el CD200R i la
seva funcié inhibidora es produeix pel contacte amb altres tipus cel-lulars i no
entre ells. Organs com el pulmo, l'intesti prim o el cervell sén els que expressen
nivells més elevats de CD200. Una elevada concentracié d’aquesta molécula
en el pulmd o l'intesti prim permetria mantenir ’lhomeostasi immunologica. En
una zona on constantment es barregen agents interns i externs, una molécula
com el CD200 és essencial per evitar que el sistema immune reaccioni contra
el propi organisme i només es dirigeixi cap als agents externs [Jiang-Shieh et
al. 2010]. En el cervell, I'elevada expressié de pCD200 segurament contribueix
al privilegi immunologic que caracteritza el sistema nervios central. Per estudis
en altres espécies es coneix que el CD200 esta localitzat a les propies
neurones [Wright et al. 2001][Koning et al. 2009], mentre que I'expressio del
CD200R en aquest teixit esta principalment localitzada a la microglia (de
llinatge mieloide) [Webb et al. 1984][Wright et al. 2000].

A continuacio, vam determinar la quantitat de pCD200 natiu a la superficie
cel-lular de PAEC i condrocits porcins. Ens vam centrar en aquests dos tipus
cel-lulars pel seu interés en el xenotrasplantament. Per la deteccié en endoteli
porci, només disposavem de PAEC provinents d’aorta, que sén molt utilitzades
com a model cel-lular per estudiar el rebuig del xenotrasplantament d’'organ
solid [Murray et al. 1994] [Costa et al. 2002b]. En aquestes cél-lules els nivells
de pCD200 eren baixos, aquest fet ens indicava que tenen una baixa capacitat
d’inhibir les cel-lules d’origen mieloide. Com hem comentat a la introduccio, els
macrofags juguen un paper molt important en el rebuig xenogeénic tant
d’empelts cel-lulars com d’6rgan vascularitzat. Encara que és probable que les
cél-lules endotelials de venes i capil-lars expressin nivells una mica més alts,
com els detectats en rata [Ko et al. 2009], aquest resultat ens fa pensar que

I'expressio o0 sobreexpressio transgénica de CD200 és una bona idea pel
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desenvolupament d’empelts resistents al rebuig xenogénic. Els resultats en
condrocits s6n una mica diferents. L’'expressio nativa del pCD200 en superficie
de PCC és clarament més alta que en les PAEC. Fins ara no s’havia descrit
quina era I'expressio de CD200 en aquest tipus cel-lular. En qualsevol cas, el
cartilag és reconeix com un teixit amb cert privilegi immune i aquesta troballa
ens suggereix que el CD200 pot contribuir en aquest sentit. En el nostre
laboratori volem seguir estudiant aquestes caracteristiques, aixi com la
possibilitat d’augmentar I'expressido mitjangant manipulacié genética. Creiem
que els condrocits porcins tenen un gran potencial per a ser utilitzats en

terapies xenogéniques per la reparacio de defectes de cartilag a humans.

Com a incis, volem comentar que en el desenvolupament de reactius per la
deteccié de les molécules porcines, la generacié d’anticossos policlonals en
conills mitjangant la injeccié de proteines purificades va donar bons resultats.
Aquests van ser capagos de detectar les proteines mitjancant Western Blot i
citometria de flux. En canvi, els anticossos antipéptid podien reconéixer les
proteines porcines purificades mitjangant Western Blot, perd no funcionaven
tan bé a I'nora de detectar les proteines per citometria de flux. La generacio
dels antipéptid va exigir el disseny d’'una sequéncia de 15 aminoacids basats
en el métode Kolaskar&Tongaonkar [Kolaskar et al. 1990]. Tot i el disseny
acurat de la sequéncia, els antipeptid generats contra el pCD200 probablement
no reconeixen epitops accessibles quan la proteina era expressada a superficie

amb el seu plegament de forma nativa.

Una analisi bioinformatica ens va permetre caracteritzar la molécula de pCD200
i comprovar que conté dos dominis dimmunoglobulines (IgSF), una regio
transmembrana i una regié citosdlica curta sense motius senyalitzadors
coneguts. Aquest és un patré molt similar al descrit pel CD200 d’altres espécies
[Barclay et al. 1982][Clark et al. 1985]. La falta de motius senyalitzadors en la
regio citoplasmatica del CD200 indica que aquesta molécula té principalment
una funcié de lligand i que exerceix la seva funcié biologica sobre les cel-lules

que expressen el seu receptor. En humans i ratolins s’ha descrit I'accié del
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CD200 a través de la seva unid amb el CD200R localitzat a membrana

plasmatica [Hoek et al. 2000].

Per tant era basic per aquest estudi la clonacié del receptor porci del CD200.
Vam utilitzar RNA obtingut a partir de monocits aillats de sang periférica
porcina per amplificar el cDNA del receptor ja que s’ha descrit en altres
especies que les cellules del llinatge mieloide son les que expressen
majorment el CD200R [Wright et al. 2000] [Barclay et al. 2002]. Es van
amplificar i identificar tres variants de mRNA del receptor porci. Molt
probablement, les isoformes es generen per splicing alternatiu ja que per
homologia amb la sequencia humana el punt de splicing coincideix amb un
canvi d’ex6. En humans, el gen del receptor del CD200 també pateix splicing
alternatiu, fet que produeix un total de 4 variants, dues de membrana i dues
solubles [Vieites et al. 2003]. La isoforma porcina de membrana, que
anomenen pCD200R, té una homologia elevada amb la variant a del receptor
huma (o isoforma 1). La seva regi6 citosolica conté el domini NPXY que esta
conservat a diferents espécies inclosa la humana, el que indica que comparteix
la via de senyalitzacié que s’inicia per la unié de les proteines adaptadores
Dok 1 i Dok 2 [Zhang et al. 2006]. Les variants solubles porcines, que
anomenem pCD200Rb i pCD200Rc, presenten delecions de 109 pb i 155 pb,
respectivament. De fet, només tenen tres aminoacids de diferéncia entre elles.
Es generen per un canvi en el marc de lectura que fa aparéixer un codé de stop
primerenc just abans de la regié transmembrana. Per tant, conserven tots dos
dominis IgSF de la regio extracel-lular. Aquest és un fet diferencial amb les
variants humanes descrites, que només tenen un dels dominis [Vieites et al.
2003]. En qualsevol cas, probablement totes conserven la capacitat d’'unié a
CD200 ja que el domini IgSF localitzat a I'extrem N-terminal sembla ser el

principal implicat en aquesta interaccio [Hatherley et al. 2004].

Hem observat que el pCD200Ra també mostra una alta homologia amb la
porcié extracel-lular del receptor huma. Un estudi de Hatherley et al.
demostrava que el receptor huma té sis aminoacids ( E44, P62, 171, T73, E75 i

[133) importants per a la seva unié amb el hCD200. Quan aquests aminoacids
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es mutaven, el percentatge d'unié al lligand dequeia a menys del 35%
[Hatherley et al. 2004]. EI pCD200R té tres d’aquests aminoacids conservats
(E44, T73 i E75), que son precisament els més importants. La mutacié de E44
disminueix fins al 8% el percentatge d’unio, el T73 aboleix totalment la unié
entre receptor i lligand, i per ultim la mutacié de 'aminoacid E75 disminueix fins
a un 22% el percentatge d’unié del CD200 respecte al receptor no mutat. A
més, dels tres restants, el canvi de I'aminoacid 71 és de tipus conservatiu.
Aquest fet suggereix una pressio evolutiva per conservar aquests aminoacids i

esta d’acord amb els resultats que demostren una afinitat semblant.

Mitjancant ressonancia de plasmé de superficie vam demostrar que la
interaccio del pCD200 amb el hCD200R és forga similar a la generada amb el
hCD200, tot i que les constants d’associacio i dissociacié son lleugerament més
rapides. Esta descrit que la isoforma d del receptor CD200 huma interacciona
amb el seu receptor amb una constant d’afinitat de 0,5 yM a 37°C i una
constant de dissociacio de 0,09 1/s, d’'una manera similar a la descrita en les
interaccions en rates i ralotins [Wright et al. 2003]. Els nostres resultats avalen
les dades publicades a la literatura sobre el hCD200Rd. En el experiments
realitzats, aquest receptor mostra una constant d’afinitat amb el hCD200 i el
pCD200 de l'ordre de uM, amb una Kp 0,17 uM i 0,13 pM respectivament. Per
tant, una de les preguntes claus a resoldre en aquest projecte queda
contestada. No s’observa un defecte en la capacitat d’'unié al hCD200R per part
del pCD200 que pugui justificar un major rebuig del xenoempelt. Per
corroborar-ho, tenim programat fer un estudi funcional comparatiu en un model
cel-lular xenogénic. Resta també fer un estudi comparatiu per esbrinar si pot
haver una menor expressio de CD200 a superficie de ceél-lules porcines
d’'interes pel trasplantament en relacié a les humanes, pero no creiem que sigui

el cas.

Aquest és el primer treball que mostra una comparaciéo de les constants
d’afinitat de les dues isoformes del receptor huma diferenciades en el domini
extracel-lular. Observem que el hCD200Ra té una constant d’afinitat

moderadament més elevada que el hCD200Rd dins la propia espécie (Kp
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8,17E i 1,79 E®" M, respectivament). També es reprodueix aquest tipus de
resultat amb el pCD200. Aquest fet podria indicar que el hCD200Ra podria
exercir certa preferéncia per desencadenar el senyal inhibidor quan el CD200
€s baix i en el cas que els dos receptors s’expressesin a la mateixa cél-lula. No
hi ha estudis que hagin determinat I'expressié diferencial de les dues isoformes
del hCD200R, perd és probable que s’expressin tots dos a I'hora pel fet de
produir-se per splicing i que els hem amplificat d’'una mateixa preparacio (si bé
de poblacio mixta). La regulacié diferencial de I'expressio de les dues isoformes
podria tenir efectes funcionals, aixi com variacions en la capacitat de

transmetre el senyal.

Amb la mateixa tecnica es van testar les interaccions del hCD200 i el pCD200
al receptor porci. Les constants d’afinitat i de velocitat d’associacio i dissociaci
son semblants. Aquestes combinacions només es van incloure com a control
per verificar que el pCD200 s’unia al seu receptor en el mateix rang d’afinitat
que ho fa el hCD200 amb el seu propi i ho hem confirmat. La combinacié
xenogeénica de hCD200 i pCD200R té probablement un interes limitat en la
majoria de casos de xenotrasplantament. En un escenari de
xenotrasplantament de teixit o organ solid sol, la molécula critica seria el
pCD200 expressat per I'endoteli o parenquima porci per tal de desencadenar
amb eficacia el senyal per suprimir la resposta immunitaria i evitar el dany a
'empelt. Tanmateix, hi ha un escenari on podria ser d’interés tenir aquesta
informacio i és pel desenvolupament de terapies tolerogéniques basades en el
xenotrasplantament de moll d’és porci o ronyons amb teixit timic porci. Els
nostres resultats indiquen que no hi ha un defecte d’interaccié en aquesta via

que pugui promoure la GVHD.

Fins ara tampoc s’havien testat les interaccions entre el mCD200 i els diferents
receptors humans i el porci. En cap dels experiments realitzats vam veure una
interaccio significativa entre el mCD200 i els diversos receptors. Aixo indica que
el sistema porci del CD200/CD200R és clarament més proper a 'lhuma que al
muri. Aquesta troballa esta reforcada pels resultats de la comparacio

bioinformatica de les sequéncies nucleotidiques i aminoacidiques del CD200 i
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els seu receptor per aquestes espécies. En estudis realitzats també mitjangant
la técnica de ressonancia de plasmé en superficie, el hCD200 s’uneix de forma
débil amb el mCD200R i el rCD200R [Wright et al. 2003]. A més, en assajos in
vitro la proteina quimérica hCD200Ilg no es capag¢ d’unir-se al receptor CD200
muri [Wright et al. 2003]. Amb aquest coneixement, vam amplificar el mCD200
amb la intencié dutilitzar-lo en teixits porcins per tal d'expressar-lo
transgénicament quan fem estudis de xenotrasplantament discordant de porc a
ratoli. Aquest tipus d’estudis poden ser una prova de concepte abans de decidir

aplicar-los en porcs transgenics.

Finalment, hem estat capagos de produir proteines recombinants de CD200
huma i porci que serviran pels experiments funcionals que estan pendents.
Tots dos CD200 els hem expressat a la superficie de condrdcits porcins, el que
ens pot permetre avaluar I'efecte protector en assaigs de cocultiu amb leucocits
humans. A més, les proteines purificades les poden afegir als cocultius d’altres
cél-lules porcines com PAEC. Aixi, hem identificat la linia cel-lular U937 com a
cél-lules que ens permetran dur a terme aquests estudis funcionals ja que
expressen el CD200R. Com els monocits/macrofags i les DC son I'enllag entre
la resposta immunitaria innata i 'adaptativa, el CD200 expressat en les cel-lules
0 organ trasplantat podria ser cabdal en la regulacié de la resposta inflamatoria
generada pel sistema immunitari després del trasplantament. Tot apunta que
una sobreexpressié del CD200 porci a 'empelt xenogénic podria contribuir a
protegir-lo enfront el rebuig agut. L’expressio transgénica de hCD200 seria molt
probablement una opcié equivalent. A més de l'elevat interés dels nostres
estudis en el camp del xenotrasplantament, els nostres estudis podrien ser utils

per generar coneixement per aplicacions en veterinaria i produccié animal.
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Conclusions

1 Estudi de la via TNF/TNFR2

1. ElI pTNFR2 té un minim de quatre isoformes, dos amb transmembrana
(PTNFR2 i pTNFR2AE4) i dues solubles (pTNFR2AE7-10 i
pTNFR2AE4AE7-10), que es generen a partir de dos splicings

alternatius diferents.
2. Cadascuna té un patro d’expressio diferent depenent del teixit o cél-lula.

3. Tant el pTNFR2 com el hTNFR2 sén capacos d’unir el pTNFa i el hnTNFa

amb una constant d’afinitat elevada i equiparable.

4. El pTNFR2AE4 uneix el pTNFa amb una afinitat molt menor que el
pTNFR2 i no és capag¢ d'unir el hTNFa.

5. ElI pTNFR2 es localitza principalment a la membrana plasmatica, mentre
que el pTNFR2AE4 es localitza intracel-lularment, principalment al reticle

endoplasmaitic.
6. El pTNFR2 es proteolitza per I'accié del hTNFa.
7. EIpTNFR2 i el pTNFR2AE4 interaccionen a nivell intracel-lular.

8. En solucié, El pTNFR2AE4 és capag¢ d’unir-se directament de forma

especifica al pTNFR2, probablement formant heterotrimers.

9. ElI pTNFR2AE4-GST no pot revertir 'augment dels marcadors d’activacio
cel-lulars en cel-lules endotelials porcines tractades amb TNFa, a més a

més modula I'efecte inhibidor del pTNFR2-GST en aquest sistema.
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2 Estudi de la via CD200/CD200R

1. ElI CD200 porci presenta una elevada homologia al hCD200 i té una
estructura molt similar a la d’altres homolegs.

2. L’expressid del pCD200 a diferents teixits té una distribucié amplia i
analoga a la d’altres espécies.

3. S’han identificat i clonat 3 isoformes del receptor porci del CD200, una
de les quals té motius de senyalitzacio.

4. ElI pCD200R té 3 dels 6 aminoacids que s’han descrit com essencials
per a la unié del receptor huma amb el seu lligand.

5. Demostrem mitjancant estudis d’afinitat que el pCD200 s’uneix al
hCD200R amb una afinitat similar a la del propi hCD200.

6. La isoforma d del hCD200R, que té el domini extracel-lular més curt,
presenta una afinitat moderadament inferior a la isoforma a.

7. Tant el hCD200 com el pCD200 es poden expressar de forma
recombinant a cel-lules porcines amb I'objectiu de protegir-les del rebuig

xenogenic.
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Materials i Métodes

1 Obtencio de teixits i cel-lules.

1.1 Materials

1.1.1 Obtencio del material

Es van obtenir mostres de sang i diferents teixits porcins a través de I'estabulari
de Bellvitge de la UB. La sang es va extreure de la vena jugular de porcs
anestesiats i els teixits van ser obtinguts després de I'eutanasia dels animals en
condicions esterils dins l'estabulari seguint els procediments aprovats pel
comite d’ética. Els teixits van ser embolicats amb paper d’alumini, congelats

immediatament en nitrogen liquid i es van emmagatzemar a -80°C.

Les mostres de sang humanes van ser obtingudes a través del banc de sang

de Bellvitge.

1.2 Metodes

1.2.1 Aillament de cel-lules mononuclears de sang periférica.

La purificaci6 de cél-lules mononucleades es va portar a terme seguint el
protocol basic de gradient Ficol (Amersham GE Healthcare) a partir de sang
amb heparina. Es fonamenta en la diferéncia de densitat entre les cél-lules

mononucleades i els altres elements presents en una mostra de sang.

L’aillament es va fer segons el protocol basic del Current Protocols in
Immunology. Breument, es va barrejar la sang heparinitzada i el PBS a parts
iguals, i es va avocar la mescla en un tub que contenia Ficol sense barrejar les
fases. Es va centrifugar i recollir només la fase de cél-lules mononucleades.
Després de diversos rentats, es va determinar el numero de cél-lules i la seva
viabilitat [Kanof et al. 1991] .
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1.2.2 Aillament de monocits/macroéfags i limfocits sanguinis.

Aproximadament un 40% de les cél-lules mononucleades obtingudes amb el
protocol previ sébn mondcits i macrofags. El seu I'aillament es va fer seguint el
el métode d’adheréncia del Current Protocols in Immunology. Breument es van
resuspedre les cél.lules amb medi i durant 1 hora es van incubar en un flasco a
37°C i 5%CO,. Es va descartar el sobrenedant amb les ceél-lules no adherents i
després de rentar les cél-lules adherents, es va afegir medi fresc RPMI [Kanof

et al. 1991]. Per obtenir els limfocits es va recollir la fraccié no adherent.

1.2.3 Extraccio de RNA total

Per la preparacid de l'instrumental, com pinces i morter, per processar les
mostres es va rentar el material amb aigua destil-lada i etanol al 70% i tot seguit
es va fornejar a 200°C durant tota la nit. En el primer pas es va mesurar el pes
de la mostra del teixit congelat (-80°C) i a continuacié es va triturar amb un
morter. Sense deixar que la pols del teixit es descongelés, es va afegir 1 ml de
TRIzol (Invitrogen ) per cada 100 mg de teixit triturat i es torna a congelar a -
80°C per afavorir el trencament cel-lular. El procediment posterior consistia en
separar, precipitar, rentar i dissoldre el RNA, seguint les instruccions del reactiu
TRIzol. La determinacié de la concentraci6 de RNA es feia mitjangcant
espectrofotometria, mesurant I'absorbancia a la longitud d’ona de 260 nm.

Després d’aliquotar el RNA, s’emmagatzemava a -80°C.

El protocol utilitzat per extreure RNA de cél-lules va ser el mateix a partir de

I'addicié del TRIzol (per cada 5-10x10° cél-lules s'utilitzava 1 ml TRIzol ).
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2 Clonatges

2.1 Materials

2.1.1 Soques Bacterianes

TOP10: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recA1
araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG (Invitrogen)

DH5a: F- @80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+)
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 A- (Invitrogen)

21.2 Plasmidis

pCR®2.1 (Invitrogen)
pcDNA™3.1D/V5-His-TOPO® (Invitrogen)
pCR®4-TOPO (Invitrogen)

pLXSN (Clontech/Takara)

pCEP-Pu, pECFP-N1, pEYFP-N1 i pBABE (obtinguts d’altres investigadors).

2.1.3 Medis

Per créixer els bacteris transformats és va usar medi LB (Lennox broth) o SOC
(Invitrogen). Les plaques per obtenir colonies de bactéries estaven fetes de
medi LB amb agar (Agar Bacteriologico Europeo, Pronadisa, Espanya).
L’antibiotic de seleccié ampicil-lina o kanamicina (Sigma) s’afegia a les plaques

i medis segons convenia.
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2.1.4 Encebadors

Van ser encarregats a Invitrogen per a l'amplificaci6 de DNA per PCR i

sequenciacio. S’indica la mida dels fragments obtinguts per PCR.

Taula 7. Encebadors emprats per amplificar els inserts per PCR pels clonatges

Sequéncia T i

DNA a Hibridacio | Mida (PP)

hTNFR2e 5'CACCATGGCGCCCGTCGCCGTCTGS 549G 783
5'GCCAGTGCTCCCTTCAGCTGGS'

PTNFR2/ 5'GCCACCATGGCGCCCRCCGCCKTCS' 54°C 1386/

PTNFR2AE4 | 5TTARCTGGGCTTCATHCCWGC3’ 1236

OTNFR2 /
5'GCCACCATGGCGCCCRCCGCCKTCS' 520C 783/ 633

AE4e 5 CCCTGTGTTGAGCCCTTCAACS'

PTNFR2A7-10 | 5cTcTGGAACTCGGTTTCTGCGS 550C 650/ 500

/AE4A7-10 5'ACTCCAGGAAGAAAACAAGTTTAAATG3'

PTNFR2/ AE4 | 560cACCATGGCGCCCRCCGCCKTCS' 53°C 954/ 804

tmb 5'GGATCCTGCTGCTGCTCAGGACCS'

GST 5CTCGAGTATGGCCCCTATACTAGGTTATTGS 599G 663
5'GGATCCCTAATCCGATTTTGGAGGATGGS'

hCD200 5CACCGAATTCGCCACCATGGAGAGGCTGGTGATCAGGS' | 65°C 810
5 GACTTATTTAGGGCTCTCGGTCCTGS'

hCD200Re 5CACCGCCACCATGCTCTGCCCTTGGAGAACTGCS' 63°C 789
5 AATGGGAGACGTGGCAGGTCACGS'

hCD200R 5CACCGCCACCATGCTCTGCCCTTGGAGAACTGCS 60°C 1047
5CTTATAAAGTATGGAGGTCTGTGTCS'

mCD2006 5 CACCGAATTCGCCACCATGGGCAGTCTGGTATTCAGGS | 59°C 705
5'AAACCAAAATCCTTTGTCCAGACS'

5CD2006 5CACCGAATTCGCCACCATGGRSAGKCTGGTRWICAGGS | 56°C 705
5'RACTGAAAACCAAWAKCCTTTG3

0CD200 5 GCCACCATGSAGWGKCTGGTGWITCAGRAGS 539G 804
5'YTAGGGCTCTCGRTCYTGRTTC3'

oCD200R 5 CACCGCCACCATGCYCTGCMCTTGGAKAACS 529G 1089
5TCATTTGTCCTCGTGGGAGS'

0CD200Re 5'CACCGCCACCATGCYCTGCMCTTGGAKAACS' 505G 810
5TCTTAAGTACATTCTTTTGTAATTATCS'
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Taula 8. Encebadors per a la sequienciacio.

Plasmidi Seqliéncia

pCR2.1/pCR4 Forward 5'GTAAAACGACGGCCAG3'

PCR2.1/pCR4 Reverse 5'CAGGAAACAGCTATGACS'

PLXSN Forward 5'CCCTTGAACCTCCTCGTTCGACCS’

PLXSN Reverse 5’GAGCCTGGGGACTTTCCACACCC3’

pcDNA™3.1D/V5-His-TOPO® Forward S TAATACGACTCACTATAGGGS'

pcDNA™3.1D/V5-His-TOPO® Reverse 5 ATTTAGGTGACACTATAGS

pCEP-Pu Forward 5AGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGS

PCEP-Pu Reverse 5GTGGTTTGTCCAAACTCATCS'

2.2 Metodes

2.2.1 Retrotranscripcié de RNA

La retrotranscripcié és el procés pel qual es sintetitza una cadena simple de
DNA complementari (cDNA) a partir d’'una cadena simple de RNA usant una
transcriptasa reversa. Es van retrotranscriure entre 100 ng i 1 ug del RNA total,
utilitzant el Cloned AMV First-strand cDNA Synthesis Kit (Invitrogen) que empra
la transcriptasa reversa del virus aviar de la mioblastosis (AMV) i

I'oligonucleotid (dT)2o com a encebador.

- Condicions generals de retrotranscripcio.

Pas Temperatura Temps Numero de Cicles
Desnaturalitzacio RNA  65°C 5 minuts 1
Sintesis cDNA 50°C 60 minuts 1
Inactivacio AMV 85°C 5 minuts 1
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2.2.2 Amplificacio per PCR dels gens d’interés

La Polymerase Chain Reaction, técnica desenvolupada per K.Mullis al 1984,
permet amplificar DNA a partir de poques copies i augmentar-ne la quantitat
diversos ordres de magnitud. Es produeix gracies a una polimerasa termostable

i encebadors especifics que limiten I'extensio de I'amplificacié.

Les reaccions es van dur a terme habitualment en 50 ul de volum final i les
concentracions finals dels components de la barreja de reaccié depenien de la

polimerasa usada:

I.  Concentracions de la reaccié GoTaq® Green Master Mix (Promega)

cDNA < 250 ng
0,1 uM de cadascun dels encebadors
GoTaq® Green Master Mix 2X"

Aigua lliure de nucleases fins a 50 pl

-> Condicions generals d’amplificacio dels gens

Pas Temperatura Temps Numero de Cicles
Desnaturalitzacié inicial 95°C 2 minuts 1
Desnaturalitzacié 95°C 1 minut
Hibridacio xec® 1 minut 25-35
Extensio 72°C 1 minut
Extensi6 Final 72°C 5 minuts 1
Manteniment 4°C o0 1

II.  Concentracions de la reaccié Pf’x50™ DNA Polymerase (Invitrogen)
cDNA de 10 ng a 1 ug de RNA total d’inici
0,3 uM de cadascun dels encebadors
0,3 mM dNTP mix
Pfx amplification Buffer 1X
5 unitats Pfx50™ DNA Polimerasa

Aigua lliure de nucleases fins a 50 pl
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- Condicions generals d’amplificacié dels gens

Pas Temperatura Temps Namero de Cicles
Desnaturalitzacié inicial 94°C 2 minuts 1
Desnaturalitzacio 94°C 15 segons
Hibridacio xec®? 30 segons | 25-35
Extensio 68°C 1 minut
Extensio Final 68°C 5 minut 1
Manteniment 4°C 0 1

lll.  Concentracions de la reacci6 ReadyMix™ Taq PCR Reaction Mix with
MgCl, (Sigma)
cDNA < 250 ng
0,1 uM de cadascun dels encebadors
ReadyMix™ Taq PCR Reagent Mix 2X®

Aigua lliure de nucleases fins a 50 pl

- Condicions generals d’amplificacié dels gens

Pas Temperatura Temps Numero de Cicles
Desnaturalitzacio inicial 94°C 1 minut 1
Desnaturalitzacio 94°C 1 minut
Hibridacié x°c® 2 minuts 25-35
Extensio 72°C 3 minuts
Manteniment 4°C © 1

"Conté una Taq DNA polimerasa no recombinant modificada sense activitat 5’3’ exonucleasa. També inclou dNTPs,
MgClI2 i buffer d’amplificacié.

@ La temperatura d’hibridacié varia segons la seqiiéncia d’encebadors que s’usa, la temperatura d’hibridacio
s’aproxima a través de la formula: Ta(°C)=( 4°C x (G+C))+ (2°C x (A+T))

® Conté 0,06 unitats Taqg DNA Polimerasa per microlitre, 0,4 mM dNTPs mix, 3 mM MgCl, i buffer d’amplificacio.
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2.2.3 Amplificaciéo per SMART RACE

L’amplificacié a través del SMART RACE (Switching Mechanism at 5 End of
RNA Template Rapid Amplification of cDNA Ends) cDNA amplification Kit
(Clontech) es basa en la incorporacié de sequéncies conegudes als dos
extrems del cDNA durant la seva sintesi sense necessitat d’adaptadors, i la
posterior amplificaci6 amb encebadors especifics, Gene-Specific Primers
(GPS). Un dels punts més importants alhora d’aconseguir I'amplificacié és un
bon disseny d’encebadors especifics que ha d’incloure una seérie de
parametres, com tenir una llargaria entre 23 i 28 nucleotids, un contingut entre
el 50-70% GC i una temperatura d’hibridacié per sobre els 70°C. ElI RNA de
partida va ser aillat de cervell de porc, tal i com s’explica en el punt 1.2.3. Es
van dissenyar encebadors especifics per a cadascun dels dos extrems de la

molécula que es volia amplificar.

Taula 9. Llista d'encebadors utilitzats en I'amplificaci6 SMART RACE

Encebador Seqliéncia

GSP2 pTNFR2 Forward 5TGGCCATTCCTGGCACCGCAAGGYZ’
GSP1 pTNFR2 Reverse 5CTGCTCAGGACCGGGGACACTTC3
GSP2 pCD200 Forward 5’AAGATAAACATCACCCAGCTGGGAC3’
GSP1 pCD200 Reverse 5TTGTCCCATTGGGGTGTACGAGAATC3’

El protocol d’amplificacio és va fer seguint les instruccions del fabricant.

En el cas de la molecula porcina del CD200, tant I'extrem 5’ com el 3’ del cDNA
van ser amplificats i es va obtenir la seqliéncia completa del pCD200 a partir
d'un transcrit de RNA total de cervell porci. Respecte al pTNFR2, només es va

aconseguir amplificar I'extrem 3’ dels cDNA.
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2.2.4 Clonacio

A continuacié el producte obtingut de I'amplificaci6 de PCR o digestio
enzimatica, es barrejava amb tampo de carrega 6x (Orange G diluit en un 30%
glicerol) i es resolia per electroforesi en un gel d’agarosa (Pronadisa, Espanya)
amb el percentatge adequat (en funcié de la mida esperada del fragment). El
marcador de DNA emprat és 1Kb plus ladder (Invitrogen). La visualitzacio del
DNA es feia amb bromur d’etidi que estava inclos en el gel d’agarosa. A
continuacié amb un bisturi es retallava la banda d’interés i es purificava amb el

GeneClean® Il Kit (Q-biogene, Franga) seguint les instruccions del fabricant.

Per tal d’introduir I'insert en el plasmidi corresponent es van usar diverses

estrategies, en funcié de I'objectiu del nostre clonatge.

2.2.4.1 Sistema topoisomerasa
Vectors pCR®2.1, pcDNA™3.1D/V5-His-TOPO® i pCR®4-TOPO.

Seguint les instruccions d’us del fabricant, s'utilitzava el fragment de PCR
purificat directament per la clonacié i es transformava en cél-lules Top 10

seguint el protocol de transformacié quimica del fabricant.

2.2.4.2 Manipulacié enzimatica
Vectors pLXSN, pBABE, pCEP-Pu, pECFP-N1 i pEYFP-N1

Els fragments provinents d’altres vectors eren introduits mitjangant
subclonatges. S’obtenia l'insert per digesti6 amb enzims de restriccio. El

protocol era el seguent:
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0,5 a 4 ug de plasmidi amb o sense l'insert d’interés (depenent de tamany de fragment
purificat)
1 unitat d’enzim de restriccio (Takara)
2 ul de tampo 10X corresponent a I'enzim utilitzat
Aigua destil-lada estéril fins a 20 pl

La reaccio es duia a terme a 37°C durant 2 hores

Un cop purificat el plasmidi i l'insert (com s’ha descrit al comengament d’aquet
apartat), es procedia a la lligacio en les proporcions indicades a continuacio. La

reaccio es duia a terme a 16°C durant 16 hores.

50 ng plasmidi purificat
x* ng insert d'interés
1 ul tampd 10X T4 DNA lligasa (Takara)

Aigua destil-lada fins 10 pl

“ | a quantitat d’insert es calculava segons la formula: X ng insert = (( 50 ng plasmidi X kb insert)/ kb
plasmidi )X5

El proper pas és la transformacié de cél-lules competents Top10 o DH5a per
xoc térmic per introduir DNA plasmidic a cél-lules procariotes. El protocol
consistia en barrejar el DNA, la meitat de la lligacié, amb 25 ul de cél-lules
competents i incubar-ho durant 30 minuts en gel. A continuacio es realitzava el
xoc térmic a 42°C durant 30 segons, i es refredava immediatament en gel
durant 2 minuts. El seguent pas era afegir 900 uyl de LB sense antibiotic i
deixar-ho a 37°C durant 1 hora a 250 rpm, després es sembrava tot el ml de
cultiu en plaques de LB amb I'antibiotic adient per seleccionar. El creixement

bacteria a les plaques es realitza en una estufa a 37°C tota la nit.
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El primer pas per verificar el clonatge, era picar colonies de la placa de LB i
posar a créixer el cultiu de LB amb I'antibiotic adient a 37°C durant tota la nit a
250 rpm.

L’endema es feia una extraccido de DNA plasmidic amb Fast Plasmid Mini Kit
(5Prime, GmbH) seguint les instruccions del fabricant. Es reservava una
aliquota, que es barrejava amb glicerol, concentracié6 final 17%, i
s’emmagatzemava a -80°C si es determinava que el clon contenia I'insert. Amb
aquest objectiu es realitzava una digestio enzimatica resolta amb un gel
d’agarosa. Si la mida de l'insert era l'adient, es realitzava una reaccié de
sequenciacio pels clons seleccionats. Un cop el resultat de la clonacio era
verificat, per tal d’'aconseguir més material, es realitzava un cultiu de 100 ml de
LB amb lantibiotic adient. S’'inoculaven 100 pl del cultiu en glicerol i es feia
créixer a 37°C i 250 rpm durant tota la nit. L’endema es feia I'extraccio de DNA
amb PureLink™ HiPure Plasmid DNA Purification Kit (Invitrogen) seguint les

instruccions del fabricant.

Taula 10. Llista de constructes per estudiar el TNFR2

Plasmidi Insert d’interés

pCR®2.1 hTNFR2e, pTNFR2fl, pTNFR2AE4f]

pcDNA™3.1D/V5-HisTOPO® pTNFR2e, pTNFR2AE4e

pCR®4-TOPO pTNFR2AE7-10, pTNFR2AE4 AE7-10
pLXSN pTNFR2fl, pTNFR2AE4]

hTNFR2GST, pTNFR2GST, pTNFR2AE4GST,
pCEP.Pu _ _

pTNFR2His, pTNFR2AE4His
pECFP-N1 i pEYFP-N1 pTNFR2tmb, pTNFR2AE4tmb
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Taula 11. Llista de plasmidis per estudiar la via del CD200.

Plasmidi Insert d’interés

pCR®2.1 hCD200fl, hCD200e, hCD200R1ea, hCD200RTed,
pCD200fl, pCD200e, pCD200R1fla, pCD200R1flb,
pCD200R1fl ¢

pcDNA™3.1D/V5- hCD200e, hCD200gpi, hCD200R1fla, hCD200R1fld,

HisTOPO® hCD200R1ea, hCD200R1ed, pCD200e, pCD200R1ea

pLXSN hCD200fl, hCD200gpi, pCD200fl, mCD200fl,
hCD152hCD200fl

pCEP-Pu hCD200GST,pCD200GST, pCD200His, hCD200RHis,
pCD200RHis,

2.2.5 Seqlienciacié del DNA

Per a sequenciar el DNA es feia servir el seguent protocol:
2 yl de Big Dye Ready Reaction Mix®
10 uM encebador corresponent
700 ng DNA plasmidic
2 pl Tampé x1 Big Dye
Aigua destil-lada estéril fins a 10 pl
®) Bigdye®Terminator v3.1 Cycle sequencing Kit, (Apllied Biosystems,USA)

- Condicions generals d’amplificacié dels gens

Pas Temperatura Temps Numero de Cicles
Desnaturalitzacié inicial 95°C 3 minuts 1
Desnaturalitzacié 95°C 30 segons
Hibridacio 50°C 1 minut 32
Extensio 60°C 1 minut
Extensi6 Final 68°C 10 minuts 1
Manteniment 4°C 0 1
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Els resultats es van obtenir mitjangant un sequenciador de DNA per
electroforesi i capil-lars ABIPRISM 3130XL de Applied Biosystems i es van

analitzar gracies al software Accelrys DS Gene 1.5 (Discorery Studio).

3 Analisi bioinformatica

3.1 Metodes

Diverses eines i aplicacions informatiques van ser emprades durant la
realitzacié d’aquesta tesi doctoral. Aixi es van estudiar els cDNA descoberts i la

seva homologia amb d’altres ja coneguts.

El Basic Local Alignment Search Tool (BLAST),
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi, troba regions de similitud local entre

sequéncies. El programa compara sequéncies nucleotidiques o proteiques amb
sequéncies d'una base de dades i calcula si els resultats assignats son

estadisticament significatius.

El T-Coffee, http://www.ebi.ac.uk/Tools/t-coffee/index.html, és un programa

d’alineament multiple de sequéncies que compara totes les sequéncies
introduides de dos en dos i genera una serie d’alineaments, tot seguit combina

tots els alineaments en un de multiple emprant el lalign (métode d’alineament).

L’ExPASy (Expert Protein Analysis System),

http://au.expasy.org/tools/#proteome, és un servidor de protedmica del Swiss

Institute of Bioinformatics (SIB) dedicat a I'analisi de sequéncies i estructures
de proteines. Aquest servidor té multitud d’eines per a la identificacid i

caracteritzacié de proteines, algunes d’elles es van usar en aquesta treball.

e Translate, és una eina que permet la traduccid6 d'una sequeéncia

nucleotidica (DNA/RNA) a una proteica.
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e Compute pl/Mw és una programa utilitzat per I'analisi de l'estructura
primaria d’'una proteina, permet el calcul tedric del pl (punt isoelectric) i
del PM (pes molecular).

o SignalP 3.0 Server preveu la preséncia, i la localitzacio, del lloc de tall
del peéptid senyal en sequéncies aminoacidiques de diferents
organismes, tant procariotes Grampositius o0 Gramnegatius i eucariotes.
El métode de previsi6 es basa en una combinaci6 de diverses
neuroxarxes artificials i models ocults de Markov.

e SMART és l'acronim de Simple Modular Architecture Research Tool,
aquesta aplicacio permet la identificacié i anotacid de dominis
genéticament mobils i 'analisi de la seva arquitectura.

e TargetP 1.1 Server determina la localitzacié subcel-lular de proteines
eucariotes. Per fer aquesta previsio es fonamenta en la preséncia de
qualsevol pre-sequéncia en I'extrem N-terminal, entre d’altres, el péptid
dirigit a la mitocondria (mitochondrial targeting peptide mTP) o el péptid
senyal de la via secretora (secretory pathway SP). També assigna el lloc
potencial del tall peptidic.

e NetNGlyc 1.0 i NetOGlyc 3.1 per detectar els llocs potencials de N- i O-

glicosilacio, respectivament.

4 Northern Blot

4.1 Materials

4.1.1 Cellules

Els PBMC (cél-lules mononucleades de sang periférica) porcins es van aillar
de sang total mitjangant un gradient de Ficoll seguint el métode descrit en el
punt 1.2.1. Els condrocits articulars (PAC) i els costals (PCC) van ser aillats de
cartilag porci seguint la metodologia ja publicada [Costa et al. 2003]

[Sommaggio et al. 2009].
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4.1.2 Sondes

Es van obtenir dues sondes per la hibridaci6 amb el pTNFR2 mitjancant
amplificacié per PCR i aillament del fragment. La primera tenia una mida de
807 pb generada pels encebadors 5’ (5-ATG GCG CCC GYC GCC STC TGG
GYC GCG CTG-3) i 3 (5-TGT CAS WCC MAC RAT CAG WCC AAY TGG
AAG AG-3’) i la segona més curta contenia només I'exd 4. Els blots es van
deshibridar i hibridar posteriorment amb una sonda d’'uns 300 pb corresponent
a la B-actina com a control de carrega de RNA, encebador 5’ (5-CCA ACT
GGG ACG ACATGG AG-3)i 3 (5-AGG TCC AGA CGC AGG ATG GC).

4.2 Metodes

L’analisi de Northern Blot permet detectar i quantificar el RNA especific d’un
tipus cel-lular concret. L’extraccido de RNA total de PBMC i PAC es va fer amb
RNA Isolation TM (Genosys Biotechnologies, Inc. USA) seguint les intruccions

del fabricant.

Es van carregar 10 ug de RNA per realizar aquest analisi en un gel d’agarosa.
Un cop separada la mostra en diverses mides es va transferir a una membrana
de nylon i el RNA es va detectar amb les sondes especifiques marcades amb
P32 dCTP (PerkinElmer) pel métode de random priming amb el Prime it Il

Random Primer labeling Kit (Agilent Technologies).
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5 RT-PCR quantitativa

5.1 Materials

5.1.1 RNAicDNA

L’extraccio de RNA de diferents fonts i la seva retrotranscripcié a cDNA es va
fer seguint el meétode explicat anteriorment en el punt 1.2.3 i 2.2.1

respectivament.

5.1.2 Encebadors i sondes tagMan

Els encebadors i les sondes tagMan es van dissenyar especificament per a
cada gen d’interes amb el software Primer Express 3.0 sequence (Applied
Biosystems).

Taula 12. Encebadors i sondes TagMan per a la gqRT-PCR de pTNFR2.

Deteccio Encebadors i sondes

_ - ) Forward 5’ACTCCAAAACAGAACCGCATCT 3’
Absencia splicing ex6 4 Reverse 5'CCCCAGGGTGCAGTACCA 3’
Sonda 5'CTCCTGCAAGCCGG3’

o o ) Forward 5TAGCTGCAACTCCCGCTGTA3’
Preséncia splicing exo 4 Reverse 5AGGGCGCACATACCACATCT3
Sonda 5’CTCCGGAACTGCGACATS

_ - ) Forward 5 GCTCAACACAGGGAACATCTCTCT3'
Absencia splicing exé 7-10 Reverse 5'ACAGACCCATGGCTGTCACA3’
Sonda 5'CCAATTGGACTGATCG3’

o o ] Forward 5’CCCAGCTCAGAGTCTTACCAAGA3’
Preséncia splicing ex6 7-10  Reverse 5’ACTCCAGGAAGAAAACAAGTTTAAATGS’
Sonda 5'CTGGACTCTGTATTCCAT3’

Taula 13. Encebadors i sondes TagMan per a la gqRT-PCR de pCD200.

Deteccio Encebadors i sondes

Forward 5GGCAAAAAATCAAGGCTGTGAS
pCD200 Reverse 5'CCCCATGGTTCTTGCTGAA3'
Sonda 5'CCCAGAAAACATGATCA3'
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5.2 Metodes

La PCR a temps real es basa en la reaccié de la polimerasa en cadena, pero
en aquest cas ens permet detectar i quantificar de manera absoluta i relativa
sequencies especifiques d’'una mostra en concret. La clau d’aquesta técnica és
'is de sondes marcades amb dos fluorofors: el reporter a I'extrem 5’ que
normalment és un marcador de longitud d’ona curta com el fluordfor 6-
carboxyfluorescein (FAM) i el quencher a I'extrem 3’ que acostuma a ser un
marcador de longitud llarga com el tetramethylrhodamine (TAMRA). La
proximitat del quencher redueix la fluorescéncia del reporter a través de la
transferencia d’energia de ressonancia de Forster. Durant el proces
d’amplificacié es degrada la sonda Tagman®, separant aixi el reporter del

quencher, i permetent 'emissio de fluorescéncia.
Les reaccions es van dur a terme amb 25 ul de volum final i les concentracions
finals dels components de la barreja de reaccié van ser:
12,5 yl TagMan Universal PCR Master Mix No AmpErase UNG (Applied Biosystems)
50 nM de cadascun dels encebadors (Invitrogen)
200 nM sonda TagMan (Applied Biosystems)
1 ug cDNA
Fins a 25 pl d’aigua estéril

Per fer la recta patrd es van utilitzar els seguents plasmidis.
pcDNA™3.1-pTNFR2e

pcDNA™3.1-pTNFR2AE4e
pCR®2.1-pTNFR2 fl
pCR®4-pTNFR2A7-10
El banc de dilucions comprenia entre 10* i 10" molécules totals. el calcul es va

fer segons la férmula que s’indica a continuaci6 amb un exemple. Aquests

calculs es van aplicar a la resta de plasmidis usats per a les rectes patrons.
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pcDNA™3.1-pTNFR2e - 6268 pb

330 Da per nucledtid = 660 Da per pb = 660 g/mols

Pes Molecular (PM) pcDNA™3.1-pTNFR2e - PM= 660 Da per pb x 6268 pb = 4,41x10° Da
Numero Avogadro= 6,022x10% molécules /mol

1,8 g/l template x (1g/10° ug)x(1mol/4,14x10° gr) x (6,022x10**molécules/mol) = 2,6 10"
molécules / pl

- Condicions generals d’amplificacio

Pas Temperatura Temps Numero de Cicles
AmpErase UNG activation 50°C 2 minuts 1
Desnaturalitzacié inicial 95°C 10 minuts 1
Desnaturalitzacié 95°C 15 segons ) 40

Hibridacio 60°C 1 minut ]

Els resultats es van analitzar amb el software 7300 System SDS (Applied
Biosystems).
6 Expressiéo, analisi i purificacié de

proteines recombinants.

6.1 Materials

6.1.1 Plasmidis

Segons l'objectiu es van utilitzar diferents plasmidis per obtenir expressié de

proteines en superficie o bé produir-les en forma soluble.

Taula 14. Plasmidis emprats per a I'expressio en superficie de TNFR2.

Plasmidi Molécules

PEYFP-N1 pTNFR2tmb / pTNFR2AE4tmb
pECFP-N1 pTNFR2tmb / pTNFR2AE4tmb
pLXSN pTNFR2
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Taula 15. Plasmidis emprats per a la produccié en forma soluble de TNFR2.

Plasmidi Molécules
pCEP-Pu pTNFR2-GST / pTNFR2AE4-GST / hTNFR2-GST

Taula 16. Plasmidis emprats en I'expressio de superficie del CD200.

Plasmidi Molécules
pLXSN pCD200 / hCD200
pCEP-Pu pCD200/pCD200Ra

Taula 17. Plasmidis utilitzats en la produccio soluble de diverses molécules
de la via de CD200.

Plasmidi Molécules

pCEP-Pu pCD200-GST / hCD200-GST / mCD200-GST /
pCD200R-GST / hCD200R1a-GST /
hCD200R1d-GST

6.1.2 Linies cel-lulars

293-EBNA de rony6é embrionari huma i que expressen EBNA-1 (proteina que

dirigeix la replicacié episomal dels plasmidis que contenen oriP).
HelLa, de carcinoma epitelial de cervix huma.

PAEC, d’endoteli aortic porci van ser adquirides a I'European Collection of Cell
Cultures (ECACC).

PA317, es una linia cellular empaquetadora que conté la proteina env
amfotropica d’un retrovirus muri. Aquesta linia va ser adquirida a I' European
Collection of Cell Cultures (ECACC).

PG13, es una linia cel-lular empaquetadora derivada de fibroblast murins i

conté el retrovirus GaLV.
NIH 3T3, és una linia cel-lular fibroblastica murina.

L35, és una linia cel-lular limfoblastoide porcina.
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CHO, és un linia cel-lular derivada de cél-lulies d’ovari de hamster xinés.

6.1.3 Maedis de cultiu

Totes les linies es van créixer en medi DMEM (Dulbecco’s modified eagle
medium), 4,5 g/l glucosa i L-glutamina (Invitrogen) suplementat amb un 10%
(v/v) de sérum bovi fetal (FBS), 200 unitats/ml de penicil-lina i 200 pg/mi
d’estreptomicina. El medi de les PAEC es va complementar amb mitogen
endotelial 50 mg/ml (Biomedical Technologies Inc), i les 293-EBNA es

cultivaven amb un suplement de geneticina G418 sulfat 150 pg/ml (Invivogen)

6.2 Metodes

6.2.1 Transfeccio

Per transfectar les diverses linies cel-lulars amb els plasmidis corresponents es
va usar dos métodes diferents. En el cas de les cél-lules 293-EBNA i PA317 es
va usar lipofectamina 2000 (Invitrogen) seguint les instruccions del fabricant.
Per les cél-lules HelLa es va emprar polietilenamina, Polyethylenimine linear
(Polysciences). En aquest cas, es va incubar la mescla de transfeccio indicada
a continuacio, amb les cél-lules durant 4-6 hores a 37°C i 5%CO2. Després de
48 h en duien a terme els assajos corresponents.

8 ug plasmidi corresponent

48 pl de PEI (1mg/ml)

Fins a 100 pl de medi sense antibiotic

Incubacié de la mescla durant 5 minuts a temperatura ambient

Addicié de 900 pl de medi sense antiobidtic
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6.2.2 Infeccidé de PAEC i PCC

Per infectar les cel-lules primaries porcines, primer es van produir les particules
viriques. Per aix0, es transfectava la linia cel-lular empaquetadora de virus
PA317 o PG13, amb el plasmidi pLXSN sol o amb el cDNA d’interés.

A les 48 h es recollia el sobrenedant que contenia les particules infectives i es
filtrava amb un filtre de 0,45 ym. A partir d’aqui, s’afegia medi amb selecci6 de
geniticina 500 ug/ml per tal d’obtenir una linia cel-lular estable i recollir més
sobrenedants. Per comprovar I'eficacia dels virus produits s’infectaven cél-lules
NIH3T3 i es contaven els clons generats en seleccio. Es seguia un protocol
similar per totes les cél-lules, incloses PAEC i PCC, que s’ajustava segons la

superficie cultivada.

El protocol d’infeccié per un flascé T75 (75 cm? de superficie) amb un 50-60%
de confluencia es realitzava barrejant 5 ml de medi DMEM amb 10% v/v FBS,
un ml de sobrenedant infectiu i 8 ug/ml polybrene (Hexadimethrine bromide,
Sigma). Passades entre 4 i 6 hores es retirava el medi i es substituia per medi
DMEM 10% FBS amb mitogen. Per tal de seleccionar les cél-lules infectades

després de 48 h es posava l'antibiotic de seleccidé al medi, geniticina 500 pg/ml.

6.2.3 Purificacié de proteines recombinants solubles

Per a produir proteines recombinants solubles, es va transfectar un tipus
cel-lular, les 293-EBNA amb els plasmidis de les taules 15 i 17, tal i com es
descriu en el punt 5.2.1. Un cop les ceéllules transfectades ja estaven
seleccionades, es va recollir el sobrenedant cada 48 h i es va filtrar amb un
filtre de 0,45 um (Sarsted) per eliminar les possibles restes cel-lulars. A
continuacid, es va procedir a purificar el sobrenedant en batch, amb Bulk GST
Purification Module (GE Healthcare), seguint les instruccions del fabricant.
Aquest és un sistema de purificacio per afinitat que usa una reina de Glutatio-
Sepharosa-4B i unes condicions d’elucié suaus (10 mM glutatié) que asseguren

la funcionalitat i antigenicitat de les proteines.
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Un cop la proteina era eluida es procedia a concentrar la mostra gracies als
Amicon® (Millipore) amb un tall de 50 kDa. Tot seguit amb una columna Protein
Desalting (Pierce) es va fer un canvi de tamp6 a PBS (Phosphate buffer saline),
ja que la proteina havia estat eluida amb glutatié. La concentracié de la mostra
es va determinar amb MicroBCA™ Protein Assay Kit (Pierce) seguint les

instruccions del fabricant.

6.2.4 Electroforesi de proteines i Western Blot

La comprovacio de la purificacié es duia a terme mitjangant una electroforesi
amb un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Les mostres purificades es bullien
durant 5 minuts a 95°C juntament amb un tampd de carrega incloent entre
altres reactius SDS (dodecil sulfat sodic) i B-mercaptoetanol per obtenir
condicions reductores. Les mostres es desnaturalitzaven i carregaven
negativament, permetent una migracioé proporcional a la massa de la proteina.
El gel de poliacrilamida té dos parts, el gel concentrador que permet que les
mostres comencin des del mateix punt la migracio i el gel separador que resol
segons el pes molecular de la proteina. En general, el gel separador utilitzat
contenia poliacrilamida al 10%, i es resoldia durant 90 minuts a 110 V. A partir

d’aqui es portava a terme una d’aquestes dues opcions:

e Tincio del gel: La tincié del gel es feia amb una solucié fixadora colorant
amb Blau de Coomassie durant 20 minuts, i després es destenyia amb
una solucié amb acid acétic i metanol.

e Transferéencia de Western: La primera vegada que es resolien les
mostres es realitzava una electrotransferéncia en semi-sec a una
membrana Immobilon-P (Immobilon transfer Membrane pore size 0.45

pgm, Millipore), durant 45 minuts a 300 mA.

Després de bloquejar la membrana transferida durant tota la nit a 4°C amb una
solucio de TTBS (TBS (150 mM NaCl i 50 mM Tris.HCI pH 7,4) Tween 10% i

H>0d) i un 5% de llet, es feia una hibridacié amb I'anticos primari durant dues
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hores a temperatura ambient i una incubacié amb un anticds secundari si era

necessari.

La detecci6 de les proteines es feia amb un sistema de quimioluminescéncia
usant ECL Western blotting detection (GE healthcare) i exposant les
membranes en un film High performance chemiluminescence film (Amersham

Hyperfilm ECL, GE Healthcare) durant un temps variable.

Taula 18. Anticossos utilitzats per Western Bot de proteines CD200 i receptor.

Anticos Tipus Origen Dilucio

a CD200 huma (OX-104) (Serotec) Monoclonal Ratoli  1/2000

a CD200 Receptor huma (OX-108) (Serotec) Monoclonal Ratoli  1/2000
a GST-HRP (Amersham) Policlonal Cabra  1/2000

a 19G muri HRP (invitrogen) Policlonal Cabra  1/2000

Taula 19. Anticossos utilitzats per Western Blot de proteines TNFR2

Anticos Tipus Origen Dilucié
a porci TNFR2 (ALP79) (Alexion) Policlonal Conill 1/2000
a GST-HRP Policlonal Cabra 1/2000
a 1IgG muri HRP Policlonal Cabra 1/2000

6.2.5 Citometria de flux

Es una técnica que permet analitzar diferents parametres d’una cél-lula en
suspensio en un fluid a través d'un aparell electronic de deteccié oOptica.
Basicament es poden obtenir els seguents parametres, mida de la cél-lula,
complexitat de la membrana cel-lular i emprant anticossos i fluorocroms, es pot
avaluar si les cél-lules posseeixen els antigens complementaris als anticossos

usats.
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Els estudis de citometria de flux d’aquesta tesi doctoral els vam dur a terme al
Servei CientificoTécnic del campus de Bellvitge de la Universitat de Barcelona

amb un citdmetre de flux analitzador FACScalibur amb el laser 488.

Els anticossos utilitzats per detectar les molécules d’interés estan especificats

al punt corresponent.

6.2.6 Estudis de crosreactivitat d’anticossos anti-CD200
comercials

Per a aquest estudi es va infectar la linia cel-lular NIH 3T3 amb pLXSN-

hCD200fl i pLXSN-pCD200fl. L’antibiotic per a seleccionar les cél-lules positives

va ser G418 (350ug/ml). L’analisi dels resultats es va realitzar per citometria de

flux.

Taula 20. Anticossos emprats per l'analisi.

Anticos Tipus Origen  Dilucié
a CD200 huma (BD Pharmingen) Monoclonal muri 1/10

a CD200 huma (Immunokontact) Monoclonal muri 1/100
a CD200 rata (BD Pharmingen) Monoclonal muri 1/10

a CD200 rata (Immunokontact) Monoclonal muri 1/2000
a IgG muri FITC (Invitrogen) Policlonal cabra 1/100
a IgM muri FITC (Invitrogen) Policlonal cabra 1/100

L’expressio del pCD200 es va comprovar inicialment fent una extraccié de
RNA, tal i com es descriu en el punt 1.2.3. de les cél-lules infectades i una PCR
amb encebadors especifics mostrats en la taula 7 per pCD200. Quan vam
disposar dels anticossos policlonals produits en el laboratori (punt 5.2.5), les
mateixes cél-lules PAEC infectades, o les transfectades CHO i 293-EBNA, es

van analitzar per citometria de flux.
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6.2.7 Produccié d’ anticossos anti-pCD200 i anti-pCD200R

Primer es van produir anticossos antipéptid pel CD200 porci i pel receptor del
CD200 porci a travées de lI'empresa EZbiolab. Es van seleccionar unes
sequencies peptidiques de 15 aminoacids de longitud per a cada molecula,
usant el seu servei de disseny de péptids basat en el métode de Kolaskar i
Tongaonkar [Kolaskar et al. 1990]. El protocol d’'immunitzacié es va realitzar en
conills durant 10 setmanes, i es va purificar I'antipéptid amb la precipitacio
d’amoni sulfat.

Taula 21. Sequéncies peptidiques emprades

per la generacié d'antipéptids

Molécula Seqiiéncia peptidica
pCD200 LHYKLSEDQLNITCS
pCD200R TLVQSENGTVVCKAV

La produccié d'anticossos policlonals contra els dominis extracel-lulars
complets es va realitzar a continuacioé en conills de la soca New Zealand a la
Unitat d’Experimentaciéo d’Animals de Bellvitge. El primer pas fou produir i
purificar les proteines recombinats (pCD200-GST i pCD200R1-GST), seguint la
mateixa metodologia del punt 5.2.1 i 5.2.3. A més a més, es va constatar
'abséncia d’endotoxines a les mostres amb un test LAL (Limulus Amebocyte
Lysate). Seguidament, just abans de cada injeccié es barrejaven 300 ug de
proteina amb I'adjuvant complet o incomplet de Freund (Sigma) formant una

emulsié en una relacié 1:1 en volum per la seva administracio via subcutania.

El protocol d'immunitzacié que es va seguir estava distribuit per setmanes. Es
van injectar 2 conills per cada proteina purificada. Primerament es va fer una
extraccido de sang de la vena de l'orella per obtenir serum pre-immune. La
primera injeccio es va fer amb 300 pg de proteina recombinant amb adjuvant
complet de Freud (temps 0 de protocol). Dues setmanes després es repetia la
injeccid. Durant la quarta setmana es va fer la primera extraccié de sang de la

vena de l'orella per I'obtencié d’antiserum. La propera injeccié de proteina
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recombinant es va realitzar a la cinquena setmana amb adjuvant incomplert de
Freud i durant la seglient setmana es feu I'extraccié de sang de l'orella per
I'obtenci6 de sérum. Durant la setena setmana es va procedir a I'ultima injeccio
de proteina amb adjuvant incomplert de Freud i finalment a la vuitena setmana
es va realitzar I'extraccié terminal de sang per puncié intracardiaca amb

’animal anestesiat.

L’'obtencié de sérum de totes les mostres de sang es va fer mantenint les
mostres a temperatura ambient durant 30 minuts, després es deixava una hora
a 4°C fins que la sang es coagulés totalment. A continuacié es centrifugava 10
minuts a 5000 rpm i 4°C. El sobrenedant obtingut es traspassava a un tub nou i
es tornava a centrifugar en les mateixes condicions. Finalment el sobrenedant

d’aquesta segona centrifugacié s’emmagatzemava a -80°C.

L’eficacia dels anticossos generats es va testar mitjangcant western blot de
proteines purificades, o mitjancant citometria de flux de cél-lules que

sobreexpressaven les molécules porcines.

7 Localitzacidé subcel-lulari FRET

7.1 Materials

7.1.1 Plasmidis

En aquests assajos es van usar els plasmidis pEYFP-N1-pTNFR2tmb, pEYFP-
N1-pTNFR2AE4tmb, pECFP-N1-pTNFR2tmb i pECFP-N1-pTNFR2AE4tmb.
Aquests plasmidis contenen la enhanced yellow fluorescent protein (EYFP) o la
enhanced cyan fluorescent protein (ECFP), que soén els fluorocroms situats en
I'extrem N terminal de les proteines de fusid que ens permetran fer estudis de

localitzacio.
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7.1.2 Linies cel-lulars i medis de cultius

Per aquest assajos es van utilitzar cel-lules 293-EBNA i HeLa que van ser
crescudes amb DMEM i 10% FBS. Les cél.lules PAEC es van créixer amb
DMEM 10% FBS complementat amb 50 mg/ml de mitogen. Els medis es van
preparar com es descriu en el punt 6.1.3.

7.2 Meétodes

7.2.1 Localitzacio subcel-lular i Immunofluoresceéncia

El creixement de linies cellulars es va fer en plaques de 6 pous, que contenien
un cobreobjectes de 12 mm de diametre, fins a una confluéncia del 50% en
HelLa i un 90% en 293-EBNA i PAEC. La transfeccié de les cél-lules 293-EBNA
i les Hela, i la infeccié de les PAEC es van fer com es descriu en els punts
6.2.1 i 6.2.2 respectivament. Les cél-lules HelLa transfectades es van tractar
també amb hTNFa (20ng/ml) a diferents temps (5 minuts, 10 minuts, 15 minuts,
14 hores i 24 hores).

Per la immunodeteccio, les cél-lules es van fixar amb paraformaldehid en PBS
al 4% durant 30 minuts a 4°C i tot seguit es va bloquejar i permeabilitzar amb
un solucié de PBS més un 20% de FBS i Trité X100 0,2%. Cada cobreobjectes
es va incubar durant 2 hores amb l'anticos primari corresponent dissolt amb
PBS 1% FBS i 0.2% Trité x-100. Després de fer rentats amb PBS a baixa
agitacié, s’afegi I'anticos secundari 45 minuts (també dissolt com el primari). Els
cobreobjectes es van muntar en els portaobjectes amb medi de muntatge
Mowiol 4-88 (Calbiochem). En el cas de cél-lules marcades amb ER-Tracker™
Blue-White DPX, aquestes van ser analitzades sense fixar ja que fixar-les feia
que el marcatge perdés fluorescencia. També es van usar diferents marcadors
quimics seguint les indicacions del fabricant. El procés d’analisi es va fer al
Servei-Cientifico Técnic de la Universitat de Barcelona (Unitat de Microscopia -

Hospital Clinic) amb un microscopi confocal espectral d'alta velocitat i multifotd
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Leica TCS-SP5. La quantificacié de la co-localitzacié es va realitzar mitjangant

el programa ImagedJ (National Institutes of Health).

Taula 22 . Anticossos emprats per a la localitzacié subcel-lular.

Anticos Tipus Origen Dilucié
Anti-pTNFR2 (Alexion Pharmaceticals) Policlonal Conill 1/300
ER-Tracker™ Blue-White DPX (Invitrogen) Secret Secret 1/2000
Anti-calnexina murina (AbCam) Monoclonal Cabra 1/1000
Anti-IgG muri FITC (Invitrogen) Policlonal Cabra 1/500
Anti-IgG conill FITC (Invitrogen) Policlonal Cabra 1/500
Alexa Fluor 647 anti-IgG conill (Invitrogen) Policlonal Pollastre 1/500

Taula 23. Marcadors quimics.

Marcador Unio

Dapi (Fluka) S’uneix al DNA amb fluorescéncia ultraviolada

Drag5 (Biostatus Ld) S’uneix al DNA amb fluorescéncia de vermell llunya

Phalloidin-TRICT (Sigma) Marca els filaments d’actina amb isotiocianat de tetrametil
rodamina

7.2.2 FRET (FOrster resonance energy transfer)

La técnica es fonamenta en la transferéncia d'energia de ressonancia de
Forster, un mecanisme de transferéncia d’energia entre cromoéfors molt propers
(10-100A), i on l'espectre d’emissié de fluorescéncia del donador s’ha de
solapar un 30% amb I'espectre d’admissio de I'acceptador. En el nostre cas es
va usar la técnica Acceptor Photobleaching, basada en [lextincio de la
fluorescéncia del cromofor acceptador i en el conseqlient augment de la
intensitat d’emissi® del cromofor donador. Breument, es destrueix la

transferéncia d’energia de ressonancia de Foster excitant molt I'acceptador,
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aquest és incapac d’absorbir més fotons. Per tant, quan s’excita el cromofor
donador la intensitat d’emissié augmenta respecte a quan es produia FRET ja

que els fotons que emet ja no poden ser absorbits per I'acceptor.

En aquests assajos es va determinar que I'acceptador fora el el pTNFR2-EYFP,
i el donador el pTNFR2AE4-ECFP o pTNFR2-ECFP com a control positiu.

Per aquest experiment es van usar 293-EBNA que es van transfectar amb
diverses combinacions de plasmidis per tal de tenir tots els controls necessaris.
Les cél-lules es van créixer en plaques de 6 pous que contenien un
cobreobjectes de 12 mm de diametre, fins a una confluéncia del 90% en 293-
EBNA . La preparacio de les mostres es va fer seguint el protocol descrit en el
punt 7.2.1. L’analisi es va dur a terme al Servei Cientificotécnic de la Universitat
de Barcelona (Unitat de Microscopia -Hospital Clinic) amb un Microscopi

confocal espectral Leica TCS-SL .

Taula 24. Transfeccions per I'estudi de FRET.

Transfeccions
293-EBNA

293-EBNA pECFP-N1

293-EBNA pEYFP-N1

293-EBNA pECFP-N1-pTNFR2AE4tmb

293-EBNA pEYFP-N1-pTNFR2AE4tmb

293-EBNA pECFP-N1-pTNFR2AE4tmb + pEYFP-N1- pTNFR2tmb
293-EBNA pECFP-N1-pTNFR2tmb

293-EBNA pEYFP-N1- pTNFR2tmb

293-EBNA pECFP-N1-pTNFR2tmb + pEYFP-N1- pTNFR2tmb
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8 Ressonancia de plasmoé de superficie

8.1 Materials

8.1.1 Plasmidis

Els vectors emprats en aquest experiment, Taula 15 i Taula 17 del punt 6.1.1,
son especialment indicats per I'expressid de proteines recombinants. Els
clonatges es van fer seguint la metodologia explicada en el punt 2.2.4. En
concret, es van dissenyar proteines de fusi® que permetessin la seva
purificacid en un sistema senzill com el de la Glutati6 S Transferasa (GST).
Amb aquest objectiu s’introduia la porcid extracel-lular dels cDNA d’interés
fusionada davant la GST en el mateix ordre de lectura. Com totes les proteines
que hem estudiat aqui sén de tipus |, la porcié extracel-lular queda a I'extrem

amino i la GST amb el codé stop a I'extrem C-terminal.

8.1.2 Linies cel-lulars i medis de cultiu

Es van emprar cél-lules 293-EBNA i es van créixer en medi DMEM i 10% FBS

tal i com s’explica en el punt 6.1.3.

8.2 Metodes

8.2.1 Transfeccio

Les transfeccions es van dur a terme tal i com es descriu en el punt 6.2.1, amb
lipofectamina 2000 (Invitrogen) en flascons T25 (25cm? de superficie) i partint
de 10 ug de DNA.

Per tal d’obtenir un linia estable, es va afegir al medi de cultiu puromicina 1.5

pg/ml (Invitrogen) 48 h després de la transfeccio.
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8.2.2 BlAcore

La ressonancia de plasmo6 de superficie és un fenomen generat per la
incidéncia de llum polaritzada sobre una superficie metal-lica en un angle
determinat. Part de la llum és reflexada, mentre que una altre part és absorbida
pels electrons de la superficie metal-lica, aixi es propaga un camp electric a

través de la superficie creant la zona evanescent.

L’angle de llum que genera la minima reflexié de llum observada, és conegut
com l'angle de ressonancia i és directament proporcional a I'index refractiu de
la solucié que esta en contacte amb la superficie. Es mesura l'angle de
ressonancia i la variacié d’aquest angle causada pels canvis en I'index refractiu
de la solucié. Quan s’uneix una molécula a la superficie, modifica la massa de
I'index refractiu de la solucio, provocant un canvi en l'angle que comporta una
senyal mesurable. La quantitat necessaria per una canvi en l'angle de

ressonancia és directament proporcional a la massa unida.
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Figura 43. Esquema del fenomen de ressonancia de superficie de plasmo

Els estudis de ressonancia de plasmé de superficie es van realitzar al servei
cientificotecnic de la Universitat de Barcelona (Parc Cientific de Barcelona)
amb un BlAcore T100 a 37°C. Els xips CM5 (BlAcore) utilitzats contenen una
lamina d’or recoberta de dextra carboximetilat on s’hi uneixen les molécules de
forma covalent. El procés d'obtencio i analisi de les proteines recombinants

utilitzades en aquests experiments es descriu en els punts 6.2.36.2.4.

Es van aplicar dos sistemes d’'immobilitzacio al xip, un d’unio directe i I'altre fent

servir un anticos anti-GST. En el cas de la unié directe, les unions covalents
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dels receptors pTNFR2-GST i hTNFR2-GST es van fer a través de la formacio
d’'un enllag amida entre els grup amino de les proteines i els grups carboxil de
la superficie del sensor. Aixd pot condicionar l'orientacid de la proteina i no
tenim coneixement de l'orientacié que prenen sobre el xip, que es considera

aleatoria. Aquesta aproximacio va ser usada per immobilitzar els CD200.

0
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Figura 44. Esquema de la immobilitzacié no orientada del lligand a través d’unions

covalents.

En el cas del pTNFR2AE4 es va haver de dirigir I'orientacié del receptor a
través de la unié prévia de I'anticos GST (0,8 mg/ml), ja que sense aquest pas,
la uni6 d’aquest proteina a la matriu era molt dificil. EIl pTNFR2-GST i el

hTNFR2-GST es van unir de la mateixa manera per comparar els resultats.
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Ab a-GST | Y d
\ %
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Figura 45. Esquema de la immobilitzacio del lligand a través de I'anticos GST.

Per tal d’'immobilitzar les proteines al xip CM5 després d’activar-lo seguint les
instruccions del fabricant, es va determinar el pH scouting, és a dir a quin pH la
proteina s’uneix millor al xip. La matriu esta carregada negativament, per tant
eés recomanable que la solucié on hi ha el lligand estigui per sota del punt
isoeléctric (pl), per afavorir la seva carrega positiva. Es van acoblar diferents

lligands en quantitats diferents (unitats de resposta RU), que havien estat diluits
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fins a 0,5 yM amb Maleat 5 mM o amb sodi acetat 10 mM. S’indiquen en la
taula 25 i 27 les condicions finalment seleccionades. Un dels canals del xip era
usat com a control, la matriu era activada i desactivada, perd no s’hi unia cap

molécula.

Taula 25. Lligands TNFR2 immobilitzats al xip.

Lligand pH Scouting RU immobilitzades
pTNFR 2-GST pH=6 Maleat5 mM 1300
pTNFR2AE4-GST pH=6 Maleat5 mM 450 (orientat)
hTNFR2-GST pH=6 Maleat5 mM 4000

Taula 26. Analits pels estudis d’afinitat del TNFR2.

Analit Concentracions (nM)

hTNFa (R&D Systems) 58/29/14,5/7,25 /1,85

pTNFa (R&D Systems)  116/58/29/ 14,25/ 7,25

Taula 27. Lligands CD200 immobilitzats al xip.

Lligand pH Scouting RU immobilitzades
hCD200-GST pH=5,5 Sodi acetat 10 mM 3036
pCD200-GST pH= 5,5 Sodi acetat 10 mM 1740
mCD200-GST pH= 5,5 Sodi acetat 10 mM 1800

Taula 28. Analits pels estudis d’afinitat del CD200.

Analit Concentracions (uM)
hCD200Ra-GST 0,28 /0,14 /0,07 / 0,0375 / 0,0095
hCD200Rd-GST 0,6/ 0,28 /0,14 /0,07 / 0,0375 / 0,0095
pCD200Ra-GST 0,28 /0,14 /0,07 / 0,0375 / 0,0095

Pagina | 167



Estudi de les vies del TNF/TNFR2 i del CD200/CD200R en el rebuig xenogénic

El tampd en el qual es va diluir l'analit, i per tant el que es va usar en
'experiment era el HBS-N (10 mM HEPES [pH 7,4], 150 mM NaCl) pels
TNFR2, i el HBS-EP (10 mM HEPES [pH 7,4], 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, i
0,005% vol/vol P20) pel CD200. Es important ressaltar que totes les mostres i
tampons eren filtrats immediatament abans de fer-los servir per tal d’evitar
qualsevol tipus d’agregats. A les taules 26 i 28 es presenten les concentracions
testades. Cadascuna d’elles va ser assajada dues o tres vegades per confirmar

els resultats.

Es van fer servir uns temps d’injeccié del analits entre 200 i 300 segons a un
flux de 20 ul/minut. La senyal de ressonancia, unitats de resposta RU, es va
registrar en temps real mentre I'analit passava en soluci6é. Per analitzar el
resultat es va restar aquesta senyal de I'obtinguda al canal control. Una vegada
el senyal control estava restat, la diferéncia entre les senyals d’abans i la de
després d’'injectar I'analit, es relacionava amb la quantitat d’analit unit als
diferents lligands. Els resultats van ser analitzats amb el software Biaeval propi

del Biacore.

9 Assaig de Pull down

9.1 Materials

9.1.1 Plasmidis

Per aquest assaig vam necessitar dos tipus de plasmidis, un que contingués un
GST i un altre que contingués una cua d’histidines. Els clonatges es van fer
seguint la metodologia explicada en I'apartat de clonatges.

Taula 29. Plasmidis emprats en el pull down

GST tag His tag
pCEP-Pu pTNFR2GST pCEP-Pu pTNFR2His

pCEP-Pu pTNFR2AE4GST pCEP-Pu pTNFR2AE4His

Pagina | 168



Materials i Métodes

9.1.2 Linies cel-lulars i medis de cultius

Per aquest assaig és van usar cel-lules 293-EBNA, que es van créixer en
DMEM 10 % FBS tal i com es descriu en el punt 6.1.3.

9.2 Metodes

9.2.1 Transfeccio

Les transfeccions es van dur a terme tal i com es descriu en el punt 6.2.1, amb
lipofectamina 2000 (Invitrogen) en flascons T25 (25 cm? de superficie) i partint
de 10 pg de DNA. Per tal d’obtenir una linia estable 48 h després de la
transfeccio, es va afegir al medi de cultiu puromicina 1,5 pg/ml (Invivogen). Un
cop la linia cellular ja estava seleccionada, es realitzava una segona
transfeccio de forma transitoria amb laltre variant de TNFR unida al tag

diferent.

Taula 30. Combinacions de plasmidis per les transfeccions del pull down.

Transfeccié estable Transfeccié transitoria Tipus
pCEP-Pu-pTNFR2-GST o His - Control
pCEP-Pu-pTNFR2AE4-GST o His - Control
pCEP-Pu-pTNFR2-GST pCEP-Pu-pTNFR2AE4-His Pull down
pCEP-Pu-pTNFR2AE4-GST pCEP-Pu-pTNFR2-His Pull down
pCEP-Pu-pTNFR2-His pCEP-Pu-pTNFR2AE4-GST  Pull down
pCEP-Pu-pTNFR2AE4-His pCEP-Pu-pTNFR2-GST Pull down
pCEP-Pu-pTNFR2-His pCEP-Pu-hCD200-GST Control d’'unio6 especifica
pCEP-Pu-pTNFR2AE4-His pCEP-Pu-hCD200-GST Control d’'unio especifica
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El procediment de purificacio és idéntic al descrit en I'apartat 6.2.3. Breument,
el sobrenedant de cél.lules transfectades es passava per un filtre 0,45 um per
treure possibles restes cel.lulars del medi, tot seguit es purificava en batch amb
un sistema d’afinitat amb una reina de Glutatio-Sepharosa-4B i unes condicions
d’elucié suaus. Per ultim, es realitzava una concentracié de la mostra amb
Amicon® (Millipore) amb un tall de 50 KDa

Un cop la mostra estava preparada, es separava per electroforesi en gel de

poliacrilamida i es procedeia a fer la transferéncia de Western.

Taula 31. Anticossos emprats en el pull down

Anticos Tipus Origen Dilucié
Anti-GST-HRP (GE healthcare) Policlonal Cabra 1/2000

THE ™ anti-His (GenScript) Monoclonal Muri 1/5000

Anti-lgG —HRP muri (Invitrogen) policlonal Cabra 1/5000

10 Estudis funcionals

10.1 Materials

10.1.1 Linies cel-lulars

PAEC d’endoteli adrtic porci van ser adquirides a I’ European Collection of Cell
Cultures (ECACC).

NIH 3T3, linia cel-lular embrionaria fibroblastica murina.

PA317 es una linia cel-lular empaquetadora que conté la proteina env
amfotropica d’un retrovirus muri. Aquesta linia va ser adquirida a I’ European
Collection of Cell Cultures (ECACC)
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10.1.2 Medis de cultius

Les cél-lules PAEC es van créixer en medi DMEM 10% FBS complementat

amb mitogen endotelial 25 mg/ml.

Les linies cel-lulars NIH 3T3 i PA317 es van créixer en medi DMEM 10% FBS.

10.1.3 Plasmidis

Per aquest tipus d’assajos es van fer servir diversos plasmidis que es

resumeixen en la seguent taula.

Taula 32. Plasmidis utilitzats per a estudis funcionals

Plasmidis amb CD200 Plasmidis amb pTNFR2
pLXSN pCEP-Pu

pLXSN-hCD200fl pCEP-Pu-pTNFR2-GST
pLXSN-pCD200fl pCEP-Pu-pTNFR2AE4-GST

- pCEP-Pu-hTNFR2-GST

10.1.4 Proteines purificades

Es van usar les mateixes proteines de fusio purificades que pels experiments
d’afinitat del projecte TNFR2: pTNFR2-GST, pTNFR2AE4-GST i hTNFR2-GST
(procediment descrit en l'apartat 6.2.2 d’aquest capitol). Els receptors porcins

es van utilitzar a 50 pg/ml i 'huma a 10 pg/ml.

10.2 Meétodes

10.2.1 Estudi funcional del pTNFR2 i pTNFR2AE4 solubles

Un cop les cél-lules van arribar a la confluéncia es va afegir o no, hTNFa a 10
ng/ml i les proteines purificades en diferents combinacions indicades a

continuacio:
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pTNFR2-GST 50 pg/ml

pTNFR2AE4-GST 50 pg/ml

pTNFR2-GST 50 pg/ml + pTNFR2AE4-GST 50 pg/ml®
hTNFR2-GST 10 ug/ml

Durant 24h en un incubador a 37°C i 5%CO,

Ol es proteines es van mesclar préviament durant 15 minuts a temperatura ambient

A continuacié es va procedir a analitzar I'activacio de la cél-lules fent servir els

marcadors SLAI i VCAM-1 detectats amb anticossos especifics mitjangant un

estudi de citometria de flux.

Taula 33. Anticossos utilitzats per I'estudi funcional.

Anticos Tipus Origen Dilucié
a SLA I porci PT85A (VMRD) Monoclonal mouse 1/100
a VCAM-1 porci (Alexion) Monoclonal mouse 1/100
a IgG muri FITC (Invitrogen) Policlonal cabra 1/100
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