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AD: Activating domain (Domini d’activaci).

Ala (A): Alanina

ALLN: N-Acetyl-Leucinyl-Leucinyl-Norleucinal. Inhibidor de la calpaina

AP1: Activation protein 1 (Proteina d’activacio 1).

AP-2: Activation protein 2 (Proteina d'activacio 2).

APC: Cel-lula presentadora d’Antigen.

APC: Allophycocyanin Fluorochrome (fluorocrom aloficocianin).

APS: Ammonium Persulfate (Persulfat d’amoni).

Arg (R): Arginina.

Asn (N): Asparagina.

Asp (D): Acid aspartic.

Bcl10: B-cell ymphoma-10 (cel-lules b del limfoma 10).

BCR: Receptor per la cél-lula B.

BD: Binding domain (Domini d'unié).

BMMCs: Bone Marrrow-derived Mast Cell. (Mastocit derivat de la medul-la 0ssia).

BPE: Bovine pituitary Extract (Extracte de pituitaria bovina).

BSA: Bovine serum albumin (AlbGmina sérica bovina).

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

c-Cbl: C-terminal Src kinase (Csk)-binding protein (Proteina d'unié de Csk a la c-terminal).
CD40L: CD40 Ligand (Lligant del CD40).

CPAS3: Carboxypeptidase A3 (Carboxipeptidase A3).

DAG: Diacylglycerol (diacilglicerol).

DC: Cel-lula dendritica.

DOK: Downstream of tyrosine kinase (tirosina cinase de la part distal).

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

ECA: Enzim convertidor d’angiotensina.

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Assaig per immunoabsorcié lligat a
enzims).

ERK: Extracellular-signal-regulated kinase 1 (Cinasa regulada per senyals extracel-lulars).
ET-1 Endothelin-1 (Endoteli 1).
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FACS: Fluorescence Analizer Cell Sorter (Separador de cél-lules analitzades per
fluorescencia).

F-actina: Filamentous actin (Actina Filamentosa).

Fc: Fragment constant.

FcaRI: Receptor per la IgA.

FceRI: Receptor d’alta afinitat per la IgE.

FcyRI: Receptor d'alta afinitat per la 19G.

FcyRIIl: Receptor de baixa afinitat per la IgG.

FCS: Serum Bovi Fetal.

fMLF: N-formylmethionyl oligopeptids (N-formilmetionil oligopeptids).

FLT3 0 CD135: Fms-like tyrosine kinase 3.

GAB2: Grb2-associated binding protein 2 (Proteina 2 d'unié associada a GRB2).

GADS: GRB2-related adaptor downstream of SHC protein (Adaptador relacionat a GRB2
per sota de la proteina SHC).

GIST: Gastrointestinal stromal tumors (Tumors gastrointestinals).

GEFs: Guanina exchange factors (Factors intercanviadors de nucleodtids de guanina).

GIn (Q): Glutamina.

Glu (E): Acid Glutamic.

Gly (G): Glicina.

GDP: guanosine diphosphate (Difosfat de Guanosina).

GM-CSF: Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (factor estimulant de
colonies de granuldcits i monadcits).

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

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

de creixement).

GTP: guanosine triphosphate (Trifosfat de guanosina).

His (H): Histidina.

HSC: Hematopoietic stem cells (Cél-lula mare hematopoiética).

HMC-1: Human Mast Cell line 1(linia de mastdcits humans).

HRB: Hepes release buffer (Tampo d'alliberacié de B-Hexosaminidasa).

HuMCs CD34": Human Mast Cell from CD34" (Mastocits humans derivats de CD34").

ICC: interstitial cells of Cajal (cél-lules intersticials de Cajal).

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

de calci).
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Ig: Immunoglobulina.

IgE: Immunoglobulina E.

IL: Interleucina.

IP: Immunoprecipitacio.

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

InsP3Rs: Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (receptor de Inositol 1,4,5-trifosfat).

ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif (Motius d'activacié dels
immunoreceptors basats en tirosina).

ITIM: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif (Motius d'inhibici6 dels
immunoreceptors basats en tirosina).

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

JAKSs: Janus kinases (cinases Janus).

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

Kd: Constant de dissociacio.

kDa: Kilodalton

KLRG1: Killer Cell Lectin-like Receptor G1 (Receptor G1 de tipus lectina de mort
cel-lular).

Lck: Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase.

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

LAT: Linker for Activation of T cells (Connector per a I'activacié de cél-lules T).

Leu (L): Leucina.

LMA: Acute myeloid leukemia (Leucémia mieloide aguda).

LPS: Lipopolisacarids.

LTC4: Leukotrienes C4 (Leucotriens C4).

Lys (K): Lisina.

mAb: Anticos monoclonal.

MALT1: mucosa-associated-lymphoid-tissue 1 (mucosa associada a teixit limfoide 1).
MAPK: Mitogen-activated protein kinases (Cinases de proteines activades per mitogen).
MCP: Mast cell protease (protease de mastacit).

MCS: Multiple cloning site (Lloc de clonatge multiple).

M-CSF: macrophage colony-stimulating factor. Factor d’estimulador de colonies de
macrofag.

Met (M): Metionina
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miR: micro RNA.

MITF: Microphthalmia associated transcription factor (factor de transcripcié associat a
microftalmia).

MZ: Marginal zone (zona marginal).

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

NF-kB: Nuclear factor-kf3 (Factor nuclear kf3).

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

NK: Natural killer (Cél-lula citotdxica natural).

NLN: Neurilysin (neurolisina).

NT: Neurotensin (neurotensina).

NTAL: Non-T-cell activation Linker (Connector d’activacié de cél-lules no-T).

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

PARP: poly(ADP-ribose)polymerase catalytic domain.

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reacci6 en cadena de la polimerasa).

PDGFR: Platelet-derive Growth Factor receptor (receptor del factor de creixement derivat
de plaquetes).

PDK1: 3-phosphoinositide dependent protein kinase 1 (Proteina cinasa 1 dependent de
3-fosfoinositol).

PE: Phycoerythrin (Ficoeritrina).

PGD,: Prostaglandins D2 (Prostalgandina D2).

PH: Pleckstrin homology domain (dominis d’homologia a plecstrina).

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

PIR-B: Paired Ig-like receptor B.

PIP2 (Ptdins(4,5)P2): Phosfatildylinositol 4,5-bisphosphate (Fosfatidil inositol 4,5-bifosfat).
PIP3 (PtdIns(4,5)P3): Phosfatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (Fosfatidil inositol 3,4,5-
trifosfat).

PKC: Protein kinase A (Proteina cinasa A).

PKB: Protein kinase B (Proteina cinasa B o també anomenada Akt.

PKC: Protein kinase C (Proteina cinasa C).

PLA: Fosfolipasa A.

PLC: Fosfolipasa C.

PLD: Fosfolipasa D.

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

PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride (Fenilmetilsulfonil Fluorés).
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PS: Phosphatidylserine (fosfatidilserina).

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

PTK: Proteina tirosina cinasa.

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

PVDF: Polyvinylidene fluoride (Polivinilidé fluoros).

Ras: Rat sarcoma.

RBL: Rat Basophilic Leukemia (Leucémia de basofils de rata).

RANK: Receptor activator of NFKB. Receptor activador de NFkB.

RANKL: Receptor activator of NFkB ligand. Lligant del receptor activador de NFkB.

RTK: receptor tyrosine kinase (receptors de citocines o receptors tirosin cinases).

QPCR: Real-Time Polymerase Chain Reaction (Reaccié en cadena de la polimerasa a
temps real).

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

SAM: Sterile-alpha motif domain.

SCF: Stem cell factor (Factor de cél-lules mare).

SCLC: Small cell lung carcinoma (carcinoma de cél-lules petites de pulmd).

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

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Electroforesis
de gels de poliacrilamida de sulfat dodecil de sodi).

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

SFK: Src family tyrosine Kinases (familia de Src tirosines cinases).

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

SH3: SRC homology 3 (Domini 3 d’homologia a les cinases SRC).

SHC: SH2-domain containing transforming protein C (Proteina C transformant queconté
un domini SH2).

SHIP: SH2-domain-containig inositol-5-phosphatase (Inositol-5-fosfatasa que conté
undomini SH2).

SHP: SH2-domain-containing protein tyrosine phosphatase (Fosfatasa de tirosines
enproteines que conté un domini SH2).

SK (SPHKSs): Sphingosine kinase (esfingosina cinasa).

SK-S1P: Sphingosine Kinase 1-phosphate (Esfingosina cinasa 1-fosfat).

SLAM: Signaling Lymphocyte Activation Molecule (Molécula senyalitzadora d'activaciédels

limfocits).
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SLP76: SH2-domain-containig leukocyte protein of 76 kDa (Proteina leucocitaria de 76kDa
que conté un domini SH2).

SM: Systemic mastocytosis (mastocitosi sistemica).

SMC: Smooth muscle cell (cel-lules del muscul llis).

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

SOS: Son of sevenless homologue.

STAT: Signal transducer and activators of transcription (transductors de senyals i
activadors de la transcripcio).

STIM1: Sensor stromal interaction molecule 1 (Molecula 1 d’interaccié al sensor estromal).
STV: Streptavidin (Estratavidina).

SYK: Spleen tyrosine kinase (tirosina cinasa de la melsa).

TBS-T: Tris-Buffered Saline Tween-20 (Solucio salina amb Tween-20 tamponada amb
Tris).

TCR: Receptor de la cél-lula T.

TGFB1: Transforming Growth Factor 1 (Factor 1 de creixement transformant).

Thr (T): Treonina.

TLR4: Toll-Like receptor 4.

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

TNKS: Tankyrases (tankirases).

Tpsb2: Tryptase B2 (Triptasa 32).

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

Tyr (Y): Tirosina.

Val (V): Valina.

VEGFR: Vascular endothelial growth factor receptor (receptor del factor de creixement
endotelial vascular).

WB: Western Blot.

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

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

cadena zeta).
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1. MASTOCITS COM A SENTINELLES DEL SISTEMA IMMUNOLO GIC

1.1 Origen

En 1878 Paul Ehrlich descobreix unes cel-lules que contenen granuls
intracel-lulars, i les denomina mastocits, paraula procedent del greg “Mastos”, que
significa mames, ja que es considerava que aquests granuls estaven plens de

nutrients (Galli, Maurer et al. 1999).

Els mastocits son d’origen hematopoiétic i deriven de cel-lules pluripotencials
residents al moll de I'6s, principalment. Els precursors migren com cél-lules
CD13'CD34'CD117" cap a teixits com la pell, mucoses, i vies aéries a on acaben
el procés de diferenciacio influenciats pels diferents factors ambientals, factors de
creixement, SCF (Stem Cell Factor) i citocines de cada teixit (Rivera, Cordero et
al. 2002). Com a consequencia d'aquesta diferenciacio in situ els mastocits es
troben ben posicionats, a la pell o les barreres vasculars i mucoses, per ser uns
dels primers tipus cel-lulars del sistema immunitari que interaccionen amb
antigens i al-léergens ambientals, patdgens invasors i toxines (Bischoff, 2007; Galli
et al., 2008). Els mastocits participen en la regulacié de la resposta immunitaria
adaptativa (Denburg 1992; Foster, Schwartz et al. 2002) i com a mecanisme de

defensa del sistema immunitari innat (Huang, Abrink et al. 1993).
1.2 Biologia dels mastocits

Els mastocits provenen de precursors del moll de I'és que circulen per la sang i es
diferencien un cop entren als teixits. Son cel-lules de llarga duracié, amb capacitat
de sobreviure durant mesos i anys, tot i que estiguin totalment diferenciades,
poden proliferar com a resposta a senyals apropiats (Abraham and Malaviya
1997).

Els mastocits sovint s’han considerat I'equivalent tissular dels basofils, donat que

ambdos tipus cel-lulars contenen granuls plasmatics basofilics, alliberen histamina
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i expressen el receptor d'alta afinitat per la IgE (FceRl), pero analisis morfologics i
funcionals més detallats indiquen gque els mastocits humans s6n més propers als
monocits i macrofags, mentre que els basofils comparteixen propietats
principalment amb els eosinofils (Denburg 1992; Huang, Abrink et al. 1993; Agis,
Fureder et al. 1996; Nakajima, Matsumoto et al. 2001; Foster, Schwartz et al.
2002).

Figura 1. Imatge d'un mastocit.

Imatge obtinguda per microscopia
electronic d’'un mastocit. Pertany a un
tall histologic de teixit connectiu.
Imatge extreta de la base de dades
d'imatges del Histology Learning

System de la Universitat de Boston

(http://www.bu.edu/histology/).

El mastocit huma té forma ovoide o irregularment allargat amb un nucli oval i
conté granuls, amb un diametre que oscil-la entre 5 a 15um. En el pulmo, els
mastocits es troben en el teixit connectiu de les vies aeries bronquials i en I'espai
intra-alveolar. En la pell, els mastocits es concentren al voltant dels vasos
sanguinis, el fol-licle pilds, les glandules sebacies i les glandules de la suor
(Prussin and Metcalfe 2006).

Normalment, el mastocit esta distribuit en tots els teixits vascularitzats, i és
particularment abundant en llocs que ’'interaccionen amb I'exterior com la pell, el
tracte gastrointestinal i el sistema respiratori, a més d’estar proxims a vasos,
nervis, en el mascul llis i el sistema nerviés central; perd0 en estats patologics

també es poden localitzar en superficies epitelials (Galli, Kalesnikoff et al. 2005).

Dins dels granuls hi podem trobar diferents mediadors preformats com proteases,
histamina, citocines i proteoglicans (Roth, Chen et al. 2008). Els principals
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components dels granuls dels mastocits son proteases. En els ratolins, els granuls
dels mastocits del teixit connectiu inclouen dos tipus de proteases, triptases i
guimases, que estan unides a la heparina, mentre que els mastocits de la mucosa
nomes tenen quimases, que es troben unides al condroitin sulfat (Metcalfe, Baram
et al. 1997).

Els mastocits humans també mostren heterogeneitat respecte aquests dos tipus
principals de proteases, encara que la relacié teixit — tipus especific és menys
estricte (Welle 1997).

L'emmagatzematge de les proteases varia no nomeés entre els subtipus de
mastocits sind també entre mastocits individuals depenent de I'estimul que rebin.
Per exemple, en ratoli, 'expressié d’aquestes proteases s’ha demostrat que son
modulades a nivell transcripcional per la interleucina 10 (IL-10),(Ghildyal, McNeil
et al. 1992) i el tractament in vitro de mastocits humans amb interleucina 4 (IL-4)
fa que augmenti la quantitat relativa de quimasa incorporada en els granuls (Toru,
Eguchi et al. 1998).

Dos tipus de mastocits humans, definits per el contingut relatiu de triptasa i
quimasa, també poden variar respecte I'expressio del component C5a del receptor
del complement ( C5aR ) (Oskeritzian, Zhao et al. 2005).

Tot i que els mastocits tenen un llinatge, morfologia granular i funcions comunes,
son ceél-lules molt heterogénies i fenotipicament variables (Abe, Swieter et al.
1990; Vliagoftis and Befus 2005; Vliagoftis and Befus 2005). La variada
composicié dels granuls (particularment ben caracteritzat en el cas de les
proteases) aixi com altres mediadors pro-inflamatoris i els receptors de superficie

mostra la heterogeneitat dels mastocits (Abraham and St John 2010).

Darrerament s’ha proposat que la complexitat dels mastocits i la seva diferent
funcionalitat és probable que sigui deguda pels diferents requisits de cada teixit a
on resideixen o per trobar-se amb diferents patogens (Abraham and St John

2010).
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S’ha vist que els mastocits secreten una gran varietat de productes biologicament
actius que poden potenciar funcions pro-inflamatories, antiinflamatories i/o
immunosupressores (Mekori and Metcalfe 2000; Galli, Kalesnikoff et al. 2005;
Galli, Nakae et al. 2005; Sayed, Christy et al. 2008). La forca i la natura de la
resposta mastocitaria a diversos estimuls activadors pot ser influenciada per
factors genétics i microambientals que poden afectar el patré d'expressié o les
propietats funcionals dels receptors de superficie o de les molécules
senyalitzadores que contribueixen a aquesta resposta (Blank and Rivera 2004;
Galli, Kalesnikoff et al. 2005; Gilfillan and Tkaczyk 2006).

Tot aix0 suggereix que les respostes a altres estimuls, inclos agents patogens,

poden diferir dependent dels tipus de mastocit.

Els mastocits es consideren les cel-lules efectores claus en la inflamacio al-lérgica
(Gurish and Austen 2001; Leung, Boguniewicz et al. 2004; Bischoff and Crowe
2005; Bradding, Walls et al. 2006), tot i que també presenten moltes altres
funcions als teixits (Bischoff 2007).

1.3 Funcions dels mastocits

En les primeres etapes de la infeccid, els mastocits sén importants per comunicar
la preséncia d'un patogen a molts tipus cel-lulars localitzats a prop del lloc
d’infeccid i lluny del noduls limfatics. Els mastocits es comuniquen amb diversos
tipus cel-lulars: cél-lules epitelials, cél-lules del muscul llis i cel-lules endotelials.;
incloent altres cél-lules del sistema immunitari com sén limfocits, macrofags,
cél-lules dendritiques i neutrofils, Aquestes interaccions contribueixen a la
vigilancia dels patogens, la immunitat antipatogen i altres mecanismes

d'eliminacié de microorganismes.

Per facilitar aquestes interaccions, els mastocits es troben estrategicament situats
a la interficie de I'hoste i el medi ambient, propers als vasos sanguinis i els vasos
limfatics, aixi com a les fibres nervioses i cél-lules immunes residents als teixits,

incloent les cél-lules dendritiques (Abraham and St John 2010).
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Aquesta comunicacié comporta diferents funcions dels mastocits, entre les quals
es troben: la regulacié de funcions epitelials (secrecid i permeabilitat epitelial);
funcions del muscul llis (peristalsis i broncoconstriccid); funcions endotelials (flux
sanguini, coagulacié i permeabilitzacié vascular); funcions immunitaries (regulacio
de respostes innates i adaptatives, tolerancia periférica i reclutament i activacié de
neutrofils, eosinofils i limfocits); funcions neuronals (interaccions neuroimmunes,
peristalsis i dolor) i d’altres funcions tissulars (cicatritzacio i fibrosis). Aquestes
funcions es troben mitjancades per I'ampli ventall de mediadors alliberats per
aquest tipus cel-lular (Figura 2.) (Galli, Nakae et al. 2005; Vliagoftis and Befus
2005; Lu, Lind et al. 2006; Bischoff 2007).

Gracies als mediadors preformats que contenen en els seus granuls, els mastocits
tenen el potencial de ser els primers a respondre (en questié de segons a minuts)
després del reconeixement d'un patogen. Un cop el mastocit activa la resposta, no
només ho fa mitjancant la produccié de mediadors apropiats per al patogen que
s'ha trobat, com ara la produccié selectiva de citocines (Burke, Issekutz et al.
2008), siné també mitjangant l'alteracié de la transcripcio i de 'emmagatzematge
de mediadors preformats (Ghildyal, McNeil et al. 1992; Toru, Eguchi et al. 1998),

fet que pot modular el seu fenotip durant el curs de la infeccio.

També tenen la capacitat per reposar els seus granuls durant una infeccié o un

cop finalitzada.(Burwen 1982; Metcalfe, Baram et al. 1997).

Segons Abraham et al. l'alteracié de la produccié de mediadors preformats i, per
tant, la composicié dels granuls, si es demostra que és beneficiés en la prevencio
o el control de la reinfeccid, es podria considerar una forma de memoria
immunologica. Aix0 permetria que les respostes dels mastocits fossin més

refinades contra patogens ja coneguts (Abraham and St John 2010).

31




La implicacié dels mastocits en aquest gran nombre de funcions explica perqué
aqguest tipus cel-lular es troba implicat en diferents tipus de patologies, a més dels

desordres al-lergics (Bischoff 2007).

Increment de molécules d'adhesié i Quimiotaxis de limfocits T i activacio Retenci6 de limfocits en els
de la permeabilitat vascular a través de la presentaci6 d’antigens noduls limfatics de drenatge i increment
de la producci6 de anticossos

OE‘ . TCR O .

Cél-lules endotelials Limfocits T T _
TNF (lgG i IgE) P
Eicosanoids (com LTB4) Limfocits B
Per exemple,
CCL5
12 FcR et i
o8 TNF Cél-lules musculars llises
g Proteases (com MCP1) Eicosanoids ;
Neutrofils I8 (com LTG4 1 LTD4) Contraccié
Quimiotaxis i mort
bacteriana

Mastocits Eicosanoids (com PGz i PGE2)

Per exemple,
TNF Per exemple, Substancia P ‘k\ gffL
Histamina IL-4 - ~
[ ]
AL A MA A ]
Sald ;
; iy 1
Gebluipedanarite ey Macrofags Cel-lules epitelials Neurones
Presentaci6 d'antigens, reclutament oG
al teixit | movilitzacio als noduls intracal uiar Produccio de citocines i de mucus Dolor
limfatics de drenatge
Figura 2. Funcions realitzades pels mastocits . Basat en el model de Abraham i St.

John, 2010.
1.3.1 Funcions efectores

Aquests inclouen les funcions fisioldgiques i patologiques dels mastocits, aixi com
la regulacié directa de cel-lules no immunitaries, com ara les cél-lules vasculars
endotelials, cél-lules epitelials, fibroblasts, cél-lules nervioses i les cel-lules

musculars. Entre les quals podem trobar:

Promoure l'aclariment dels patogens per fagocitosi i / 0 la secreci6 de peptids

antimicrobians.

Degradacio de peptids endogens potencialment toxics i components dels verins.
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Augment de la permeabilitat vascular (per l'alliberament d'histamina).

Estimular la contraccié de cel-lules del mascul llis bronquial (per l'alliberament de
leucotriens C4 (LTC4)).

Promoure la sintesi de col-lagen pels fibroblasts (per l'alliberament de triptasa).
1.3.2 Funcions immunomoduladores

Els mastocits poden influenciar molts aspectes de la biologia de les cél-lules del
sistema immunitari (cél-lules dendritiques, cél-lules T, cel-lules B, monocits,
macrofags i granulocits) i sobre altres cél-lules estructurals (cél-lules endotelials
vasculars, cél-lules epitelials i cel-lules del mascul llis). En aquest sentit, els
efectes dels mastocits en el reclutament, supervivéncia, desenvolupament, fenotip
o funcions de les cel-lules del sistema immunitari es refereix com funcions
immunomoduladores. Poden tenir un paper immunomodulador positiu i un paper

immunomodulador negatiu (Galli, Grimbaldeston et al. 2008).

S’han descrit tres possibles hipotesi que explicarien la capacitat del mastocit

d’exercir funcions immunomoduladores tan positives com negatives:

) Les funcions immunomoduladores positives 0 negatives dependrien del llinatge

del mastocit;

II) Els mastocits podrien tant potenciar com més tard limitar certes respostes

immunes innates i adaptatives;

llI) Les funcions immunomoduladores positives o negatives dependrien en gran
part de les caracteristiques biologiques de l'individu (Galli, Grimbaldeston et al.
2008).

El concepte que el mastocit pugui primer promoure la sensibilitzacié i/o provocar
fases de resposta immune, i després limiti o resolgui I'efecte induit, és consistent

amb la segona hipotesi (II) on el mastocit és important en promoure 'homedstasi,
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fins i tot en els casos en que inicialment i amb la finalitat de promoure la defensa
de I'hoste, han estat ell mateix el qui I'ha pertorbat (Maurer, Wedemeyer et al.
2004; Metz, Piliponsky et al. 2006; Schneider, Schlenner et al. 2007; Piliponsky,
Chen et al. 2008).

1.3.2.1 Funcions immunomoduladores positives

Els mastocits presenten funcions immunoreguladores positives que poden
promoure la defensa de I'hoste o promoure una malaltia, a partir de l'accié dels
seus mediadors emmagatzemats o de les seves citocines. Entre els efectes
immunomoduladors positius dels mastocits podem trobar les seglients funcions,

revisades a (Galli, Grimbaldeston et al. 2008):

Promoure la migracié, maduracio, diferenciacié i funcié de cél-lules del sistema
immunitari a través de la secrecio de factors com el TNF (Tumor-Necrosis Factor),

guimiocines, leucotriens, proteases i mediadors com la histamina.

Presentar antigens a les cel-lules T o incrementar la presentacié d'antigen
mitjangant la captura d’antigens units a IgE a través del FceRl, posteriorment a la

qual entren en un procés d’apoptosi.

Promoure la produccio d’'IgE per part de les cél-lules B (secretant IL-4, IL-13 i
CD40L).

Promoure el reclutament de cel-lules del sistema immunitari mitjancant la
produccié de TNF i altres mediadors que incrementen I'expressié de molécules

d’adhesio6 per part de cel-lules endotelials vasculars.

Promoure respostes de céel-lules T helper 2 a través dels efectes que tenen certes

prostaglandines secretades per ells en la maduracié de les cél-lules dendritiques.

Promoure la produccié de gquimiocines i citocines per part de cel-lules del mascul

llis de les vies aéries, mitjancant la secrecié de TNF, IL-4 i IL-13.
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Contribuci6 a la hiper-reactivitat i la inflamacié en models d'inflamacio al-lergica de
les vies aeries (Kim, Ko et al. 2007; Nakae, Ho et al. 2007; Reuter, Heinz et al.
2008).

Promoure la supervivencia de I'hoste en models d'infeccié bacteriana i la
resisténcia de I'hoste en certes infeccions parasitaries (Matsuda, Watanabe et al.
1990; Echtenacher, Mannel et al. 1996; Malaviya, lkeda et al. 1996) (Maurer,
Echtenacher et al. 1998; Maurer, Lopez Kostka et al. 2006).

Promoure la supervivencia de I'hoste en certs models dimmunitat innata i

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

1.3.2.2 Funcions immunomoduladores neqgatives

Els mastocits presenten també funcions immunoreguladores negatives que limiten
la magnitud i/o la durada de les respostes innates o adaptatives del sistema
immunitari. Gran part d’aquestes funcions es donen a través de la produccio de
IL-10, tot i que poden haver altres productes responsables. Entre els efectes
immunomoduladors negatius dels mastocits podem trobar les seguents funcions,

revisades a (Galli, Grimbaldeston et al. 2008):

Suprimir la sensibilitzacio en la hipersensibilitat per contacte, a través de la
produccio d’histamina induida per la llum ultraviolada (Hart, Grimbaldeston et al.
1998).

Suprimir la produccié de citocines per part de les cel-lules T i monocits, a través

de la secreci6 de IL-10.

Suprimir la produccié de citocines i quimiocines pro-inflamatories per part dels

gueratinocits, a través de la secreci6 de IL-10.

Potenciar I'habilitat de les cél-lules dendritiques per disminuir la proliferacié de

cél-lules T i la seva produccio de citocines, a través de la secrecié de IL-10.
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2. FISIOPATOLOGIA DEL MASTOCIT

2.1 Paper dels mastocits en les malalties al-lergig  ues
2.1.1 Asma

L’asma és un desordre inflamatori complex associat amb alteracions en la
reactivitat i el remodelatge del mascul llis de les vies aéries, una produccio
excessiva de moc, un augment en la disposicié de col-lagen, una hiper-resposta
de la broncoconstricci6 i una infiltracié de limfocits, neutrofils i eosinofils. L'asma
té un component al-lergic caracteritzat per una sensibilitat a al-lergens i un
augment dels nivells d’IgE especifica i IgE total al serum. Els mastocits semblen
tenir un paper important en l'etiologia de I'asma, donat que en el muscul llis de les
vies respiratories dels pacients asmatics, es troben incrementats el nombre de
mastocits, el seu receptor KIT i el lligant d’aquest receptor, el SCF (Brightling,
Bradding et al. 2002; Al-Muhsen, Shablovsky et al. 2004; Amin, Janson et al.
2005; Brightling and Bradding 2005; Begueret, Berger et al. 2007).

La localitzacié dels mastocits en el muscul llis de les vies respiratories facilita la
hiperresposta a través de l'alliberacié localitzada de mediadors i/o a través del
contacte directe cél-lula-cel-lula. Les cél-lules del muscul llis de les vies
respiratories poden reclutar i retenir els mastocits, a través de l'alliberacié de
guimiocines i factors de creixement per receptors expressats en els mastocits dels
pulmons, i també a través de la produccié de SCF, que indueix el reclutament, la
supervivéncia i la diferenciacié dels mastocits (Brightling, Ammit et al. 2005;
Bradding, Walls et al. 2006).

Els mastocits tenen diversos efectes sobre les cél-lules del muscul llis de les vies
aeries. Aquests son, induir la contraccio i I'activacié a través de l'alliberacioé de
mediadors (histamina, triptasa, IL-4, IL-13, PGD2, LTC4) i citocines. Els mastocits
també tenen capacitat per estimular les glandules secretores de moc (Bradding
2003).
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2.1.2 Rinitis al-lérgica

La rinitis al-lergica és una malaltia molt comu i la seva fisiopatologia comparteix
moltes similituds amb I'asma (Gelfand 2004). Els mastocits resideixen de manera
constitutiva en la mucosa nasal i generalment no surten a I'epiteli superficial de les
vies aéries. Amb I'exposicié a l'al-lergen, els mastocits migren a I'epiteli, on

proliferen (Kawabori, Kanai et al. 1995).

En el liquid dels rentats nasals de pacients amb rinitis al-lergica s’observen
evidéncies de desgranulacié dels mastocits després de I'aplicacié d'un al-lergen,
ja que es detecten nivells elevats de triptasa, histamina, leucotriens i
prostaglandines (Freeland, Pipkorn et al. 1989; Proud, Bailey et al. 1992). Tots
aquests mediadors son els causants dels simptomes principals de la fase
primerenca de la rinitis al-lergica: esternuts, prurit i congestié nasal. La histamina
és el mediador principal que indueix vasodilatacid, augmenta la permeabilitat
vascular i la secrecié glandular, i actua sobre les terminacions dels nervis
sensorials del nervi trigemin, per causar esternuts. Després de [I'activacio
mastocitaria, en la rinitis al-lérgica s’observa un fort patré d’expressié de citocines
TH2 (TNFa, IL-4, IL-5, IL-6 i IL-13) clau en la fase tardana de la malaltia, on
s’observa infiltraci6 d’eosinofils i de cél-lules T, que comporten un augment
d’'espessor de la mucosa nasal i una disminucié de la resistencia de les vies
aeries nasals (Baraniuk 1997). En la rinitis al-lergica també s’observa una hiper-
resposta nasal, que vindria donada per una reactivitat neuronal exagerada, on
estaria involucrat el factor NGF (Nerve Growth Factor). EI NGF podria ser un
factor de creixement addicional en el desenvolupament dels mastocits que es

troba alterat en el cas de la rinitis al-1érgica (Wu, Myers et al. 2006).
2.1.3 Dermatitis atopica

Els mastocits es troben elevats en una gran varietat de desordres cronics
inflamatoris de la pell, incloent la dermatitis atopica (Damsgaard, Olesen et al.

1997). Els mastocits resideixen a la dermis papil-lar i migren a través de la lamina
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basal cap a I'epidermis en les lesions produides per la dermatitis atopica. Un cop
a l'epidermis, els mastocits poden induir I'activacid dels queratinocits i
l'estimulacié del creixement endotelial, donant lloc a la neoangiogéenesi
(Groneberg, Bester et al. 2005).

En el cas de la dermatitis atdopica, no s’observen nivells elevats d’histamina
(mediador important en altres malalties atopiques), mentre que els nivells de
triptasa i cimasa son forca elevats. Aquesta Ultima jugar un paper important en la
generacié i el manteniment de la inflamacié cronica observada en la dermatitis
atopica, debilitant la barrera de la pell i incrementant d’aquesta manera la
permeabilitat d’al-lérgens i microbis (Steinhoff, Neisius et al. 2003; Badertscher,
Bronnimann et al. 2005). En la majoria de pacients amb dermatitis atopica
s’observen nivells elevats d’IgE total, no unida al receptor d’'alta afinitat per la IgE.
Aix0 fa pensar que potser en aquesta malaltia existeix un mecanisme d’activacié
mastocitaria diferent al de I'activacio classica a través del receptor d'alta afinitat

per la IgE i independent d’IgE (Fischer, Harvima et al. 2006).
2.1.4 Anafilaxi

L’anafilaxi és una reaccio sistémica aguda i severa enfront d’un estimul forani,
sovint associat amb una activacido mastocitaria. La implicacié dels mastocits en
aguesta malaltia, ve donada pel fet que els nivells de triptasa en sérum, que
predominantment venen de la desgranulaci6 dels mastocits, augmenten
considerablement entre 1 i 2 hores després de I'aparicié de I'anafilaxi mitjancada
per IgE (Schwartz, Yunginger et al. 1989), tot i que també s’han descrit casos
d'anafilaxi amb nivells de triptasa normals (Schwartz 2004). L'anafilaxi classica
dependent d’IgE es dbna posteriorment a I'exposicié a antigens especifics, tot i
gue també podrien existir certs agents o estimuls que poden activar els mastocits
d'una manera independent de la IgE (Brown, Wilson et al. 2008). Tot i que
l'anafilaxi es considera una reaccié sistemica, la preséncia i I'activacio dels
mastocits en organs especifics jugaria un paper important en la severitat de la

malaltia (Brown, Wilson et al. 2008). En el cor, els mastocits es localitzen entre les
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fibres del miocardi, al voltant dels vasos sanguinis i de les arteries. Aquets
mastocits cardiacs poden secretar in vitro diversos mediadors de I'anafilaxi, com
el PAF (Platelet-activation factor), que indueix hipotensio i disfuncié cardiaca,
conduint a un shock anafilactic (Genovese, Stellato et al. 1996; Montrucchio,
Alloatti et al. 2000; Marone, Bova et al. 2004). Per altra banda, el nombre de
mastocits també és important en l'anafilaxi. S’ha descrit que els individus amb
anafilaxis recurrents presenten un nombre de mastocits dérmics superior als
pacients sans. A més, la mastocitosi, que és un malaltia caracteritzada per una
acumulacié de mastocits als teixits sovint s’associa amb episodis espontanis

d’hipotensié (Brown, Wilson et al. 2008).
2.1.5 Malaltia al-lergica de I'ull

Hi ha diferents tipus de malalties al-lergiques oculars, tot i que la més frequent és
la conjuntivitis (Ono and Abelson 2005). La localitzaci6 dels mastocits en
proximitat a I'ambient extern de la mucosa de l'ull permet que s’exposin a
al-lergens, facilitant d’aquesta manera la lligacio de la IgE unida a la membrana
dels mastocits, conduint a la desgranulacié i I'alliberacié de mediadors inflamatoris
(Ono and Abelson 2005; Brown, Wilson et al. 2008).

2.1.6 Mastocitosi
Veure apartat 7.5
2.2 Paper dels mastocits en les malalties no al-ler  giques

El mastocit és una ceél-lula efectora multifuncional, capa¢ de produir una gran
varietat de mediadors tan preformats com sintetitzats de nou. Aquests mediadors
estan involucrats en funcions immunologiques i també en processos no
immunologics. Degut aquest ampli potencial de reaccio, el mastocit ha guanyat
interés pel possible paper en altres patologies en humans (Crivellato, Beltrami et
al. 2004).
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El mastocit és una cél-lula clau en la patogenesis de varies malalties
autoimmunes com la esclerosis mdultiple o I'artritis reumatoide i altres malalties

croniques com la fibrosis pulmonar (Metz, Grimbaldeston et al. 2007).

S’ha suggerit la participacié del mastocit en processos com I'espasme coronari,
cardiomiopatia, arteriosclerosis i en isquéemia cardiaca. S’ha demostrat que la
guimasa escindeix I'angiotensina | i I'angiotensina Il, més eficientment que I'enzim
convertidor d’angiotensina (ECA) (Church and Levi-Schaffer 1997). En I'esquema
de la figura 3 es presenten els principals processos patologics on el mastocit esta

involucrat al igual que les citocines que regulen aquests efectes.
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Figura 3. Participaci6 del mastocits en processos p atoldgics i immunitaris.
Identificats com funcions protectores (verd) o perjudicials (vermell) del mastocit (MC) i
productes del mastocit a la resposta biologica. Aneurisma aortic abdominal (AAA),
neurolisina (NLN), neurotensina (NT), cél-lules del muscul llis (SMC). Model adaptat de
Kalesnikoff i Galli, 2008.

40



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

Els receptors mastocitaris més importants i estudiats son els que reconeixen el
fragment Fc de les immunoglobulines (Marshall and Jawdat 2004; Mekori 2004;
Galli, Kalesnikoff et al. 2005; Rivera, Fierro et al. 2008). Concretament el principal
receptor responsable de les manifestacions clinigues d'aquesta resposta és el
FceRl , el receptor d'alta afinitat per la immunoglobulina E (IgE) (Nadler, Matthews
et al. 2000; Blank and Rivera 2004; Rivera and Gilfillan 2006). La senyal del FceRl
pot ser regulada per altres receptors expressats en mastocits (Kraft and Kinet
2007; Kuehn and Gilfillan 2007).

L’expressio, en la superficie cel-lular, del receptor FceRIl és crucial pel les
reaccions al-lérgiques. Es regula positivament pel seu lligant IgE i la cadena 3 del
FceRl. S’ha vist que si la cadena beta té un assemblatge alternatiu pot

contrarestar aquesta expressio (Donnadieu, Jouvin et al. 2003).

L’activacio dels mastocits requereix de la coordinacio d’'una seérie d’esdeveniments
que comencen amb l'agregacié dependent d’al-lergen del receptor d’alta afinitat
per la IgE (FceRI) ocupat per anticossos IgE, i es propaga a l'interior de la cél-lula
per 'assemblatge d'una sofisticada xarxa de molécules senyalitzadores que
controlen la resposta de la cél-lula en front de certs estimuls o exposicions a
al-lergens determinats (Gilfillan and Tkaczyk 2006). La xarxa de senyalitzacié pot
diferir segons el tipus i la forca de I'estimul (Gonzalez-Espinosa, Odom et al.
2003) i la seva regulacio es pot donar a molts nivells, participant proteines i lipids
gue poden tenir rols positius, negatius o duals en la coordinacio i regulaci6 de les
respostes (Gilfillan and Tkaczyk 2006; Rivera and Gilfillan 2006; Kraft and Kinet
2007).

3.1 Estructura

El FceRI és un receptor de superficie cel-lular multiméric que s'uneix al fragment

Fc de la IgE amb alta afinitat. Pot existir com un complex tetrameric (present en
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mastocits i basofils) i triméric (present en eosinofils, cel-lules de Langerhans,
monocits, cél-lules presentadores d’antigen (APCs), cel-lules dendritiques (DCs),
etc. en la qual li falta la cadena beta) (Rivera, Fierro et al. 2008). En la seva forma
tetramerica completa, FceRI conté una cadena alfa, una cadena beta i un

homodimer de cadenes gamma,

< Antigen unides per ponts disulfur (Kraft and
Kinet 2007).

Figura 4. Estructura del receptor d'alta
afinitat per la IgE (Fc €RI). Es mostren les
subunitats alfa, beta i les dues gammes.
Tant la subunitat beta com les dues
gammes contenen Motius d'activacio dels
immunoreceptors basats en tirosina
(ITAMs). Basat en el model de Kraft i Kinet,

2007.

La cadena alfa pertany a la superfamilia de les immunoglobulines i compren dos
dominis extracel-lulars d’ immunoglobulina que s'uneixen a una sola molécula
d'lgE, un domini transmembrana que conté un residu conservat d'acid aspartic i
una petita cua citoplasmatica (Kinet 1999). La cadena alfa humana esta N -
glicosilada per set llocs. La glicosilacid és necessaria per la interacciéo adequada
entre la cadena alfa i el mecanisme de plegament que té lloc en el reticle
endoplasmatic (ER) (Letourneur, Sechi et al. 1995). La cua intracel-lular de la
cadena alfa no té cap funcié aparent de senyalitzacié (Kinet 1999). Mitjancant
tecniques de cristal-litzacié es va poder observar que la cadena alfa s’'uneix a la
IgE pel fragment Fc. La unio és a través de dos llocs asimeétrics, fet que confereix
una unié amb baixa taxa de dissociaci. Aixo explica la alta afinitat que hi ha entre
IgE i el FceRI (Kd=10+M) (Kraft and Kinet 2007). Aquesta troballa és important

per al desenvolupament d'estrategies per interferir amb la interaccié IgE- FceRlI.

Les cadenes beta i gamma no participen amb la unio al lligant extracel-lular, (Kinet

1999) sind que la seva funcié és iniciar la senyalitzaci6. Ambdues cadenes
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presenten motius d'activacid d’'immunoreceptors basats en tirosina (ITAMSs)
essencials per una senyalitzaci6 competent del receptor i que presenten la
segllent sequencia consens:  (Asp/Glu)-X-X-Tyr-X-X-Leu-(X)7-11-Tyr-X-X-

(Leu/lle), on la X representa un aminoacid qualsevol (Rivera, Fierro et al. 2008).

Aquests ITAMs son fosforilats després de la unié de l'antigen a les molecules
d’'IgE unides al receptor, donant lloc a I'associacié de les cadenes B i y amb
molecules de senyalitzacié intracel-lular a través dels seus dominis SH2 (SRC
homology 2). La cadena  humana funciona com a amplificadora dels senyals del
FceRl i de I'expressio a la superficie cel-lular, mentre que les cadenes y sén les
unitats de senyalitzacié principals i indispensables del FceRI (Kinet 1999). En
abséncia de la cadena B, l'activacio del mastocit dependent del receptor es
redueix només de manera parcial, mentre que en abséncia de la cadena vy,
aquesta activacio s’aboleix completament (Takai, Li et al. 1994; Repetto, Bandara
et al. 1996).

Les cadenes beta i gamma, sén compartides per altres receptors Fc. Per
exemple, receptors per la 1gG dalta i baixa afinitat (FcyRIl i FcyRIll,
respectivament), i el receptor per la IgA ( FcaRI ) associat amb la cadena gamma

en funcié del context cel-lular (Kraft and Kinet 2007).
3.2 Regulacio de I'expressio

Hi ha una amplia expressio del receptor FceRIl en humans, com ja hem esmentat
anteriorment,.En mastocits i basofils es troba expressada la forma tetramerica i en
eosinofils, cél-lules de Langerhans, monadcits, cellules presentadores d’antigen
(APCs) i cel-lules dendritiques (DCs) la forma trimérica. També s’ha reportat que
plaguetes i neutrofils expressen el receptor FceRIl, pero no es té clar quines
subunitats el composen (Hasegawa, Pawankar et al. 1999; Gounni, Lamkhioued
et al. 2001).

En mastocits humans i cél-lules presentadores d’antigen, la interleucina 4 (IL-4)

indueix la produccié de cadenes alfa immadures amb “nucli glicosilat” en el reticle
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endoplasmatic. En absencia de cadenes beta i gamma, les cadenes alfa queden
retingudes en el reticle. Mitjancant associacions no covalents les cadenes alfa,
beta i gamma s’uneixen dins el reticle, inhibint la retencié de la cadena alfa i
permeten I'exportacié de tot el complexa del reticle endoplasmatic cap al Golgi, a
on el receptor FceRI madura completament a través de la glicosilacié terminal, i
d’'alla passa finalment cap a la superficie cel-lular (Letourneur, Sechi et al. 1995;
Fiebiger, Tortorella et al. 2005).

L'expressio a la superficie cel-lular del FceRI esta regulada per la disponibilitat
dels components especifics del receptor (per splicing alternatiu es pot generar una
cadena B a la qual li manquen una serie d’aminoacids (cadena BT), que
competeix per unir-se a la cadena a, fent disminuir I'expressio del receptor) i per la
quantitat del seu lligant (IgE). S’ha descrit que la forma monomerica de la IgE fa
augmentar I'expressio del FceRlI a la superficie cel-lular, estabilitzant el complex a
la membrana i evitant aixi la seva degradacié. Aquest augment de I'expressio del
FceRIl, mediat per la IgE, condueix a un augment en les funcions efectores dels
mastocits (Kraft and Kinet 2007).

3.3 Funcions bioldgiques

El FceRI expressat en la membrana dels mastocits i els basofils és clau en les
reaccions al-lergiqgues immediates mitjancades per la IgE. La seva lligacié
comporta l'alliberament de mediadors preformats com la histamina, heparina i
proteases entre d'altres a més de la generacié de leucotriens i prostaglandines.
Aquests esdeveniments produeixen: vasodilatacio, augment de la permeabilitat
vascular, regulacioé positiva de molecules d'adhesié vascular i broncoconstriccio.
També regula les reaccions al-lérgiques tardanes, on hi ha una sintesi de novo de
citocines i quimiocines. Aix0 provoca vasodilatacio, augment de la permeabilitat
vascular, augment de les molécules d’adhesid, broncoconstriccid, reclutament de

leucocits i activacio de les cél-lules T.
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Recentment, també s’ha establert que el FceRI expressat en mastocits i basofils,
juga un paper en la hipersensibilitat cutania (CHS), que és una
hipersensibilitat de tipus retardat (DTH: Delayed-Type Hypersensitivity) (Kraft and
Kinet 2007).

El receptor FceRI unit a IgE pot actuar independentment de la lligacié d’aquesta
IgE per l'antigen. Certs estudis avalen que la IgE sola 0 monomerica pot potenciar
la supervivéncia dels mastocits després d’una privacié de factors de creixement
(Asai, Kitaura et al. 2001; Kalesnikoff, Huber et al. 2001; Kraft and Kinet 2007).

Per altra banda certs estudis mostren que diferents clons d’'IgE poden produir
'agregacio del FceRI sense lligacié amb I'antigen. La incubacié amb aquests clons
d’lgE indueixen senyalitzacions intracel-lulars donant lloc a sintesi i alliberacio
d’histamina, adhesio, migracio i sintesis de DNA, fets que generalment es solen
donar després d'una lligacié “classica” del receptor unit a IgE amb el seu antigen
(Kraft and Kinet 2007).

S’han descrit altres funcions biologiques del FceRI en la seva forma trimérica,
expressada per APCs, monocits, macrofags, eosinofils, DCs, etc. (Kraft and Kinet
2007; Rivera, Fierro et al. 2008). El receptor que es troba en la superficie cel-lular
de les APCs, té un rol en la patogénesi i la fase efectora de les malalties
al-lergiques, i de la mateixa manera que el receptor dels mastocits i els basofils,
també pot tenir una funcié pro-inflamatoria en pacients al-lergics (Kraft and Kinet
2007).

En el cas dels eosinofils, el FceRI dona lloc a la citotoxicitat mitjancada per la IgE,
gue representa un mecanisme de defensa enfront de parasits (helmints) (Kojima,

Yamamoto et al. 1985).
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4. TRANSDUCCIO DE SENYALS EN MASTOCITS A TRAVES DEL FceRlI

L'activacio del mastocit dependent d’antigen, ve regulada per la lligacié del FceRl
unit a IggE amb Tlantigen, per la qual s'inicia una complexa cascada de
senyalitzacio intracel-lular, que condueix finalment a les funcions efectores dels
mastocits.

Els esdeveniments basics més proximals es produeixen de la seglient manera, la
manca d’activitat cinasa propia del FceRI fa que necessiti de I'accio de cinases de
la familia de les Src (Eiseman and Bolen 1992) que es troben en microdominis
especialitzats de la membrana plasmatica coneguts com lipid rafts o basses
lipidiques (Field, Holowka et al. 1999).. Després de la lligacio del receptor aquest
es translocara a lipids rafst ons’'associara a src cinases que fosforilaran els
ITAMs, localitzats en les cadenes B i y. del receptor (Paolini, Jouvin et al. 1991,
Pribluda, Pribluda et al. 1994). Diverses cinases Src poden exercir aquest paper
depenent del tipus de cel-lula o estimul (Gilfillan and Rivera 2009).
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.Figura 5. Esquema de la transduccié de senyals en mastocits a través del receptor
FceRI. Basat en el model de Krafti Kinet, 2007
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Per lactivacid dels mastocits a través del FceRIl existeixen dues vies de
senyalitzacié mediades per les dues principals cinases de la familia Src, Fyn i Lyn
(Parravicini, Gadina et al. 2002). La via primaria, involucra les cinases Lyn i Syk i
la molécula adaptadora LAT. La via complementaria, també requereix l'activacié
de la cinasa Syk, pero involucra la cinasa Fyn enlloc de la cinasa Lyn, i
'adaptadora NTAL, enlloc de LAT (Kraft and Kinet 2007).

Ambdues vies convergeixen en l'activacid de Protein cinasa C (PKC), via de les
MAPK cinases i via de calci que juntament regularan processos de desgranulacio i

sintesis de citocines i eicosanoids.

La via primaria, Lyn s'activa i fosforila els ITAMs present en les cadenes i y del
receptor (FceRl), aixd permet I'associacié de Syk amb les cadenes vy i I'activacio
de Syk. Syk activat fosforila LAT, que recluta GADS (adaptador relacionat a Grb2
per sota de la proteina Shc), SLP76 (proteina leucocitaria de 76 Kda que conté un
domini SH2), Vav i PLCy (fosfolipasa C gamma). L'activacié de PLCy produeix
DAG (diacilglicerol), que activa PKC (proteines cinasa C), i InsP; (inositol -1 ,4,5 -
trifosfat) , que indueix l'alliberament de Ca** des del RE (reticle endoplasmatic) a
través dels receptors InsP; (InsP3;Rs). Un cop el calci del reticle s’ha exhaurit,
STIM1 (molecula 1 d’'interaccié al sensor estromal) dirigeix I'obertura del canal de
calci SOC (canals operats per reserves), que produeix una afluéncia de Ca*
extracel-lular a través del flux anomenat Icrac (corrent de calci activada per
alliberaci6 de calci) (Parekh and Penner 1997; Vig, Peinelt et al. 2006). L'activacio

2 +

de la PKC i la mobilitzaci6 de Ca en Ultima instancia, condueixen a la

desgranulacié (Kraft and Kinet 2007).

La via complementaria, Fyn i l'activaci6 de Syk, indueixen un complex de
senyalitzacié6 amb Vav, Grb2, Gab2 (proteina d'unié Grb2 associada a 2) i PI3K ,
possiblement organitzat per NTAL (connector d’activacié de cel-lules no T). A
través de PI3K (fosfoinositol -3 cinasa) que recluta la BTK (cinasa de tirosines de
Bruton) a la membrana i fosforila PLCy també s’activa la via de PLCy conduint a

I'alliberament de calci descrit anteriorment. L'activacié de PI3K també condueix al
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reclutament a la membrana de la PDK1 (proteina cinasa 1 dependent de 3-
fosfoinositol), que llavors activa la PKC®, comportant la desgranulacié. Per altra
banda, PDK1, activa PLD (fosfolipasa D), seguidament s’activen les SPHKs
(cinases esfingosines) que poden ser activats per PLD, Lyn o Fyn. L’activacié de
les SPHK condueix a l'afluéncia de Ca®* extracel-lular, probablement per alleujar
I'efecte supressor de la esfingosina en el Icrac (Mathes, Fleig et al. 1998; Kraft and
Kinet 2007).

L'associacié de Grb2 i SOS (son-of-sevenless homologue), presents tan a la via
primaria com complementaria, permeten activar la via de RAS, seguidament
s’activa la via de les MAPKs (cinases de proteines activades per mitogen) i aixo

condueix a la producci6 d'eicosanoids via PLA2 (fosfolipasa A 2).

La produccié de citocines esta regulada per diversos factors de transcripcio,
l'activacié dels quals és dependent de Ca®" En la producci6 de citocines
intervenen diverses vies: via de les MAPK, via de NF-kB activada per AKT i
regulada pel complex Bcll0 (cél-lules B del limfoma 10)/MALT1 (mucosa
associada a teixit limfoide 1) i també via NFAT (Kraft and Kinet 2007; Roth, Chen
et al. 2008).

Com hem vist, en lactivaci6 de mastocits intervenen diferents proteines
adaptadores que col-laboren amb les molécules implicades activament en la

transduccié de senyals, per tal de coordinar la senyalitzacio.
4.1 Proteines adaptadores

Un cop l'antigen s’uneix al receptor s’inicia el senyal cel-lular, aixo fa que les
cél-lules necessitin una estructura molecular per respondre als estimuls
especifics. Aix0 implica una organitzacié i compartimentacié d’aquests senyals
moleculars, activar selectivament i organitzar els diferents esdeveniments per

conduir a la resposta desitjada.
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Les proteines adaptadores aporten aquesta estructura molecular, la seva funcié
€s organitzar, coordinar i amplificar el senyal dirigit cap el nucli de les cél-lules
(Rivera 2002).

Una caracteristica comuna de les proteines adaptadores és la seva estructura
modular. En general, contenen un o varis tipus de dominis que permeten
interaccions amb altres proteines i/o lipids i aixi poder formar macrocomplexes.
No tenen activitat enzimatica intrinseca perd poden unir enzims i poden regular

positiva i negativament 'activacié cel-lular.

Les proteines adaptadores poden trobar-se ancorades a la membrana plasmatica,
residir al citoplasma sota condicions de repos i ser reclutades a la membrana un
cop activada la cél-lula, o en compartiments intracel-lular com el reticle

endoplasmatic.

No obstant, hi han caracteristiques especifiques amb les quals poden distingir dos
grups de proteines adaptadores, de membrana o de citosol. (Alvarez-Errico,

Lessmann et al. 2009).
4.1.1. Classes de proteines adaptadores

4.1.1.1. Proteines adaptadores de membrana o TRAPs

Aquest tipus de proteines actuen com andamis ancorats a la membrana
organitzant grans macrocomplexes, basant-se principalment en la seva capacitat
de formar nous llocs d'unié a través de la fosforilaci6 de mudltiples residus de

tirosina.

Contenen basicament motius basats en tirosina encara que també motius rics en

prolina, i llocs de fosforilacid en serines i treonines.

50



4.1.1.2. Proteines adaptadores citosoliques o CAPs

Aquesta classe de proteines, al contrari que les TRAPs, tenen una gran varietat
de motius com poden ser dominis SH2, SH3, PTB (phosphotyrosine-binding), PH
(pleckstrin homology), tirosines fosforilables... que les permeten actuar tan en
condicions dependent com independents de fosforilacié reclutant molécules
necessaries. Els dominis SH2 i PTB interaccionen amb tirosines fosforilades (van
der Geer and Pawson 1995). Els dominis SH3 s’uneixen a sequéncies riques en
prolines (Pawson 1994). Els dominis PH (pleckstrin homology) sén responsables
d’interaccié proteina-lipids afavorint I'apropament de molecules a la membrana

plasmatica (Hemmings 1997; Cantrell 2001).

Tots aquests dominis s’utilitzen coordinadament per regular el muntatge i la funcio
dels senyals generats a partir dels complexes macromoleculars (Rivera 2002;
Rivera, Cordero et al. 2002).

4.1.2. Funcions

Les proteines adaptadores tenen mudltiples funcions, sén responsables de
determinar la localitzaci6 de la senyalitzacié de les proteines a la cel-lula.
Coordinar les necessitats que requereixen els diferents senyals en l'activacio
cel-lular. | aportar els enzims i substrats necessaris pel procés

d’activacio/inhibicio.
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4.2 Via primaria a través de Lyn

Membrana

- ; 3 plasmatica
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Figura 6. Esquema de la transducci6 de senyals de |  a via primaria. Basat en el model
de KraftiKinet, 2007.

Com ja hem dit, en els mastocits, Lyn es una de les cinases de la familia Src
implicada en aquestes etapes inicials, resideix principalment en lipids rafts
(Kovarova, Tolar et al. 2001). Aquests microdominis estan enriquits amb
colesterol, esfingolipids, i altres fosfolipids saturats, aixi com amb una varietat de
proteines senyalitzadores (Gilfillan and Tkaczyk 2006; Rivera, Fierro et al. 2008).
L’activitat de la cinasa Lyn present en els lipids rafts és considerablement superior
a la de la cinasa Lyn que es troba fora d’aquests microdominis, degut a I'exclusio
de fosfatases inactivadores d'aquestes regions (Young, Holowka et al. 2003;
Gilfillan and Tkaczyk 2006).
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Figura 7. Esquema dels diferents dominis que consti tueixen la cinasa Lyn . Basat en

'esquema de Gilfillan i Rivera, 2009.

S'ha trobat que petites quantitats de Lyn associades constitutivament a cadenes
beta i gamma del FceRI (Yamashita, Mao et al. 1994; Vonakis, Haleem-Smith et
al. 2001) son capaces de transfosforilar a cadenes beta i gamma de receptors
propers. (Pribluda, Pribluda et al. 1994; Alvarez-Errico, Lessmann et al. 2009).

Alguns estudis sostenen que les interaccions proteina-proteina, sén necessaries
per la fosforilacié de FceRlI, basats en observacions on una petita fraccio de Lyn
es pot trobar interaccionant debilment amb la subunitat beta del FceRI abans de
'acoblament del receptor (Vonakis, Haleem-Smith et al. 2001) aix0 podria ser
crucial per a la fosforilacio inicial. Se sap que la interaccid de Lyn amb FceRlI
augmenta després de I'estimulacié del receptor. Aquest increment d’interaccio, es
dona a través del domini SH2 de Lyn que uneix la tirosina fosforilada Y219
present en el ITAM de la cadena beta (Furumoto, Nunomura et al. 2004; On,
Billingsley et al. 2004). La mutacié de Y219 causa una marcada reduccio en la
fosforilacio del FceRl, fet que suggereix que aquesta interaccié és clau pel

manteniment de la fosforilacio del receptor (Gilfillan and Rivera 2009).

Després de la lligacié del receptor, la cinasa Lyn, s’activa i fosforila els ITAMs
presents en les cadenes B i y del FceRl, proporcionant llocs d’'unié pel domini
SH2 de Lyn i també pels dominis SH2 de Syk.

53




4.2.1 SYK

Syk pertany a la familia de les SYK tirosina cinases, i comparteix homologia amb
la proteina associada a la cadena ¢ de 70KDa (ZAP70) expressada en cél-lules T.
(Chen, Repetto et al. 1996). Syk és un component clau en les vies de
senyalitzacio en cel-lules B i T (Gilfillan and Rivera 2009) i per la funcié efectora
dels mastocits i la resposta al-lérgica. La seva inhibicié o pérdua d'expressio en
mastocits pot resultar una marcada i generalitzada inhibici6 de la resposta

d'aquesta cel-lula (Alvarez-Errico, Lessmann et al. 2009).

VAR ER4 RS

Y2 e
s
@@ “
NH2 § COOH
130 2490 A a54
b i bt i \ J
A B YE19 Y530
Figura 8. Esquema dels diferents dominis que formen Syk . Basat en el model de

Gilfillan i Rivera, 2009.

L'estructura de Syk esta ben definida, més enlld de les seves funcions
catalitiques, podem trobar, dos dominis SH2 en tandem a I'extrem N-terminal i
multiples residus de tirosina fosforilables, la majoria de les quals les trobem en les

regions entre dominis anomenades A i B.

Un cop activat, Syk és essencial en l'amplificaci6 de la senyalitzacié dels
mastocits i en conduir les respostes efectores (Costello, Turner et al. 1996; Zhang,
Kimura et al. 1998). La deficiencia en Syk mostra una falta d’alliberacioé de calci,
desgranulacié, o produccié de citocines, després de l'activacio del FceRlI.
(Costello, Turner et al. 1996; Zhang, Berenstein et al. 1996) Per tant, Syk és critic

per l'alliberacié de calci i clau en la seva capacitat d’interactuar amb multiples
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proteines de senyalitzacio i fosforilar els principals substrats requerit per muntar

els macrocomplexes de senyalitzacio (Gilfillan and Rivera 2009).

Syk consta de 10 residus de tirosina que poden ser modificats per fosforilacio
guan s'activa la cinasa. Aquestes tirosines fosforilades intervenen en diferents
funcions. Per exemple les tirosines Y317, Y342 semblen ser importants per a la
funcié de Syk . La mutacié de Y317 s'ha demostrat que produeix un guany de
funcié en mastocits (Sada, Zhang et al. 2000). Aguesta tirosina en ZAP - 70 s’ha
demostrat que pot unir el regulador negatiu c- Cbl (Meng, Sawasdikosol et al.
1999), que s’ha descrit que regula la degradacioé de Syk actiu. (Rao, Ghosh et al.
2001). La fosforilacié de Y342 de Syk es creu que és important per a la interaccio i
la fosforilaci6 de Vavl, (Deckert, Tartare-Deckert et al. 1996) no obstant, en els
mastocits, la mutacio de Y342 no altera la fosforilacié de Vavl pero disminueix la
fosforilacio de PLCy i la capacitat per interactuar amb els ITAM fosforilats (Zhang,
Berenstein et al. 2002).

Syk es manté en un estat inactiu a través d' interaccions intramolecular dels seus
dominis SH2 amb residus de tirosines fosforilats ( Y130 i Y317 han estat implicats
en aquesta unio) en els seus interdominis A i B (Sada, Zhang et al. 2001; Arias-
Palomo, Recuero-Checa et al. 2007). La pérdua d'aquesta unio intramolecular i el
pas a l'estat actiu no es coneix, pero la causa podria ser simplement a través d'un
canvi en l'equilibri de I'abundancia de ITAMs fosforilats, fet que podria donar un
lloc d’'unié més afi que la seva conformacié inactiva. Aquest fet suggereix que una
regulacié negativa potencial podria ser a través de la desfosforilacié dels ITAM
(Yamashita, Suzuki et al. 2008).

La uni6 de Syk a la cadena y del FceRI condueix a la seva propia activacio i
fosforilacié d’'una manera dependent de Lyn (El-Hillal, Kurosaki et al. 1997; Kraft
and Kinet 2007). La forma de lligament de Syk permet la transfosforilacio i
autofosforilacié dels dominis catalitics, al igual que la fosforilacié a través de Lyn,

d’aquesta manera hi ha un increment de I'activitat catalitica.
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Un cop actiu Syk fosforila proteines adaptadores com LAT (connector per

l'activaci6 de les cél-lules T).

4.2.2 LAT
Y175 195
Y136 Y235

Figura 9. Esquema de I'estructura de la proteina ad aptadora LAT . Basat en el model

de Alvarez-Errico et al., 2009.

La molécula LAT, és una proteina adaptadora del tipus transmembrana, es va
descriure per primera vegada en cel-lules T. S’expressa en, limfocits T, cél-lules
NK, mastaocits, plaguetes (Facchetti, Chan et al. 1999) i cel-lules pre-B (Oya,
Wang et al. 2003). Té aproximadament entre 36-38 kDa, consta d’'un curt domini
extracel-lular de tres residus a la part N-terminal, un domini transmembrana, un
motiu CXXC susceptible a la palmitilacio i una llarga cua citoplasmatica amb deu
residus de tirosines, que després de ser fosforilades per les cinases de la familia
Syk/Zap-70 creen molts motius d’'unié directes per dominis SH2 d’altres proteines
tant adaptadores (familia Grb2, SHC) com amb activitat catalitica (PLCy, PI3K,
Vav)(Gilfillan and Tkaczyk 2006; Alvarez-Errico, Lessmann et al. 2009).

LAT es localitza en els lipids rafts, perd aquesta localitzacié no és essencial per la
seva funcio (Zhu, Shen et al. 2005).

Els dltims quatre residus de tirosina son crucials per a la seva fosforilacié i la
funcié dels mastocits. La mutacié d'aquests residus de tirosina suprimeixen en
gran mesura la fosforilaci6 de LAT i disminueix notablement la seva funcio
(Saitoh, Odom et al. 2003).
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Les tirosines Y175, Y195 i Y235 tenen el motiu consensos d'unié YXNX pels
adaptadors de Grb2 i Gads. A més, la uni6 a Grb2 és necessari per I'optima
fosforilaci6 de PLCyl i PLCy2. Aix0 és probablement a causa de multiples
interaccions de PLCy amb altres proteines que es troben per formar complexos
amb LAT, que pot servir per estabilitzar la interaccié de PLCyl/2 amb LAT i el
reclutament de BTK, necessari per a la fosforilacié i funci6 de PLCy , en el
complex. A més, hi ha evidencia del reclutament directe i indirecte, a través de
SLP-76, de PLCy a LAT (Saitoh, Odom et al. 2003).

4.2.3 PLCy

Trobem sis families de la fosfolipasa C (PLC) (B,y,®,¢€,,in). Els enzims
PLC es poden trobar en totes les cél-lules eucariotes i la seva funcié és hidrolitzar
els grups de cap polar de la membrana dels fosfolipids (PIP2) (Lennartsson and
Ronnstrand 2012). PLCy un cop activat, catalitza la hidrolisi del PIP2 a la
membrana plasmatica en dos productes resultants: I'lP3, que indueix la
mobilitzacié del calci citosolic, ja que provoca la seva alliberacié del reticle
endoplasmatic; i el DAG, que activa la PKC (Gilfillan and Tkaczyk 2006). Quan es
detecta deplecié del calci acumulat al reticle endoplasmatic, s’obren canals a la
membrana plasmatica per permetre I'entrada de calci (Kraft and Kinet 2007).
Aquests canals s'anomenen SOCs (store-operated chanels) i el corrent que
transporta el calci a I'interior de la ceél-lula es coneix com Icrac (calcium-release-
activated calcium current) (Parekh and Penner 1997). Recentment, s’ha identificat
el canal que produeix Icrac | S’ha anomenat CRACML1 (Vig, Peinelt et al. 2006).
Consisteix en una proteina transmembrana que multimeritza per formar un SOC i
coopera amb la molécula STIM1 (sensor stromal interaction molecule 1), que
funciona com un sensor de calci, per mitjancar el flux d’entrada de calci (Peinelt,
Vig et al. 2006; Prakriya, Feske et al. 2006; Vig, Beck et al. 2006; Yeromin, Zhang
et al. 2006). Aquests estimuls donen lloc a un procés de desgranulacio (Kraft and
Kinet 2007). La inhibici6 de la PLCy mitjancant linhibidor U73122 aboleix
completament els processos de mobilitzacié de calci i desgranulacié mediats pel

FceRl en mastocits humans. Aixi doncs, tant 'augment en el calci lliure citosolic
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com lactivaci6 de la PKC sOn senyals essencials perque tingui lloc la

desgranulacid (Gilfillan and Tkaczyk 2006).

La PLCy s’uneix directament a l'adaptador LAT a través de la Y136, tot i que
també se li pot unir de manera indirecta interaccionant amb el complex Gads-
SLP76. Ambdés tipus d'interaccions son essencials per a la localitzacié de la

PLCy a la membrana plasmatica (Gilfillan and Tkaczyk 2006).

4.2.4 SLP76-GADS-VAV

Y113 y128

e R o G coo-

Y145

Figura 10. Esquema de l'estructura de la proteina S LP-76. Basat en el model de

Alvarez-Errico et al., 2009.

SLP-76 adaptador citosolic de 76kDa, membre d’'una petita familia de proteines
adaptadores molt expressades en cel-lules hematopoiéetiques. Consta d’un regio
acidica en N-terminal, conté diverses tirosines fosforilables, una regi6é central rica
en prolines i un domini SH2 a la regié C-terminal. Les tirosines mes important son
Y113, Y128 i Y145, aporten llocs d’'unié a Vav, Nck i BTK, promovent el seu
reclutament a LAT. La uni6 de Vav al complex de LAT no només és important per
la seva funcié com activador de la familia Rho, petites proteines G que regulen els
canvis del citoesquelet i activacioé de les MAPK, sin6 també com estabilitzador del
reclutament i activacié de PLCy i regulador de les respostes de Ca?* (Manetz,
Gonzalez-Espinosa et al. 2001; Wu and Koretzky 2004). A més el reclutament i
activacio de BTK en el complexa LAT/SLP-76 també contribueix a l'activacié de

PLCy en mastocits (Kawakami, Kitaura et al. 2000).

SLP-76 no s'uneix directament a LAT, sin6 que ho fa via un altre proteina

adaptadora anomenada Gads.
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NH2 § COOH

Figura 11. Esquema de l'estructura de la proteina G ads. Basat en el model de Alvarez-
Errico et al., 2009.

Gads és una proteina adaptadora citosolica d’uns 40 kDa. Esta constituida per un
domini SH2 central, flanquejat per dos dominis SH3. Gads es troba associat a
SLP-76 a traves del seu domini SH3 que uneix la regio central rica en prolina de
SLP-76. El reclutament de GADS al complexa de LAT, a través de domini SH2, és
essencial per la funcié de SLP-76. Aixo fa que SLP-76 es localitzi als lipids rafts i
pugui modular les respostes de calci (Liu, Fang et al. 1999; Kettner, Pivniouk et al.
2003; Silverman, Shoag et al. 2006).

En mastocits, el trencament de la interaccio Gads-SLP-76 causa una marcada

reduccié en desgranulacio i produccio de citocines (Silverman, Shoag et al. 2006).

4.2.5 Grb2-SOS

NH2 § COOH

Figura 12. Esquema dels diferents dominis que const itueixen la proteina Grb2 . Basat

en el model de Alvarez-Errico et al., 2009.

Grb2 és una proteina adaptadora citosolica d’'uns 25 kDa, molt expressada en
cel-lules de mamifer. Esta constituida per un domini SH2 central, flanquejat per
dos dominis SH3. Grb2 recluta el factor intercanviador de guanina SOS, aquest
aproxima el substrat adient per passar la proteina RAS de la seva forma inactiva
(unida a GDP: guanosine diphosphate) a la seva forma activa (unida a GTP:
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guanosine triphosphate) (Rossman, Der et al. 2005). Un cop activat, RAS regula
positivament la via dependent de RAF que condueix a la fosforilacio i activacio de
les MAPK (mitogen-activated protein kinases) ERK1 (extracellular-signalregulated
kinase 1) i ERK2 (Gilfillan and Tkaczyk 2006)

Les MAPK sbn activades en la part distal per la majoria de receptors de la
superficie cel-lular, i per tant juguen papers centrals en una multitud de processos
bioldgics, tant en condicions normals com patologiques. La via de la MAPK té
l'arquitectura d'un modul de tres capes de cinases, que s'inicia a la membrana
plasmatica i arriba fins al nucli a on regula I'expressid genica, sovint per
fosforilacio, de factors de transcripcidé. No obstant aixo, també els processos que
passen en el citoplasma, per exemple, la traducci6 i la migracié cel-lular, poden
ser regulats per MAPK. La cascada de fosforilacié es iniciada per una MAPK
cinasa cinasa (MAPKKK) que fosforila a la part distal residus especifics de
serina/treonina MAPK cinasa (MAPKK). Llavors MAPKK fosforila residus de
serines i tirosines de MAPK, que permeten que les MAPK interactuin amb
substrats citosolics i també es dirigeixin cap al nucli a on estan localitzats molts
dels seus substrats com factors de transcripcio i proteines histones, donant lloc a

produccio de citocines (Turner and Cantrell 1997).
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4.3 Via complementaria a traves de Fyn

o Aﬁt-igen o

Membrana
plasmatica
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Figura 13. Esquema de la transducci6 de la via comp  lementaria . Basat en el model de
Kraft i Kinet, 2007.

El descobriment que Fyn, cinasa de la familia Src, era requerit per la
desgranulacio i produccio de citocines dependent d'IgE dels mastocits va ser la
primera evidéncia que existia una via alternativa. (Parravicini, Gadina et al. 2002)

Y417
NH2 ooy, COOH
-
Lloc de miristoilacié Helix Domini cinasa Yo28
Figura 14. Esquema dels dominis que constitueixen|  a cinasa Fyn . Basat en el model

de Gilfillan i Rivera, 2009.
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Fyn no esta implicada en la fosforilacié del receptor en si mateix, sind més aviat
és responsable de la fosforilacié de diversos intermediaris que s6n components
essencials per l'activacio de mastocits causada per FceRl. Fyn pot ser co-
inmunoprecipitat amb la cadena 3 de la FceRI (Parravicini, Gadina et al. 2002) i
sembla necessitar I'agregacié amb el receptor per activar-se. A diferéncia de Lyn,
gue es pot trobar sobretot en lipids rafts, només una petita fraccié de Fyn sembla
residir en aquests dominis (Kovarova, Wassif et al. 2006). Aquesta diferéncia en la
distribucio és coherent amb el fet que les funcions dependents de Fyn o Lyn sén

independents perd complementaris entre si. (Parravicini, Gadina et al. 2002).

Les senyals de Fyn iniciades després de l'activacié de FceRI s6n importants en
I'activacié de la fosfoinositol 3-cinasa (PI3K) (Parravicini, Gadina et al. 2002), una
cinasa que és essencial en la formacié de PIP3 (fosfatidil inositol 3,4,5—trifosfat).

Despreés de la lligacié del FceRl i activacié de Fyn, trobem la fosforilacio i activacié
de Syk, que a la vegada comporta la fosforilacio de NTAL. Aquesta molecula, de
la mateixa manera que LAT, participa en I'acoblament de grans complexos de
senyalitzacio amb altres moléecules, ja que la fosforilacié dels mdaltiples residus de
tirosina que son presents en la seva cua citoplasmatica, proveeixen llocs
potencials d'unié a d’altres molécules (Brdicka, Imrich et al. 2002; Janssen and
Zhang 2003).

4.3.1 NTAL
Y84Y95 Y193
NH2 . . COOH
Y40 Y58 Y110 y118 Y119 Y233

Figura 15. Esquema de I'estructura de la proteina N  TAL. Basat en el model de Alvarez-
Errico et al., 2009.

NTAL va ser identificada i purificada per primera vegada, a partir de les linies

cel-lulars THP -1 i HL -60, i com una molécula de cél-lules no T relacionat amb
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LAT que s'expressa per les cél-lules B , NK, i cél-lules mieloides com mastocits
(Brdicka, Imrich et al. 2002; Janssen, Zhu et al. 2003).

NTAL és una molecula de 30 kDa en els éssers humans. Al igual que LAT, NTAL
€s una proteina transmembrana, consta d’un curt domini extracel-lular, un domini
transmembrana, un motiu CxxC susceptible a la palmitilacié i una llarga cua
citoplasmatica amb deu residus de tirosines susceptibles a ser fosforilats. Una
diferencia important entre LAT i NTAL, és que aquest Ultim no té el motiu d'unié a
PLCy (Janssen, Zhu et al. 2004). No obstant, encara pot reclutar PLCy d’'una
forma indirecta, a través de Grb2, el qual s’'uneix a les Y193 i Y233 (Iwaki, Spicka
et al. 2008).

Al igual que LAT, NTAL té un motiu de palmitaci6 a prop del domini
transmembrana que el localitza als lipids rafts. Malgrat les seves similituds
estructurals LAT i NTAL ocupen dominis diferents en la membrana plasmatica
dels mastocits (Lebduska, Korb et al. 2007).

El paper de NTAL en mastocits no estava del tot clar. Resultats anterior obtinguts
a partir de diferents estudis amb ratolins i humans (Tkaczyk, Horejsi et al. 2004;
Volna, Lebduska et al. 2004; Zhu, Liu et al. 2004) no mostraven clarament si
NTAL exercia un paper regulador positiu 0 negatiu en les respostes dels mastocits
a través del FceRIl. Perdo segons data recent s’ha suggerit que NTAL pot ser
responsable de la localitzacio i fosforilacio de SLP-76 possiblement a través de la
interaccio entre Gads i NTAL i funcions parcials de LAT quan aquest esta inhibit
(Kambayashi, Okumura et al. 2010).

S’ha observat que NTAL pot activar la via de PLCy i induir alliberacié de calci en
mastocits, perd aquesta activaci6 de PLCy es curta i transitoria (Kambayashi,
Okumura et al. 2010).

No obstant aixd, LAT i NTAL poden ser necessaris per impulsar la resposta de
desgranulacié (Zhu, Liu et al. 2004). Si NTAL juga un paper positiu o negatiu en la

resposta dels mastocits, pot dependre del context en qué funciona. Donada la
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interdependeéncia i la doble funcié aparent, és probable que LAT i NTAL regulin
coordinadament les respostes i supervivencia mastocitaria (Rivera 2005; Rivera
and Gilfillan 2006). En aquest cas s’ha vist que NTAL és un regulador negatiu de
la gquimiotaxis depenent d’antigen pero positiu per la polimeritzacié d’actina
(Tumova, Koffer et al. 2010).

La fosforilacié de les tirosines de NTAL ddna lloc al reclutament de diversos tipus
de molecules: molécules adaptadores citosoliques, com Grb2, Gab2, factors
intercanviadors de nucleotids de guanina (GEPs), com SOS i Vav; i enzims de
senyalitzacio, com la PI3K (Gilfillan and Tkaczyk 2006). Tal com succeeix amb la
molécula LAT en la via primaria, les interaccions amb I'adaptador NTAL també es
poden donar de manera directa com és el cas de Grb2; o de manera indirecta,
com és el cas de Gab2, SOS, Vav i PI3K, que s'uneixen a través de Grb2 (Gab2,
SOS i Vav) i Gab2 (PI3K) (Gilfillan and Tkaczyk 2006). L'enzim PI3K sembla tenir
un rol important en aquesta via complementaria (Kraft and Kinet 2007).

4.3.2 Grb2, Gab2 i PI3K

Com s’ha explicat en el punt 3.2.5, Grb2 a part d’'unir-se a LAT també s’uneix a
NTAL i recluta diferents molécules, entre elles trobem Gab2.

P:ao;cP__j° ® ( PxxP ] .'* COOH

Figura 16. Esquema de l'estructura de la proteina G ab2. Basat en el model de Alvarez-
Errico et al., 2009.

Gab2 és una proteina adaptadora citosolica de 97kDa, que pertany a la familia

dels adaptadors DOK/GAB. Consta d'un domini plecstrina (PH) a la part N-

terminal, dues regions riques en prolines i diverses tirosines fosforilables. Aquesta

estructura proporciona a Gab2 I'habilitat de poder unir mdltiples proteines,

d’aguesta manera pot coordinar important senyalitzacions del receptor a la part

més distal. Gab2 s’expressa majoritariament en mastocits, i és sabut que
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interacciona amb NTAL via Grb2 (Iwaki, Spicka et al. 2008). Un analisi en detall
de les funcions i senyalitzacions de Gab2 revelen que actua en la via
complementaria dependent de Fyn, perd complementant les vies de senyalitzacio
dependent de Lyn-LAT (Gu, Saito et al. 2001; Parravicini, Gadina et al. 2002). Un
cop el receptor s’estimula, Gab2 es transloca cap a la membrana plasmatica, a on
és fosforilat (Gu, Saito et al. 2001; Xie, Ambudkar et al. 2002). S'uneix a Grb2 a
través dels dominis SH3 que uneix les regions riques en prolines de Gab2. A
través de les tirosines fosforilables, el domini SH2 de la subunitat reguladora de
PI3K, p85, s'uneix a Gab2, activant PI3K i produint PIP3 (Yu, Lowell et al. 2006;

Alvarez-Errico, Lessmann et al. 2009).

La PI3K és un enzim de senyalitzacié que consta d’'una subunitat reguladora, p85,
i una subunitat catalitica p110 (la isoforma pl1105 és la responsable de la
desgranulacio i la producci6 de citocines causada per antigen) (Ali, Bilancio et al.
2004; Ali, Camps et al. 2008). Tot i que la subunitat catalitica utilitza diferents
isoformes de la subunitat reguladora p85, la isoforma p85a regula la fosforilacio
d’Akt, proliferacio cel-lular i la quimiotaxis, també esta associada al creixement de
mastocits on KIT es troba mutat (cancer i mastocitosis) (Munugalavadla, Sims et
al. 2007). La PI3K actua fosforilant el PIP2 que es troba a la membrana
plasmatica i déna com a resultat el PIP3, proveint d’aquesta manera d’'un lloc
d’'unié per dominis d’homologia a plecstrina (PH), que permet reclutar molécules a
la membrana plasmatica, iniciant un complex de senyalitzacid, mitjancant la seva
interaccié amb altres moléecules (Gilfillan and Tkaczyk 2006; Kraft and Kinet 2007).
Hi ha diverses molécules senyalitzadores que contenen dominis d’homologia a
plecstrina i s6n importants per I'activacio dels mastocits, entre les quals es troben
PLCy, BTK, Akt i PDK1 (3-phosphoinisitide dependent protein kinase 1) (Rivera
2002; lwaki, Tkaczyk et al. 2005).

Els esdeveniments de senyalitzacié que regula PI3K, juguen un paper central en
la biologia dels mastocits. Les proteines que intervenen en I'eix dependent de
PI3K intervinguda pels receptors dels mastocits encara no s’ha aclarit

completament. No obstant, la desgranulacio i produccio de citocines regulades per
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PI3K, sembla estar relacionat amb la regulacié d'un senyal de calci latent, que
probablement requereix l'activacié de BTK (Gilfillan and Tkaczyk 2006). Mdltiples
processos regulats per PISK semblen contribuir al creixement i la supervivéncia
dels mastocits, requerint l'activacié de PDK, AKT i la cascada mTORC1 i
inactivacio de FOXO (Vanhaesebroeck and Alessi 2000; Moller, Alfredsson et al.
2005; Yang and Guan 2007). No esta tan clar com PI3K pot regular la quimiotaxis
dels mastocits i I'adhesio, pero les dades suggereixen que mTORC1 també podria
tenir un paper parcial en la regulacio de la quimiotaxis dels mastocits a través de
SCF (Kim, Radinger et al. 2008).

4.3.3 BTK i SK-S1P

Entre les hipotesis proposades per la regulacié que la PI3K duu a terme en la
mobilitzacié de calci, una d’elles involucra la cinasa BTK (Fig. 17) i I'enzim PLCy.
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Figura 17. Esquema de l'estructura de la cinasa BTK . Basat en el model de Gilfillan i
Rivera, 2009.

Segons aquesta hipotesi, I'activacié de la PISK comporta un reclutament a la
membrana plasmatica de les molecules BTK i PLCy, on la PLCy seria fosforilada i
activada per la cinasa BTK (Hata, Aikoh et al. 1998; Gilfillan and Tkaczyk 2006).
De totes maneres, segons descriu la via primaria de I'activacié dels mastocits, la
mobilitzacié de calci generada per la PLCy ve generada principalment per un
mecanisme independent de PI3K (Tkaczyk, Beaven et al. 2003). Per altra banda,
una altra hipotesis en el mecanisme de regulacié de la mobilitzacié de calci per
part de la PI3K, advoca per la via de la SK-S1P. SK s'activa posteriorment a

'agregacio del FceRI d’'una manera dependent de Lyn i Fyn (Urtz, Olivera et al.
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2004). Lyn té un rol en el reclutament primerenc de SK al FceRI, permetent la
seva posterior activacié, mentre que Fyn seria el responsable d'una activacio
perllongada de la SK (Urtz, Olivera et al. 2004; Olivera, Urtz et al. 2006). SK
fosforila I'esfingosina associada a lipid-rafts, i déna lloc a la formacié de S1P
(sphingosine 1-phosphate) (Baumruker and Prieschl 2000; Olivera and Rivera
2005), que és un segon missatger per la funcié dels mastocits i la mobilitzacié de
calci (Kraft and Kinet 2007). S’ha descrit que S1P pot ser alliberat pels mastocits
(Jolly, Bektas et al. 2004) i unir-se als receptors de la superficie cel-lular S1P1
(participa en la reorganitzacio del citoesquelet) i S1P2 (participa en 'augment de
la desgranulacio) (Urtz, Olivera et al. 2004; Kalesnikoff and Galli 2008) per
transactivar altres mastocits (Jolly, Bektas et al. 2004; Kraft and Kinet 2007). Pel
que fa al rol intracel-lular de S1P en l'activacié dels mastocits, consisteix en la
induccio de la mobilitzacié de calci d’'una manera independent a la dels IP3 (Choi,
Kim et al. 1996; Melendez and Khaw 2002). L’activitat de la cinasa SK esta
regulada per mitja de la fosfolipasa D (PLD) (Melendez and Khaw 2002). La PLD
s’activa en mastocits després de I'agregacio del FceRIl d’'una manera dependent
de PI3K. Aquest fet explica de quina manera la PI3K pot ajudar a regular el senyal
de calci en mastocits després de la lligacié del receptor independentment de
I'activitat PLCy (Gilfillan and Tkaczyk 2006).

4.3.4 PDK1 i AKT

L'activacié de PI3K i la resultant formacié de PIP3, fa que hi hagi un reclutament
de la PDK1 (proteina cinasa 1 dependent de 3- fosfoinositol) a la membrana
plasmatica, on posteriorment la PDK1 fosforila i activa una altra serina/treonina
cinasa, AKT (Stephens, Anderson et al. 1998). AKT (també anomenada PKB) és
una molécula clau en la part més distal de la via de la PI3K, promou la
supervivéncia cel-lular en interferir amb la iniciacio de l'apoptosi (Datta, Dudek et
al. 1997). AKT conté un domini PH a I'extrem NH2-terminal que interactua amb el
producte de la PI3K, PIP3, un domini cinasa serina/treonina, i un domini regulador

a l'extrem carboxil terminal. AKT regula positivament la funcié del factor de
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transcripcié NF-kB mitjancant la fosforilacié del inhibidor de NF-kB (IKB), que és

un regulador clau de NF-kB (Kitaura, Asai et al. 2000).

La via complementaria d’activacioé dels mastocits (depenent de PI3K), a més de la
via LAT-PLCy, regulen I'expressié de gens de citocines pels mastocits, causada
per FceRI. Els passos que condueixen a la regulacid dels gens de transcripcio de
citocines a través de PI3K sén menys clars que els que regulen la desgranulacié .
La produccié de citocines induida pel FceRI en aquesta via és consequiéncia de
l'activacié de factors de transcripcio com NFAT, AP1 (FOS i JUN) i NF-k3, tal com
succeeix en la via de LAT-PLCy (Kraft and Kinet 2007), tot i que hi ha certes
diferencies en els mecanismes que condueixen a aquesta activacié (Gilfillan and
Tkaczyk 2006).

A més, de la capacitat de PI3K per augmentar la concentracio de calci, també
podria augmentar la capacitat de PLCy, via activacido de la BTK, per regular
I'activacié del factor de transcripcio NFAT (Jascur, Gilman et al. 1997). Aixi, PI3K
podria regular la produccio de citocines mitjangant la regulacio de les activitats de
NF- kB i/ 0 NFAT .

4.3.5 Grb2, SOS i Vav

Grb2 també recluta directament els factors intercanviadors de guanina SOS i Vav,
gue tal com s’explica en la via primaria, participen en la via d'activacié de gens de
citocines, activant la proteina RAS, que regula de manera positiva la via
dependent de RAF. Aquesta via condueix a la fosforilacio i activacio de les MAPK
ERK, P38 i JNK, que al seu torn activen els factors de transcripcié AP1 (FOS i
JUN), NFAT i NF-kB, regulant I'expressié dels gens de citocines (Gilfillan and
Tkaczyk 2006).

Vav sembla controlar tant I'activacié de la PLCy, com l'activacio de la PI3K. Per
aguest motiu, Vav podria tenir un paper en la coordinacioé de les respostes de la

via primaria i la via complementaria (Gilfillan and Tkaczyk 2006).
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La importancia de moltes de les moléecules de senyalitzacié que participen en

aguest complex s’ha determinat mitjancant la generacié de ratolins deficients per
cadascuna d'aquestes molecules. Els efectes de l'anul-lacié dels gens que

codifiquen per aquestes proteines es troben resumits a la taula seguient.

Genoanul-lats, Efecte en la Efecte en
silenciaments, desgranulacié | l'alliberacio Efecte en la senyalitzacio
mutacions genétiques de citocines
Disminuida Incrementada Dismir!uci_c’)’ de la fosforilacié del FceRlI
Fosforilacié perllongada de les MAPK
Augment en l'activitat de la PI3K, degut a
Genoanul-lat Incrementada | Sense dades l'augment en la fosforilacié de Gab2 i a la
de LYN disminuci6 de l'activitat de SHIP
Compensacié per Fyn
. Alteraci6 en la fosforilacié en tirosines i
Sense canvis | Sense dades L .
disminucio del senyal de calci
Genoanul-lat S L Disminucid de I'activitat de la PI3K
Disminuida Disminuida . .
de FYN Sense canvis en el senyal de calci
Geggzr:?rl(- lat Abolida Abolida Sense dades
Genoanul-lat Disminuida Disminuida Disminuci6 del senyal de calci mediat
de Vav per la PLCy i de l'activitat de la PI3K
Genoanul-lat de SLP76 | Disminuida Disminuida !:)lsmlnuuo de la fo§for|IaC|o de la PLCy
i del senyal de calci
Disminuida la
Genoanul-lat de Gab2 Disminuida sintesi de Bloqueig en la via de la PI3K
mRNA de IL-6
Disminucid de la fosforilacié de SLP76,
i PLCy. Dismunicio de l'activitat de les
Genoanul-lat de LAT Disminuida Disminuida | MAPK i del senyal de calci
Sense canvis en la fosforilacié de SYK i
Vav
Silenciament de LAT Disminuida Sense dades | Sense dades
Incrementada
Genoanul-lat de NTAL (Sen,se CavIS | | crementada Hiperfosforilaci6 de LAT, PLCy i ERK
en l'anafilaxi
in vivo)
Silenciament de NTAL Disminuida Sense dades | Sense dades
Genoanul-lat de LAT L L Bloqueig de la fosforilacié de PLCy i del
- Disminuida Disminuida .
i NTAL senyal de calci
Genoanul-lat de BTK Disminuida Disminuida Disminucio della produccit de IPs i del
senyal de calci
Genoanul-lat de BTK Disminuida Disminuida Disminucié de les vies de senyalitzacio
i LYN de PLCy, d'ERK i de JUN
gigﬁiﬂg{g geggi? Sense canvis | Sense dades | Bloqueig de I'activitat de la PI3K
Disminuida
Mutaci6 de (bloqueig de
p110d (subunitat les respostes Disminuida | Bloqueig de l'activitat de la PI3K
de la PI3K) mitjancades
per KIT
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Taula 1. Importancia de les molécules implicades en les vies d'activacié dels
mastocits a través de la generacid de genoanul-lats , silenciaments i mutacions

genétiques . Basat en la taula de Gilfillan i Tkaczyk, 2006.

5. REGULACIO DE LA TRANSDUCCIO DE SENYALS A TRAVES DEL
FceRlI

La senyalitzacio a través del FceRl i les funcions efectores es troben sotmeses al
control d’altres molécules de superficie (Kraft and Kinet 2007) que poden ser
molécules inhibidores, o bé poden activar-se sota condicions apropiades i conduir
a un augment en l'activacio basal dels mastocits mitjancada per FceRI (Gilfillan
and Tkaczyk 2006).

5.1 Moleécules inhibidores de I'activacié dels mast ocits

El complex que condueix a l'activacié mastocitaria es troba ampliament regulat
per un sofisticat conjunt de mecanismes inhibidors, proveint d’aquesta manera
una coordinada xarxa de molécules que permeten assolir la resposta desitjada i
limitar les possibles lesions d’'una resposta excessiva o persistent. L'agregacio del
FceRI genera un conjunt de senyals positives que condueixen a I'activacio i les
funcions efectores del mastocits. Perdo més enlla dels senyals positius, I'agregacio
del FceRI també genera senyals intracel-lulars negatives capaces de limitar les
respostes funcionals dels mastocits (Molfetta, Peruzzi et al. 2007). Les funcions
que els mastocits realitzen a través del FceRI estan regulades per diverses
molécules, entre les quals es troben receptors inhibidors de la superficie cel-lular
(que sovint actuen quan sén co-lligats juntament amb el FceRI i que es troben
expressats de manera constitutiva o induible a la membrana dels mastocits),
PTKs, fosfatases de lipids i proteines, molecules adaptadores i lligases
d’'ubiquitines (Katz 2002; Bruhns, Fremont et al. 2005; Kraft and Kinet 2007,
Molfetta, Peruzzi et al. 2007).
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5.1.1 Regulacié negativa a través de receptors que  contenen ITIMs

La caracteristica comu de molts receptors inhibidors de la superficie cel-lular és la
preséencia a la seva cua citoplasmatica d'un o més motius d’'inhibicié dels
immunoreceptors basats en tirosina (Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibitory
Motif), que presenten la seguent sequiéncia consens: lle/Val/Leu/Ser-X-Tyr-X-X-
Leu/Val, on la X representa un aminoacid qualsevol. Depenent del seu domini
extracel-lular poden pertanyer a la superfamilia de les immunoglobulines
(exemples: FcyRIIB, IRp60 (CD300a), gp49B1, PIR-B (paired Ig-like receptor B),
proteina reguladora a) o a la superfamilia de tipus C de les lectines (calci

dependent) (exemples: KLRG1, killer cell lectin like receptor G1).

A través del seu ITIM, aquests receptors suprimeixen I'activacio cel-lular, reclutant
molécules de senyalitzacio negatives, com les fosfatases SHIP i SHP. Aixi doncs,
el seu mecanisme d’accio respecte la supressio de la senyalitzacio del FceRl es

basa en promoure esdeveniments de desfosforilacié (Kraft and Kinet 2007).

Entre els receptors inhibidors que contenen ITIMs a la seva cua citoplasmatica, un
dels més estudiats és el FcyRIIB, que correspon al receptor de baixa afinitat per la
IgG. El FcyRIIB uneix IgG lligada a antigen especific, i la seva co-agregacié amb
el FceRI també unit a IgE lligada a antigen especific, inhibeix la senyalitzacio del

FceRl i les funcions efectores en mastocits i basofils (Katz 2002).

El receptor IRp60 0 CD300a pertany a una familia de receptors de membrana que
s'expressen constitutivament en una varietat de cel-lules immunes com cél-lules
T, NK, neutrodfils, basofils i mastocits (Cantoni, Bottino et al. 1999; Bachelet,
Munitz et al. 2005; Gibbs, Sabato et al. 2012). Després de l'activacio, els motius
ITIMs recluten fosfotirosina fosfatases (per exemple, SHP-1, SHP-2) o inositol-
fosfatases (per exemple, SHIP-1), que servira per bloguejar I'activacié cel-lular.
S’ha demostrat que el CD300a bloqueja la desgranulacié causada pel FceRl i la
producci6 de citocines en mastocits i redueix la secrecié de mediadors en basofils
(Bachelet, Munitz et al. 2005; Gibbs, Sabato et al. 2012). La generaci6 del ratoli
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genoanul-lat de CD300a mostra una afectaci6 en la produccié de citocines
proinflamatories i antiinflamatories com TNF i IL-10, respectivament (Nakahashi-
Oda, Tahara-Hanaoka et al. 2012). S’ha identificat el CD300a com el primer
receptor que uneix fosfatidilserina (PS) pero no facilita la fagocitosi per part del
macrofag sin6 que inhibeix les respostes inflamatories dels mastocits a les

infeccions microbianes (Nakahashi-Oda, Tahara-Hanaoka et al. 2012) .

Recentment també s’ha vist que un membre de la familia de receptors SLAM, o
familia del CD150, concretament CD84, es un receptor inhibidor de la cascada de
senyalitzacio iniciada pel FceRI, després de la lligacié de la IgE, en mastocits. Pot
regular negativament esdeveniments com desgranulacié i la secrecié de

citocines, a través de Fes i SHP-1 (Alvarez-Errico, Oliver-Vila et al. 2011).

5.1.2 Regulacié negativa a través de fosfatases de  tirosines en proteines:
SHP-1i SHP-2

Les proteines tirosina fosfatases (PTP), entre elles trobem SHP-1 i SHP-2
regulen, mitjancant la desfosforilacio, I'estat de fosforilacié de les proteines de
senyalitzacio (Gilfillan and Rivera 2009).

SHP-1 NH2 P cocH

SHP-2 v ani§iig==@i)

Figura 18. Esquema de les estructures de les protei nes SHP-1 i SHP-2. Basat en el
model de Gilfillan i Rivera, 2009.

SHP-1 s'expressa principalment en cel-lules hematopoiétiques, mentre que SHP-2
s'expressa de forma més ubiqua. Tant SHP-1 com SHP-2 contenen dos dominis
SH2 a la part NH2 terminal, un domini catalitic, i un domini regulador a la part C -
terminal que conté dos residus de tirosina que son fosforilats per Src PTK
(Ozawa, Nakata et al. 2007). SHP-2 també conté una seqiiéncia rica en prolina en
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el seu extrem COOH que pot interaccionar amb dominis SH3 (Gilfillan and Rivera
2009).

La funcié d’aquestes fosfatases és regular negativament I'activacié dels mastocits.
Encara que, el seu mecanisme no esta ben definit, s’ha suggerit que ambdues
fosfatases actuen sobre la via de senyalitzaciéo del FceRl després de la seva
lligacio, probablement a través de receptors inhibidors que tenen capacitat de
reclutar SHP-1 i SHP-2 (Daeron, Jaeger et al. 2008). També s’ha suggerit que les
fosfatases de tirosines en proteines, com SHP-1 i SHP-2, podrien tenir un paper
clau en la regulacié de I'activacié de Syk, i per tant, en la resposta del mastocit.
Per altra banda, SHP-1 i SHP-2 semblen exercir un paper potencial en la
defosforilacié de les tirosines dels ITAM de la cadena y del FceRI (Yamashita,
Suzuki et al. 2008).

L’activitat de SHP-1 i SHP-2 s’ha associat amb la modulacio de senyals cel-lulars
que involucren la via PI3K/AKT, la via de les MAPKs i factors de transcripciéo com
NF-kB (Chong and Maiese 2007).

5.1.3 Regulacio negativa a través de fosfatases lip  idiques: SHIP

SHIP és un inositol polifosfat 5' - fosfatasa que desfosforila PIP; per produir PIP,.
Amb aquesta desfosforilacié bloqueja el reclutament de molécules com ara PLCy,

Vav i BTK inhibint la desgranulacié i I'expressié génica (Roth, Chen et al. 2008).

SHIP -1 disminueix la desgranulacié dependent de IgE i redueix la mobilitzacié de
Ca?" per hidrolisi de la 5' - fosfat de PIP3, el qual esta implicat en la regulaci6 del
influx de Ca®* (Kalesnikoff, Lam et al. 2002). També s’ha vist en estudis de ratolins
deficients en SHIP-1, un augment de I'activacio de les vies de MAPK, Akt i PKC,

vies important per la produccié de IL-6 (Kalesnikoff, Baur et al. 2002).

SHIP -2 també pot regular negativament l'activacié dels mastocits, al igual que
SHIP-1 disminueix la desgranulacié. Investigacions posteriors revelen que SHIP-2

regula negativament la formacié de microtabuls durant la desgranulacié dels
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mastocits. SHIP- 2 s'uneix constitutivament a la cadena B del FceRl i s'associa
amb Lyn i Gab2. Bloguejant la via de Fyn—Gab2 que esta implicada en la formacio
de microtubuls durant la desgranulacié dels mastocits (Leung and Bolland 2007).
Produccié de citocines IgE dependent, també esta regulada negativament per
SHIP-2. SHIP-2 regula l'activitat de GATA -1, un factor de transcripcié que regula
la transcripcié dels gens de IL-4 i IL-13 (Leung and Bolland 2007).

5.1.4 Regulacié negativa a través de molecules adap tadores: DOK

Les proteines adaptadores de la familia DOK s’ha demostrat que interactuen
exclusivament, en la part distal de la cascada, amb reguladors negatius de la
senyalitzacio de FceRI en els mastocits (Abramson, Rozenblum et al. 2003). DOK
consta d’'un domini N- terminal de PH, un domini PTB, nombrosos residus de
tirosina que poden ser fosforilats, i diversos motius PXXP que s'uneixen els
dominis SH3. De les diferents isoformes descrites, Dok -1, Dok -2, i Dok -3
s'expressen en mastocits (Lemay, Davidson et al. 2000; Abramson, Rozenblum et
al. 2003). L’estimulacio a traves del FceRI condueix a la fosforilacio de la tirosina
de Dok -1 i Dok -2 pero no de Dok -3 (Abramson, Rozenblum et al. 2003).

» COOH

Figura 19. Esquema de l'estructura de la proteina D  OK. Basat en el model de Alvarez-
Errico et al., 2009.

Dok -1, també anomenat p62°*, és la isoforma més ben estudiada i s’ha
demostrat que té un paper important en la part distal de la regulacioé negativa de
receptors que codifiquen motius d’inhibicié basats en tirosines (ITIMs) (Alvarez-
Errico, Lessmann et al. 2009). Dok -1 forma un complex amb la proteina
constitutiva Ras GTP vinculant proteines activadores ( RasGAP ) i s'associa amb
SHIP -1 després de l'activacio dels receptors que tenen ITIM. Aquest complex de
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proteines és reclutat directament, unint-se a les tirosines fosforilades dels ITIM a
través de la interaccio del domini SH2 de SHIP -1 (Tamir, Stolpa et al. 2000). Per
tant, aquest complex regulador negatiu de SHIP-1/RasGAP/Dok-1 regula a la
baixa els nivells de PIP3 a través de l'accié de SHIP -1 i inhibeix I'activacio de Ras
a través RasGAP inhibint la transcripcid i la produccié de mediadors lipidics.
Aquest complex de Dok -1, RasGAP i SHIP -1, es va descriure per primera
vegada després de la co-aggregacio del BCR amb FcyRIIB (Tamir, Stolpa et al.
2000).

5.1.5 Regulaci6 negativa a través de receptors que  no contenen ITIMs

També existeixen altres molécules de superficie, tot i que els hi manquen els
motius ITIM, poden igualment inhibir la senyalitzacio a través del FceRI (Kraft and
Kinet 2007). El receptor CD200, membre de la superfamilia de les
immunoglobulines i receptor pel lligant CD200, té capacitat per suprimir la
desgranulacio dels mastocits i I'anafilaxi cutania induides pel FceRl, tot i que el

mecanisme d’aquesta inhibicié és desconegut (Cherwinski, Murphy et al. 2005).

El receptor FcaRl, que té com a lligant la IgA, s’associa amb la cadena y del
FceRl i pot inhibir la desgranulacié dels mastocits induida pel FceRl, tot i que
conté un motiu ITAM (d’activacio) en la seva cua citoplasmatica (Pasquier, Launay
et al. 2005).

5.2 Molécules potenciadores de I'activacié dels mas  tocits

5.2.1 Receptors acoblats a proteina G (GPCRs): S1P1 , S1P2, receptor
d’adenosina A3 i receptor de C3a.

Receptors com S1P;, S1P,, receptor d'adenosina As; i receptor de C3a sota
determinades condicions poden potenciar respostes causades per antigen,
actuant com a co-estimuladors i incrementant la desgranulacio i/o produccio de
citocines.(Gilfillan and Tkaczyk 2006).
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Els receptors S1P1 i S1P2 pertanyen als anomenats GPCRs (G-protein-coupled
receptors), receptors acoblats a proteina G. El receptor S1P1 participa en la
reorganitzacioé del citoesquelet, potenciant la quimiotaxis del mastocit; mentre que

el receptor S1P2 potencia el procés de desgranulacio (Jolly, Bektas et al. 2004).

El receptor d'adenosina A3 té capacitat per amplificar i/o0 mantenir els processos
de desgranulacié i produccié de citocines mediats pel FceRl quan s’'uneix al seu
lligant, 'adenosina. De la mateixa manera, la unid de la proteina C3a al seu
receptor fa que es potencii un augment de la desgranulacié mitjancada pel FceRI.
La molécula clau que estaria implicada en els processos d’amplificacié lligats a

aquests GPCRs sembla ser la PI3K (Laffargue, Calvez et al. 2002).

Segons les dades descrites, semblaria que un dels papers de la via
complementaria de I'activacié dels mastocits pot ser permetre integrar a la xarxa
de senyalitzacid6 promoguda pel FceRl, cascades de senyalitzacio iniciades per
altres receptors, especialment KIT, amb la finalitat de modular l'alliberacié de

mediadors en mastocits dependent d’antigen (Gilfillan and Tkaczyk 2006).
5.2.2KIT

KIT, també anomenat CD117, és un receptor de superficie d'una sola cadena, que
té activitat proteina tirosina cinasa inherent (Linnekin 1999). El lligant de KIT és el
SCF (stem cell factor), considerat com el factor de creixement més rellevant en
mastocits. Tot i que, les vies de senyalitzacié a través de KIT comparteixen
moltes caracteristigues comunes amb les vies iniciades pel FceRI, KIT no té la
capacitat per activar els senyals necessaris per induir la desgranulacié en els
mastocits (Hundley, Gilfillan et al. 2004). Encara que KIT activa Scr cinases,
PLCyl, PI3K i la cascada de MAPK, no sembla ser capac de reclutar i activar Syk,
fosforilar LAT o activar PKC de la mateixa intensitat que el produit pel FceRl
(Hundley, Gilfillan et al. 2004; Tkaczyk, Horejsi et al. 2004; Iwaki, Tkaczyk et al.
2005). A més, el senyal de calci es redueix molt i va endarrerit en comparacio

amb I'observat amb I'estimulacié del FceRI (Hundley, Gilfillan et al. 2004; Tkaczyk,
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Horejsi et al. 2004). Aquests senyals absents o febles explicarien la incapacitat de
KIT per induir una resposta de desgranulacié. No obstant aix0, quan s’inicia
l'activacié a través de FceRI, la via de senyalitzacié de KIT, té la capacitat de
millorar la desgranulacié i la produccié de citocines a través del reforc o
potenciacié dels senyals de FceRI (Gilfillan and Beaven 2011). L'activacié de KIT
a través del SCF és crucial per al desenvolupament, la diferenciacio i la
supervivencia dels mastocits. També és important per I'adhesié a proteines de la

matriu extracel-lular (Gilfillan and Rivera 2009).

6. EL RECEPTOR KIT (CD117)

A part del FceRlI, hi ha tot una série de receptors que s6n expressats en mastocits
i poden regular o modificar les seves funcions. EI mes rellevant d’aquests
receptors és KIT (CD117), receptor per stem cell factor (SCF), d’aproximadament
145kDa, responsable del desenvolupament i 'hnomeostasi dels mastocits (Gilfillan
and Rivera 2009). S’expressa en cel-lules del llinatge hematopoietic i melanocitic.
(Broudy, Kovach et al. 1994; Ronnstrand 2004).

El patr6 d'expressié de KIT i SCF durant I'embriogénesi del ratoli suggereix que
estan involucrats en la migracié de cel-lules hematopoietiques, cél-lules germinals
i de llinatge melanoblast , aixi com en la diferenciaci6 i proliferaciéo d'aquestes
cél-lules. Per tant aquestes dades d'expressio també suggereixen que la
senyalitzacid6 de KIT pot tenir funcions importants en el sistema nerviés, la
placenta, cor, pulmé, ronyé (durant la gestacid) (Lennartsson and Ronnstrand
2012).

6.1 Estructura del receptor KIT

El receptor de KIT és un receptor tirosina cinasa tipus Il i esta estretament

relacionat amb el receptor del factor de creixement derivat de plaquetes (PDGFR),
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el receptor de factor estimulant de colonies de macrofags, i FLT3 (Lennartsson

and Ronnstrand 2012).

Els receptors tirosina cinases de tipus Il es caracteritzen per la presencia de cinc

dominis similars a les immunoglobulines i la preséncia d'una sequencia d'insercio

de cinasa de 70-100 aminoacids que resideixen al mig del domini cinasa. En el

cas de KIT, la regi6 d'insercié de cinasa és de ~ 80 aminoacids de longitud. El
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qaan

diinsercio
cinasa

receptor tirosina cinasa codificat pel gen c-KIT
€s una proteina transmembrana amb un domini
extracel-lular composta de cinc dominis
immunoglobulina seguit d'una regioé

transmembrana.

La part intracel-lular de KIT comenca amb la
regid juxtamembrana, una regi6 de gran
importancia per a la regulaci6 de [lactivitat
cinasa de KIT. El domini cinasa es compon de
dos subdominis, domini tirosina cinasa 1 i 2, que
esta interromput per una sequéncia d'insercio
de cinasa, finalment trobem una cua a la part
carboxi-terminal. La majoria dels llocs de
fosforilaci6 que es produeixen després de
l'activacié estimulada per lligant de KIT
resideixen en la regi6 juxtamembrana, I'insert de
cinasa, o0 la cua COOH-terminal (Lennartsson
and Ronnstrand 2012).

Figura 20. Esquema de I'estructura del receptor KIT . Es mostra la part extracel-lular

format per 5 dominis immunoglobulina, el domini transmembrana i la cua citoplasmatica

amb els dos dominis cinases, les diferents tirosines i alguns exemples de proteines que

s’hi uneixen. Basat en el model de Gilfillan i Rivera, 2009.
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L'activacidé de receptors de factors de creixement, generalment requereix la
dimeritzacié o oligomeritzacié de molecules del receptor monomeric (Lemmon and
Schlessinger 2010).

En alguns casos, el dimer es forma independent del lligant (per exemple,
receptors del factor de creixement de tipus insulina i similars a la insulina), pero

amb més frequencia la dimeritzacié és provocada per la unié del lligant.

La cinética d'activacié de KIT és rapida, els dimers poden ser detectats ja en
guestié de minuts després de I'addicié de lligant (Broudy, Lin et al. 1998). Durant
els dltims 10 anys hi ha hagut un augment substancial en les dades estructurals
que en combinaci6 amb els estudis bioquimics proporciona una detallada

descripcio del procés d'activacié de KIT.

Les primeres investigacions bioquimiques argumenten que el SCF és un
homodimer, i la dimeritazi6 de KIT és impulsada per la seva capacitat
d'interactuar simultaniament amb dos monomers de KIT (Lemmon, Pinchasi et al.
1997). A més, es va proposar que per la uni6 amb SCF es requereixen nomes els
tres primers dominis immunoglobulina. Aquestes interpretacions de les dades
bioquimiques ja han estat confirmades per estudis estructurals sobre SCF (Zhang,
Zhang et al. 2000) i el complex entre la SCF i KIT (Yuzawa, Opatowsky et al.
2007). D'altra banda, a part de la uni6 de dos mondomers de KIT, formant un
dimer, la unié amb el lligant també indueix un canvi conformacional que facilita la
interacci6 homotipica entre els dominis immunoglobulines 4 i 5 de les dues
molecules KIT adjacents (Yuzawa, Opatowsky et al. 2007). La mutacié dels
residus clau implicats en la interaccié entre receptors redueix drasticament la
fosforilacio de tirosines, pero no influeix en la dimeritzacio induida per SCF de KIT
(Lennartsson and Ronnstrand 2012). Una consequéncia del canvi conformacional,
del domini extracel-lular de KIT induit per SCF, és que les regions transmembrana
de KIT s’apropen entre elles fet que permet les interaccions proteina-proteina
entre les regions transmembrana, aixi com el posicionament més proxim dels

dominis tirosina cinasa intracel-lular per facilitar la seva activacio i la posterior
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transfosforilacio de les diferents tirosines presents en la regié de yuxtamenbrana
(Tyr 568 i 570), la regi6 insert de cinasa (Tyr 703, 721, 730 i 747), el domini
tirosina cinasa (Tyr 823 i 900) (per Src cinases), i la cua carboxi terminal (Tyr 936)

(Yuzawa, Opatowsky et al. 2007).

La idea de l'estabilitzacio de les interaccions entre dues regions transmembrana
és recolzat pel que se sap del PDGFR en el qual les regions transmembrana
mostren una forta afinitat entre si, mitjancant la formacié d'una estructura de

cremallera de leucina (Oates, King et al. 2010).

Com el receptor KIT i el PDGFR estan estretament relacionats, el més probable
€és que es produeixi una situacido similar per KIT. A més, les interaccions
homotipiques entre els dominis similars a immunoglobulina 4 i 5, formant dues
molécules KIT proximals també poden influir en les posicions relatives dels
dominis cinasa intracel-lulars dins del dimer d'una manera oOptima per la

transfosforilacio (Lennartsson and Ronnstrand 2012).

Donoghue et al (Bell, Tynan et al. 2000) van mostrar que l'orientacié dels dos
dominis cinasa intracel-lulars en el dimer del receptor influeix en l'activacié del

receptor.

Estudis bioquimics utilitzant un peptid sintétic derivat de la sequéncia
d'aminoacids del domini juxtamembrana de KIT mostren que aquesta regié pot
interaccionar amb el domini cinasa de KIT i suprimir la seva activitat cinasa (Chan,

llangumaran et al. 2003).

El concepte d'un domini de juxtamembrana inhibitori en KIT cinasa va ser
confirmat per l'estructura de l'estat inactiu del domini cinasa (Mol, Dougan et al.
2004). El domini juxtamembrana conté dos residus de tirosina, Tyr568 i Tyr570,
gue es converteixen en tirosina fosforilada després del tractament SCF, i aixo
allibera el domini juxtamembrana de la seva configuracié inhibitoria i permet
adoptar al domini cinasa una configuracié que li permeti portar a terme la seva
funcio catalitica (Mol, Lim et al. 2003; Mol, Dougan et al. 2004).
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6.2 Regulacio de I'expressio del receptor KIT

El gen c-KIT, es localitza en el segment del cromosoma 411 en humans (Yarden,
Kuang et al. 1987; d'Auriol, Mattei et al. 1988) i es compon de 21 exons , que
abasten més de 34 kb de DNA. En ratolins es troba en el cromosoma 5, locus W, ,
a on hi ha més de 30 mutacions conegudes (Kovarova and Rivera 2004). El SCF
es va trobar que era el producte del locus SlI, locus on també hi ha mutacions

(Kovarova and Rivera 2004).

El splicing alternatiu del RNA missatger que codifica c-kit condueix a l'aparicid
d'almenys quatre isoformes de KIT en els éssers humans. Dues d'aquestes
isoformes, difereixen entre si per la preséncia o absencia d'una sequéncia de
tetrapéptid (GNNK) a la regi6 juxtamembrana extracel-lular de la proteina
codificada (Reith, Ellis et al. 1991; Crosier, Ricciardi et al. 1993; Zhu, Dong et al.
1994). Altres variants de splicing que existeixen difereixen per la preséncia o
abséncia d'un Unic residu de serina a la regi6 dinserci6 de cinasa de KIT

(Lennartsson and Ronnstrand 2012).

Estudis en la regi6 del promotor del c-kit han demostrat que la regié
d'aproximadament 139 nucleotids de la part més proximal del lloc d'iniciacié de la
traduccid és critic per I'activitat del promotor. Aquesta seqieéencia té llocs d'unio
funcionals per als factors de transcripcié Ets-2 i Myb, que serveixen com a
reguladors de l'expressio de KIT en cel-lules hematopoietiques (Ratajczak,
Perrotti et al. 1998). Park i col-laboradors van demostrar la importancia del factor
de transcripci6 Spl per obtenir la maxima activitat del promotor de c-kit (Park,
Plummer et al. 1998). El promotor c-kit conté tres llocs d'unié funcionals, AP-2 i la
pérdua de I'expressio de KIT en melanomes malignes es produeix a causa de la

pérdua de I'expressié de AP -2 (Huang, Jean et al. 1998).

S’ha reportat que I'expressio del gen de c-kit requereix el reclutament de GATA2 i
Spl a la regi6 promotora en mastocits (Maeda, Nishiyama et al. 2010). També
s’ha proposat que GATAS3 (tot i que és un regulador de TH2) estabilitza I'expressio
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de KIT i promou el desenvolupament dels mastocits en abséncia dels senyals de
Notch, i en preséncia de IL-3 i SCF (Zheng and Flavell 1997; Taghon, Yui et al.
2007). El factor de transcripcié SCL s’ha mostrat que és necessari per I'expressio i

funcié de KIT en cel-lules hematopoiétiques (Krosl, He et al. 1998).

El factor de transcripcié MITF (factor de transcripcié associat a microftalmia) és un
important regulador de I'expressié de KIT en mastocits (Tsujimura, Morii et al.
1996). MITF s'uneix a un motiu CACCTG en el promotor de c-kit. Curiosament,
dades recents suggereixen que també hi ha una regulacié inversa, en la qual la
senyalitzacié de KIT regula l'expressiéo de MITF través dels miRNAs miR - 539 i
miR - 381 (Lee, Brandal et al. 2011).

A part de la regulacié dels nivells d’expressio per part de factors de transcripcio,
s’ha reportat que KIT pot ser regulat per microRNAs: miR-193b en leucémia
(Gao, Lin et al. 2011) i el mir-221 en cél-lules de melanoma (lgoucheva and
Alexeev 2009). Els miRNAs: miR-221 i miR-222 s’han descrit com reguladors de
'expressio de KIT en cél-lules hematopoietiques i s’ha reportat com a potencials
reguladors de I'expressio de KIT en tumors gastrointestinals (Felli, Fontana et al.
2005; Koelz, Lense et al. 2011).

6.3 Funcions biologiques del receptor KIT

L’analisi de ratolins amb mutacions en els locus W o S| ha donat molta informacio
sobre la funcié in vivo de KIT. Aquestes mutacions d'origen natural comprenen un
espectre de defectes que van des defectes menors en l'activitat de la tirosina
cinasa de KIT a una pérdua completa de la seva activitat cinasa (Chabot,
Stephenson et al. 1988; Geissler, Ryan et al. 1988).

Aquestes mutacions ens han donat pistes sobre la funcio fisioldgica normal de KIT
durant I'embriogénesi i I'edat adulta . El gran nombre de diferents mutacions de
pérdua de funcid en aquest sistema receptor / lligant suggereixen funcions
crucials en el sistema hematopoiétic, durant el desenvolupament de gametocits, la

pigmentacio, la motilitat intestinal, aixi com en el sistema nervidés (Russell 1979;
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Keshet, Lyman et al. 1991; Lev, Blechman et al. 1994). Dades d'altres models
també han suggerit una funcié en el sistema immune incloent la inflamacio
(donada la seva expressié tant en ceél-lules dendritiques i mastocits) i en la
regulacié de la vasculogenesi (Heissig, Werb et al. 2003; Metcalfe 2008; Ray,
Krishnamoorthy et al. 2010).

Les cel-lules mare hematopoiétiques (HSC) es caracteritzen per la seva capacitat
d'auto-renovacié i per ser capaces de diferenciar-se en tots els llinatges
hemopoietics. Amb poques excepcions, KIT es pot detectar en les cel-lules
hematopoietiques primerengues (incloent cél-lules mare i cél-lules progenitores), i
la seva expressio es perd durant la seva diferenciacié (Ogawa, Matsuzaki et al.
1991; Okada, Nakauchi et al. 1991; Broudy 1997). Aquestes cel-lules
primerenques depenen dels senyals de KIT per la seva proliferacio i
supervivéncia. Aixo passa, en general, en sinergia amb altres citocines i factors.
En dos casos, I'expressié de KIT no es perd durant la maduracio, son els casos
dels mastocits i les cél-lules dendritiques, (que depenen de KIT per la seva
proliferacio, supervivéncia i funcid) (Metcalfe, Baram et al. 1997; Ray,
Krishnamoorthy et al. 2010).

En el cas dels mastocits, KIT esta involucrat en diferents funcions biologiques com
son la mitogenesis, diferenciacié, supervivéncia, adhesié, migracié, secrecid i
reorganitzacié del citoesquelet d’actina (Ronnstrand 2004). No obstant, el
consensus de diferents estudis suggereixen, que els senyals generats per
I'activacié de KIT no son suficients per induir la desgranulacio pero si poden induir
la produccioé de citocines en abseéncia d'altres estimuls (Hundley, Gilfillan et al.
2004; Tkaczyk, Horejsi et al. 2004). Recentment s’ha reportat que el tractament
amb inhibidors dels citoesquelet (citocalasina B i lantrunculina B) inhibeixen la
guimiotaxi deguda a l'acci6 de KIT pero incrementen la seva habilitat de
desgranular suggerint que la prevencié de la polimeritzacié d'actina canvia la

resposta del SCF de quimiotactica a desgranuladora (Smrz, Bandara et al. 2013).
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KIT juntament amb FceRI interaccionen sinergicament per millorar notablement la
guimiotaxi i la desgranulacié en els mastocits (Kuehn, Radinger et al. 2010).
Aquesta sinergia no es limita amb l'activacié del receptor FceRl, s’ha mostrat que
KIT juntament el receptor d’Adenosina A,, milloren la produccié de IL-8 en HMC-1
(linia de mastocits humans) (Meade, Worrall et al. 2002), juntament amb LPS a
través de TLR4, milloren la produccié de PGD, i citocines en BMMCs (Moon,
Murakami et al. 1998). La pigmentacié defectuosa observada en el ratolins
deficients de la funcié de KIT esta vinculada a la funcié de KIT en la proliferacié, la
supervivencia i la migracié dels melanocits durant I'embriogénesi (Scott, Ewing et
al. 1994; Mackenzie, Jordan et al. 1997; Wehrle-Haller 2003). Les vies exactes
que enllacen KIT amb la produccié de pigments no es coneixen completament.
Kimura et al . van demostrar que les tirosines Y568 i Y570 de la regio de
juxtamembrana de KIT, estan involucrats en la unié i l'activacié de les cinases de
la familia Src , necessaries per una pigmentacido normal (Kimura, Jones et al.
2004).

L'esterilitat que es troba en els mutants W i SI esta vinculada a la perdua de
proteccio en front I'apoptosi de les cél-lules germinals causada per KIT i també a
causa dels defectes en la migraci6 i proliferacié causada per KIT (Loveland and
Schlatt 1997). Una de les vies que semblen ser importants per a la funcié de

gametocits és la via P13-kinase/Akt (Blume-Jensen, Janknecht et al. 1998).

En el tracte gastrointestinal, trobem les ceél-lules intersticials de Cajal (ICC).
Aquestes cel-lules son KIT positives i regulen la motilitat de l'intesti. Una perdua
completa de les ICC provoquen trastorns d’obstruccié intestinal (Lennartsson and
Ronnstrand 2012).

La senyalitzacié de KIT té un paper en la funcié d'aprenentatge espacial de la
regio del hipocamp del cervell. A més, KIT juga un paper important en la migracio
de les cel-lules mare i progenitors neuronals als llocs de lesio en el cervell (Sun,
Lee et al. 2004).
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KIT també juga un paper important en la diferenciaci6 de cél-lules mare
cardiaques i la regulacié de la diferenciacié terminal de les cardiomiocits (Li, Naqgvi
et al. 2008).

Dades recents suggereixen que el KIT té una funcié important en el manteniment
de la integritat del teixit pulmonar. Un possible mecanisme per explicar-ho, podria
ser que KIT regules l'expansié de cel-lules progenitores epitelials, i per tant
protegiria el teixit pulmonar de la destruccié (Reinhard, Meyer et al. 2005; Lindsey,
Ganguly et al. 2011).

7. TRANSDUCCIO DE SENYALS EN MASTOCITS A TRAVES DEL
RECEPTOR KIT

Com hem descrit anteriorment KIT consta d'una part intracel-lular amb diferents
tirosines fosforilables, la qual cosa indica que multiples proteines s’hi poden unir.
Aixi la PLC y1 s’uneix a la Tyr 936, la subunitat p85 de la PI3K a la Tyr 721, la
familia de les Src cinases Lyn i Fyn a les Tyr 568 i 570, les proteines adaptadores
Grb2 ala Tyr 7031936 i SHC a les Tyr 568 i 570, i SHP-1 (Fosfatasa de tirosines
en proteines que conté un domini SH2) en la Tyr 568 i 570 (Gilfillan and Rivera
2009).

Aixi, la senyalitzacié causada per KIT involucra diferents vies de senyalitzacio
com poden ser la de la PI3K, les cinases de la familia Src, les vies de la proteina
cinasa activada per mitogens (MAPK), fosfolipases, via de JAK-STAT. No
obstant aix0, és important tenir en compte que aquestes vies no operen

allladament i que s'integren en un circuit de senyalitzacio.
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Figura 21. Esquema de la tranduccidé de senyals en m  astocits a través del receptor
KIT. Basat en el model de Gilfillan i Tkaczyk, 2006 i Jensen et al., 2008.

7.1 Via PI3K

El receptor s’autofosforila i interactua amb el domini SH2 de la subunitat p85, el
que resulta en un canvi de conformacié en la subunitat enzimatica associada
pl110, el que porta a la seva activacié (Klippel, Escobedo et al. 1994) . D'altra
banda, la translocacié des del citoplasma fins a la membrana plasmatica, on es
troba el receptor activat, posiciona la PI3K proxima als seus substrats lipidics,
donant lloc fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3). Una funcié important de PIP3 és
permetre a la membrana tenir llocs d'acoblament de proteines que contenen

dominis PH, com ara la serina/treonina cinasa AKT, la cinasa BTK, entre d'altres.
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PI3K és activada pel SCF tant a través de la uni6 directa amb la tirosina Tyr-721
al KIT (Lev, Givol et al. 1992; Serve, Hsu et al. 1994) o indirectament a través de
la unié al complexa format per Gab2-Grb2 un cop el receptor és activat (Nishida,
Wang et al. 2002; Yu, Luo et al. 2006; Sun, Pedersen et al. 2008).

AKT activat promou la supervivencia de les cél-lules per diferents vies, que
inclouen la fosforilacié de Bad (proteina involucrada en el control d’alliberacié de
citocrom C de la mitocondria, un esdeveniment inicial en I'activacié de la cascada
de les caspases), Foxo, i l'activacié del NF-kB (Blume-Jensen, Janknecht et al.
1998; Kitaura, Asai et al. 2000; Lennartsson and Ronnstrand 2012).

7.2 Via familia Src cinases (SFK)

En resposta a l'estimulaciéo del SCF, KIT es fosforila en dos residus a la regi6
juxtamembrana (Tyr-568 i Tyr-570) (Linnekin, DeBerry et al. 1997; Price, Rivnay et
al. 1997; Krystal, DeBerry et al. 1998; Lennartsson, Blume-Jensen et al. 1999).
Aquests llocs de fosforilacio interactuen amb el domini SH2 de les SFK
(Lennartsson, Blume-Jensen et al. 1999), desplagant d'aquesta manera la cua
carboxi terminal de la interaccio intermolecular amb el domini SH2 de la Src
cinasa, resultant una obertura de l'estructura i augment de l'activitat catalitica

(Lennartsson and Ronnstrand 2012).

L'activacio de les SFK, s’ha demostrat que contribueixen a l'activacio de diverses
vies de senyalitzacié de KIT en la part distal com l'activacié de les MAPK

(Lennartsson, Blume-Jensen et al. 1999).

SFK sb6n una part integral dels sistemes de senyalitzacié de les respostes
causades per KIT com la proliferacié , la supervivéncia i la migracié. D'altra
banda, la naturalesa de la participacié de SFK en les respostes a través de KIT és
diferent en els diversos tipus cel-lulars, probablement és un reflex de quin membre
de SFK i substrat s'expressen en el tipus cel-lular concret (Lennartsson and
Ronnstrand 2012).
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7.3 Via FOSFOLIPASACIiD

Com ja hem esmentat en l'apartat 4.2.3 I'enzim PLC catalitza la hidrolisi dels
fosfolipids de la membrana (PIP2), generant diacilglicerol (DAG) i inositol 1,4,5 -
trifosfat soluble (IP3). DAG interactua amb les proteines efectores, per exemple,
certes isoformes de PKC promovent aixi la seva activacio, mentre que IP3
condueix a la mobilitzaci6 de Ca®* de les reserves internes del reticle
endoplasmatic. Una altra lipasa que s'ha trobat que és important en la
senyalitzacio de KIT és la fosfolipasa D (PLD). La funcié enzimatica de la PLD és
hidrolitzar la fosfatidilcolina dels lipids de membrana en acid fosfatidic i colina
soluble. L'acid fosfatidic s’ hidrolitza rapidament a DAG per la hidrolasa d'acid
fosfatidic, fet necessari per I'alliberament d’acid araquidonic,essencial en la sintesi

d’eicosanoids, del mastocits (Koike, Mizutani et al. 1993)

La PLCy conté dominis SH2 que els permeten interactuar amb els receptors de
tirosina cinasa activats. S'ha trobat que la PLCy pot interactuar amb el residu de
tirosina 730 en KIT. S’ha demostrat que la proliferacié cel-lular es induida per la
associaci6 de PLCy amb KIT activat (Gommerman, Sittaro et al. 2000;
Trieselmann, Soboloff et al. 2003). També s’ha observat que KIT a través de
l'activacié de PLCy pot protegir les cél-lules dels efectes de la radiacié (Plo,
Lautier et al. 2001; Maddens, Charruyer et al. 2002).

7.4 Via JAKS/STATs

La via de JAK-STAT s'activa després de I'estimulaci6 amb SCF. KIT estimula la
fosforilacio rapida i transitoria de la tirosina de JAK2 (Brizzi, Zini et al. 1994). JAK2
es trobar associada constitutivament amb KIT, i amb I'estimulacio de KIT a través

del seu lligant s'incrementa aquesta associacio (Weiler, Mou et al. 1996).

Les cinases Janus (JAKs), JAK1, JAK2, JAK3 soOn tirosines cinases
citoplasmatiques, que s'activen a través de I'estimulacié del lligant de receptors de

citocines o0 receptors tirosina cinases (RTK). JAK2 es requereix per la
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diferenciacié de cél-lules progenitores KIT™ a mastocits (Kerr, Costa-Pereira et al.
2003; Ronnstrand 2004).

A la part distal de JAK trobem els transductors de senyals i activadors de la
transcripcié (STAT), que sén fosforilats per JAK. Les proteines STAT sOn una
classe de factors de transcripci6 amb dominis d'unié a ADN, un domini SH2 i un
domini transactivador a la part carboxi—terminal. Després de la fosforilacio de la
tirosina, STAT dimeriza a través de la interaccid fosfotirosina amb els seus
dominis SH2, un cop dimeritzat es dirigeix cap al nucli, on regula I'expressio dels
gens de resposta, (Kerr, Costa-Pereira et al. 2003) com sén els de proliferacio,

produccio de citocines, entre d’altres.

L'activacié de KIT condueix a l'associaci6 fisica amb JAK2 i activacié de STAT1a,
STAT3, STAT5A i STATSB (Deberry, Mou et al. 1997; Ryan, Huang et al. 1997,
Brizzi, Dentelli et al. 1999; Ning, Li et al. 2001). S'ha demostrat que Il'activacio de
STAT3 es requerida pel mutant de KIT D816H que esta constitutivament activat
(Ning, Li et al. 2001).

7.5 Via MAPK

L'estimulacié de KIT promou el reclutament del complex Grb2-Sos al receptor.
Grb2 s'uneix al receptor a través de les tirosines Tyr-703 i 936 (Thommes,
Lennartsson et al. 1999), pero també ho pot fer a partir de Shc. La importancia
relativa de la unié indirecte de Grb2 a través de Shc no esta clara. Apropant Sos
en la proximitat de la GTPasa RAS provoca un intercanvi de nucleotids de GDP a
GTP, que indueix un canvi conformacional en RAS que li permet interactuar amb
els seus efectors a la part distal. Un d’aquest efectors és la serina/treonina cinasa
RAF. Amb la interaccié amb RAS activat i translocat a la membrana plasmatica,
RAF s'activa a través d'un procés que implica tant la fosforilacio i desfosforilacié
(Chong and Guan 2003). RAF fosforilar i activar Mekl / 2, que al seu torn pot
fosforilar i activar ERK1/2 . Moltes de les proteines en la part distal de ERK1/2 sén
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factors de transcripcidé, com c-Fos i EIk-1 involucrat en produccié de citocines
(Turner and Cantrell 1997).

S'ha demostrat que l'activacié de KIT promou la fosforilaci6 de Gab2 dependent
de SFK, llavors Gab2 recluta SHP2, aixo és critic per la induccié de Rac /JNK , i

també per l'activacié de RAS parcialment. (Yu, Luo et al. 2006)

8. PATOLOGIA DE KIT | ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES

Mutacions en el receptor KIT estan associades a processos patologics com les
mastocitosi i processos tumorals com les leucémies mieloides agudes. A més, KIT
s'ha implicat en més del 80% dels casos de tumors de I'estroma gastrointestinal i
en el carcinoma de cel-lules petites de pulmd, melanomes malignes, cancer
colonorectal. En aquests tipus de cancer mutacions en el gen KIT s'observen amb
freqiéncia. S’han descrit més de 500 mutacions diferents de KIT en tumors
humans. Tot i que les mutacions més comunes s'agrupen en l'exé 11 i I'ex6 17

(Lennartsson and Ronnstrand 2012).
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8.1. Patologia de KIT
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Figura 22. Esquema de les principals mutacions de K IT, exé que es troba afectat i

malaltia implicada. Basat en el model de Ashman i Griffith, 2013.
8.1.1 Mastocitosi

La mastocitosi és una malaltia que es caracteritza per un augment patologic del
nombre de mastocits als teixits. Les caracteristiques patologiques més
remarcables son les acumulacions de mastocits a la pell, al tracte gastrointestinal,
a la medul-la ossia, al fetge, a la melsa i als noduls limfatics; aixi com la frequent
associacié de l'augment de mastocits amb desordres hematologics (Metcalfe
2008). Els simptomes de la mastocitosi (erupcidé cutania, urticaria, etc.) es
produeixen a causa de l'alliberament de mediadors dels mastocits en els teixits.

Encara que la malaltia en general avanca lentament, en rares ocasions pot
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transformar-se en leucemia dels mastocits altament maligne (Lennartsson and
Ronnstrand 2012).

Sol apareixer com una malaltia transitoria i limitada en nens, mentre que és
persistent i progressiva en adults. A causa de la seva heterogénia, la mastocitosi
es classifica en varies categories (Horny, Sotlar et al. 2007; Gotlib, Pardanani et
al. 2013).

1) Mastocitosi cutania, malaltia benigna a on la infiltracié dels mastocits es
concentra només a la pell:s’observa preferentment en nens i tendeix a revertir

espontaniament.

2) Mastocitosi sistémica, majoritariament es diagnostica en adults i inclou varis

subgrups

2.1) Mastocitosi sistémica indolent és la forma més comu i afecta la pell , la

medul-la 0ssia i el tracte gastrointestinal.
2.2) Mastocitosi sistemica avangada, en la qual s’engloben:

2.2.1) Mastocitosi associada a un trastorn hematologic, es refereix als casos en
qué els simptomes d'urticaria pigmentosa s'acompanyen d'una varietat de
troballes hematologiques causades per la infiltraci6 de mastocits en la medul-la

ossia, la melsa, el fetge i els ganglis limfatics.

2.2.2) Leucemia de mastocits, es caracteritza per la proliferacié i la infiltracié de
mastocits immadurs a la medul-la ossia, sang periférica, i diversos teixits

extramedul-lars.

2.2.3) Mastocitosi agressiva, es caracteritza per I'afectacié greu de la medul-la
ossia, el fetge, la melsa, i el sistema limfatic. Gairebé tot els casos presenten la

mutacio D816V, localitzat en I'ex6 17.

3) Tumors de mastocits localitzats extracutanis, tan malignes com benignes.
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El pronostic de la mastocitosi depen molt del tipus. Tot i que la mastocitosi
indolent, la forma més comuna, no és generalment fatal, les altres tres formes de

mastocitosi avancada ho poden ser (Lennartsson, Jelacic et al. 2005).

Les mutacions d’'activacié de KIT es troben en gairebé tots els pacients adults
amb mastocitosi. Entre elles, més del 90 % dels pacients presenten la mutacio
D816V, encara que també podem observar mutacions D816Y/H (Longley,

Metcalfe et al. 1999; Garcia-Montero, Jara-Acevedo et al. 2006).

L'expressio alterada de SCF també pot estar implicada en la mastocitosi

(Lennartsson, Jelacic et al. 2005).
8.1.2 Tumors gastrointestinals

Els tumors gastrointestinals (GIST) son els tipus de tumor d'origen mesenquimal
més comu en el tracte gastrointestinal. No obstant aix0, representen només I'1 %
de tots els tumors gastrointestinal (Corless, Fletcher et al. 2004). S'originen en les
cel-lules intersticials de Cajal (ICC). Tot i que és un tumor maligne, poques
vegades fa metastasi als ganglis limfatics. Gairebé totes les GIST expressen KIT, i
aproximadament entre el 80-85% dels casos son mutacions en I'activacio de KIT,
mentre que una petita part, aproximadament un 6% dels casos trobem mutacions

en el receptor PDGF alfa (Corless, Fletcher et al. 2004).

Les mutacions es localitzen en I'exd 11, que codifica la regioé juxtamembrana de
KIT (Hirota, Isozaki et al. 1998). Aquesta regid en la proteina salvatge esta
associada amb el primer domini cinasa i suprimeix la seva activitat cinasa. Les
mutacions en aquesta regié condueixen a un alliberament d'aquesta repressio i
l'activacié de la tirosina cinasa (Mol, Dougan et al. 2004). Altres mutacions no tan
comunes es troben en I'exd 9, que codifica la part extracel-lular de KIT, i 'ex6 17,
gue codifica les regions dins del segon domini cinasa. Tot i aix0, la mutacié més
comu vista en altres neoplasies malignes, ,D816V, poques vegades es detecta en
les GIST .
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8.1.3 Leucémia mieloide aguda

Aproximadament en el 85% del casos de leucémia mieloide aguda expressen
majoritariament KIT fosforilat constitutivament (Heinrich, Blanke et al. 2002). Tot i
gue el receptor de tirosina cinasa mutat més comu en la leucémia mieloide aguda
(LMA) és la FLT3, en certs subtipus de LMA , presenten el KIT mutat a I'exd
17(D816X, N822K) (Paschka, Marcucci et al. 2006).

8.1.4 Altres patologies

També s’ha trobat mutacions de KIT en melanoma, anafilaxis, carcinoma
testicular i carcinoma de cel-lules petites de pulmé (SCLC). En el cas del
melanoma s’han descrit diferents mutacions, algunes s'han trobat en diverses
ocasions, com son L576P en I'exd 11 i K642E en I'exd 13, tot i que, la mutacio
D816X s'ha descrit en els melanomes, no sembla ser tan comuna com les altres
dues (Lennartsson and Ronnstrand 2012). En el cas de l'anafilaxi, certs estudis
van determinar que en un 43% dels pacients presentaven la mutaci6 D816V
(Lawley, Hird et al. 2005). En el carcinoma testicular aproximadament un 25%
dels casos, presenten mutacions en l'activacié de KIT, concretament en I'exé 17,
on la mutaci6 mes comuna és D816V/H (Oosterhuis and Looijenga 2005). La
sobreexpressio de KIT ha estat reportat en el 70% dels pacients de SCLC
(Sekido, Obata et al. 1991; Hida, Ueda et al. 1994). No obstant aix0, encara és en
debat si l'expressié de KIT pot tenir transcendencia en el pronostic (Fischer,
Marinov et al. 2007).

8.2 Estrategies terapeutiques

Per combatre aquest processos patologics es duen a terme diferents terapies,
aplicant tractament amb inhibidors de l'activitat cinasa del receptor. EI component
més ampliament reconegut que bloqueja l'activitat catalitica de KIT es I'imatinib
mesylate (imatinib), també conegut com Gleevec o Glivec. L'imatinib és el primer
inhibidor de tirosin cinasa aprovat pel tractament de malalties humanes. L’'objectiu

de l'imatinib és ocupar el lloc d’'unié a I'ATP, aixi manté el receptor en un estat de
94



repos. Es relativament selectiu, a part de KIT, s’ha reportat que també inhibeix
Bcer-Abl i PDGFR. Aixo explica pergue l'imatinib indueix relativament pocs efectes
secundaris i és tolerable (Levitzki and Mishani 2006). L'imatinib no només
blogueja KIT normal o endogen, sin6 també KIT amb la mutacié V560G (Heinrich,
Griffith et al. 2000). No obstant, la mutacié D816V associada a la mastocitosi
sistémica és resistent a la inhibicié de I'imatinib, presenta doncs una resistencia
primaria, deguda al canvi de la configuracio del lloc d’'unié a I'ATP per la mutacid,
bloguejant aixi, el lloc d’unié de I'imatinib a KIT (Scheinfeld 2006). Posteriorment,
s’han identificat altres compostos que inhibeixen I'activitat catalitica del KIT amb la
mutacié D816V, com dasatinib, midostaurin, entre d'altres (Jensen, Akin et al.
2008). Aquests compostos son inhibidors multicinasa i, per tant, menys especifics

gue l'imatinib.

S’ha observat que en pacients tractats amb aquests inhibidors apareixen
resisténcies secundaries, gairebé sempre, per mutacions secundaries presents en
el mateix al-lel de la mutaci6 inicial. Les mutacions secundaries més comunes es
troben en els exons 13 i 14, resultants de la substitucié dels aminoacids V654A o

T670I, que confereixen resisténcia a I'imatinib interferint el lloc d’unié de la droga.

S'han trobat que certs inhibidors de VEGFR, a més, poden inhibir KIT, pero, la
seva capacitat per inhibir la mutacié de KIT D816V no esta reportada. Sunitinib
(SU11248), per exemple, inhibeix el VEGFR, PDGFR, KIT, FLT3 i s’ha mostrat
gue inhibeix certes mutacions de KIT com la mutacié V559D i V559D/T670I
presents en la mastocitosi sistemica i mutacions de KIT resistents a imatinib en
tumors de I'estroma gastrointestinal (V645A i T6701) (Prenen, Cools et al. 2006;
Chow and Eckhardt 2007; Patnaik, Tefferi et al. 2007).

El tractament d’eleccié dependra de les mutacions en KIT i de les resistencies
generades, per la qual cosa es requereix d'un estudi i tractament personalitzat. La
recerca de nous agents terapeutics i el tractament combinat seran doncs

fonamentals per garantir I'eradicacioé dels tumors.
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9. LA MOLECULA ADAPTADORA 3BP2

El 3BP2 és una proteina adaptadora citosolica d'uns 80 kDa, s'expressa
preferentment en cél-lules del sistema immune. Es va identificar per primera
vegada com una proteina d'unid a la proteina-tirosina cinasa (PTK) c-Abl (Ren,

Mayer et al. 1993). Es localitza en el bra¢ curt del cromosoma 4 pl16.3.

9.1 Estructura del 3BP2
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Figura 23. Esquema de l'estructura del 3BP2, i molecul es associades .
Representacio grafica de I'arquitectura del 3BP2 indicant els dominis estructurals i
motius que modulen la interaccié amb els motius de les proteines amb les quals

estableix una associaci6. Basat en el model de Alvarez-Errico et al., 2009.

Esta composta per un domini PH a I'extrem amino-terminal, una regié central amb
tres dominis rics en prolines i motius tirosina i serina susceptibles a la fosforilacié i
a I'extrem carboxi-terminal un domini SH2 (Ren, Mayer et al. 1993; Deckert,
Tartare-Deckert et al. 1998). Diversos estudis han determinat que el 3BP2
participa en I'activacio de diferents cél-lules de llinatge limfoide i mieloide, ja que
la seva arquitectura modular li permet establir interaccions amb una diversitat de
proteines que intervenen la senyalitzacié intracel-lular de diferents receptors

(Deckert, Tartare-Deckert et al. 1998; Jevremovic, Billadeau et al. 2001; Sada,
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Miah et al. 2002; Foucault, Liu et al. 2003; Maeno, Sada et al. 2003; Foucault, Le
Bras et al. 2005; Qu, Kawauchi-Kamata et al. 2005; Saborit-Villarroya, Del Valle et
al. 2005; Saborit-Villarroya, Martinez-Barriocanal et al. 2008).

9.2 Funcions del 3BP2 en cel-lules del sistema immu  ne
Ceél-lules T

En el limfocit T, en situacio basal el 3BP2 es distribueix entre el citosol i la
membrana, després de l'activacio del receptor per I'antigen (TCR), el 3BP2 es
fosforila i transloca a rafts (Deckert, Tartare-Deckert et al. 1998). EI domini SH2
del 3BP2 interacciona directament amb el domini catalitic de Syk, cinasa que
fosforila el 3BP2 en diferents residus tirosina (174, 183, 446) (Deckert, Tartare-
Deckert et al. 1998; Maeno, Sada et al. 2003). S’ha descrit que, en un sistema de
llevats, el 3BP2 muri estableix interaccions directes amb la cinasa Fyn (Deckert,
Tartare-Deckert et al. 1998). En limfocit T, el domini SH2 de Lck interacciona amb
la tirosina 446 fosforilada del 3BP2 (Qu, Kawauchi-Kamata et al. 2005). Després
de lactivaci6 del TCR in vitro, el domini SH2 del 3BP2 coprecipita amb un
complex compost per LAT, Grb-2, PLCy, Cbl i Zap70. També Vav-1 esta integrat
en el multicomplex articulat pel 3BP2, tot interaccionant amb la tirosina 183
fosforilada de l'adaptador (Zakaria, Gomez et al. 2004). EI 3BP2 promou la
transcripcié del gen de la IL-2 tot activant els factors de transcripcié d’aquesta
citocina: NFAT i AP-1. El 3BP2 a través dels seus dominis SH2 i PH i amb la
col-laboracio de Syk, assegura l'activacid de Vav-1, Ras, Rac i Calcineurina,
proteines involucrades en l'activacio d’AP-1 i NFAT (Deckert, Tartare-Deckert et
al. 1998; Qu, Kawauchi-Kamata et al. 2005).

Ceél-lules B

En l'activacié del receptor per I'antigen de la cel-lula B, el 3BP2 també hi participa
activament (Foucault, Le Bras et al. 2005). En aquest tipus cel-lular el 3BP2
interacciona amb Syk, Vav-1 i la PLCy, molécules que intervenen en l'activacio de

NFAT (Foucault, Le Bras et al. 2005).
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La funcié del 3BP2 en el limfocit T i B, esta regulada a través de la interaccié amb
la xaperonina 14.3.3 (Foucault, Liu et al. 2003). La fosforilacié per la PKC o la
PKA en les serines S225 i S277 de la regio rica en prolines del 3BP2, incrementen
la interacci6 constitutiva amb la xaperonina 14.3.3, fenomen que condueix a una

inhibicié de NFAT i terminacio de I'activitat positiva (Foucault, Liu et al. 2003).
Natural killer (NK)

Pel que fa l'activacié de la cél-lula NK, el 3BP2 incrementa la resposta citotoxica
(Jevremovic, Billadeau et al. 2001). Durant l'activacié dels receptor Fc de la
cel-lula NK, el 3BP2 es fosforila i s’associa a molecules efectores: a traves del
domini SH2 interacciona amb LAT i mitjancant la tirosina 183 fosforilada, recluta
Vav i PLCy. Per assegurar una bona citotoxicitat mitjancada per receptors Fc cal
un 3BP2 complet; tots els seus dominis i tirosines son imprescindibles
(Jevremovic, Billadeau et al. 2001). En aquestes cél-lules s’observa la interaccié
del 3BP2 amb CD244 (Saborit-Villarroya, Del Valle et al. 2005). CD244 és un
membre de la familia de CD150 i posseeix ITSMs en la regid citoplasmatica. La
unié del CD244 a 3BP2 provoca la fosforilacié de la tirosina Y183 de 3BP2 i el
reclutament de Vavl a 3BP2 . La sobreexpressi6 de 3BP2 augmenta la
citotoxicitat causada per CD244, pero no la secrecidé d'IFNy. Aquests resultats
demostren que 3BP2 té un paper regulador sobre la citotoxicitat causada per

cél-lules NK (Saborit-Villarroya, Martinez-Barriocanal et al. 2008).
Neutrofils

La funcié del 3BP2 en neutrofils es veu gracies a la generacié del ratoli
genoanul-lat, el qual, és incapa¢ de muntar una resposta efectiva a una infeccio
aguda per L. Monocytogenes. Els neutrofils d'aquests ratolins son defectuosos en
el rastreig intravascular i migracid endotelial en resposta a fMLF (N-
formylmethiony! oligopeptids) in vivo. La incapacitat dels neutrofils Sh3bp2” per
respondre a fMLF in vivo es reflecteix en la seva incapacitat per produir una

resposta quimiotaxis a un gradient de fMLF in vitro. D'altra banda, neutrofils que
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no tenen 3BP2 fallen en la polaritzacid6 del seu citoesquelet d'actina cap al
gradient fMLF, un pas obligat durant la quimiotaxis. Els neutrofils no sén capacos
de generar nivells normals de especies reactives d’oxigen (ROS) a fMLF in vitro.
Aquestes observacions proporcionen l'evidencia que 3BP2 es necessari per la
polaritzacié de l'actina i la produccié de ROS en els neutrdfils (Chen, Dimitriou et
al. 2012).

Osteoclast

El procés de diferenciacié dels osteoclasts a partir de precursors monaocitics
implica l'activacio del receptor activador de NFkB (RANK), un gran nombre de
molécules de senyalitzacio i factors de transcripcio (Teitelbaum and Ross 2003).
Es ben sabut que un esdeveniment crucial durant la osteoclastogénesi és la
regulacio de NFATcl , un membre de la familia de factors de transcripcié NFAT,
l'activitat transcripcional del qual esta regulat per la calcineurina fosfatasa
dependent de Ca** (Takayanagi 2007). Durant la fase primerenca de la
diferenciacié dels precursors d'osteoclasts, la inducci6 inicial de proteina NFATcl
després de la interacci6 RANK / RANKL esta intervinguda per una via dependent
de TRAF6 i condueix a l'autoamplificaci6 de NFATc1, que a continuacio regula
I'expressié de gens osteoclastogénics implicats en la maduracioé dels osteoclasts i
la resorci6 d'os (Boyle, Simonet et al. 2003; Teitelbaum and Ross 2003;
Takayanagi 2007). ElI 3BP2 connecta la senyalitzacié de RANK amb l'activacié de
NFATc1, i ho fa a través de reclutament de molécules que s’associen al 3BP2 i
gue participen en el desenvolupament ossi com sén Abl (Li, Boast et al. 2000), Src
(Soriano, Montgomery et al. 1991), PLCy (Mao, Epple et al. 2006), Cbl (Tanaka,
Amling et al. 1996), i Vav3 (Faccio, Teitelbaum et al. 2005). Les interaccions
observades de 3BP2 amb Src , Syk i Vav en cel-lules mieloides proporcionen
algunes idees de com 3BP2 podria participar en la formacié d'osteoclasts
intervinguda per RANK i la reorganitzaci6 del citoesquelet (GuezGuez,

Prod'homme et al. 2010; Levaot, Simoncic et al. 2011).
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9.3 Deficiéncies en 3BP2

S’han obtingut dos ratolins genoanul-lats del 3BP2. En el primer, de la Fuente et
al (2006), observa una deficiéncia en la diferenciacié i activacié de les cel-lules B,
perd no en el desenvolupament i activaci6 de les cél-lules T. La via de
senyalitzacio de les pre-BCR és clau per la transicié de les cel-lules pre-B a
cél-lules B immadures i involucre vies similars de senyalitzacié activades per
BCR. La deficiencia en la via de les pre-BCR pot resultat una acumulacié de
cel-lules pre-BCR en el ratoli genoanul-lat. Aquest ratoli també mostra un
increment de cél-lules B T1 i disminucié de les ceél-lules B T2 en la melsa,
consistent amb el paper de senyalitzacié del BCR en el desenvolupament de les
cel-lules T1 cap a T2. S’observa nivells normals de fosforilacié de Syk i AKT, tot i
gue s’observa una disminucié de I'activitat de PLCy2 provocant una disminucio de
la mobilitzacié de calci en aquests ratolins després de l'activacio pel BCR, aixo
suggereix que 3BP2 es important per I'activitat transcripcional, dependent de calci,
de NFAT després de la lligaci6 de BCR. També es veu afectada la via de les
MAPK (de la Fuente, Kumar et al. 2006).

En el segon, Chen et al (2007) mostra que per una optima senyalitzacié del
receptor de les cel-lules B, 3BP2 és necessari i és part del complex co-
estimulador CD19 i té una funcié distintiva en els limfocits B implicats en la
resposta humoral de TI-2 (timus independent). Els ratolins que no tenen 3BP2
tenen una disminucié en les cel-lules B B1 peritoneals i acumulen cél-lules B en la
zona marginal (MZ) que demostren tenir una major sensibilitat a la mort cel-lular in
vitro, induida pel receptor. Cel-lules B de la melsa i de la zona marginal en els
ratolins genoanul-lats deixen de proliferar, sobreviure i senyalitzar de forma
optima, després de l'activacio del receptor. Les poblacions de cél-lula B Bl i les
de la zona marginal estan disminuint en nombre o funci6 o ambdues amb
'abséncia del 3BP2, conduint a una resposta defectuosa TI-2 in vivo. Després de
I'activacié de la cél-lula B a través del BCR s’observa una fosforilacié atenuada de

Syk comparant amb les cél-lules control, perd no es veu afectacié de Abl, ERK,
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AKT o PLCy2. Tot i que hi ha una reduccié del flux de calci. Per tant, en abséncia
del 3BP2, els suboptims senyals del BCR afecten la via de desenvolupament de
les cél-lules B periferiques, de la zona marginal i les cel-lules B1, i impedeixen la
supervivencia in vitro i funcions in vivo de les cel-lules B de la zona marginal en

resposta a I'activacio del BCR (Chen, Dimitriou et al. 2007).
9.4 Mutacions del 3BP2

Mutacions en el gen que codifica pel 3BP2 obtenint un guany de funci6, en la
regié pl6.3 del cromosoma 4, s’han relacionat amb una malaltia autosomica
dominant poc freqiient anomenada querubisme (Ueki, Tiziani et al. 2001). Aquesta
malaltia es caracteritza per una degradaci6 excessiva del ossos de les
mandibules superior i inferior, seguida de l'aparicio de bosses cistiques plenes
d’'una massa tissular fibrosa composta per osteoclasts patologicament activats i

cél-lules estromals.

Les mutacions responsables d’aquesta malaltia es concentren en la sequéncia
peptidica RSPPDG entre les regions riques en prolines i el domini SH2, Levaot et
al i Guettler et al, mostren que el guany de funcié del 3BP2 és degut a la perdua o
manca de degradacié del 3BP2 causada per les Tankirases (TNKS) (Guettler,
LaRose et al. 2011; Levaot, Voytyuk et al. 2011).

Les tankirases formen part de la familia de les poly(ADP-ribose)polimerases;
existeixen dues Tankyrases TNKS i TNKS2, totes dues s'uneixen a 3BP2, pero
les mutacions del querubisme no permeten la unié entre 3BP2 i la TNKS2. La
TNKS2 esta formada per cinc ARCs, cada ARCs esta format per cinc grups
repetits d’ankirin (estructura constituida per un loop-helix1-loop-helix2-loop), un
domini SAM (sterile-alpha motif, domini que media l'oligomeritzacid de les
tankirases) i un domini PARP (domini catalitic de la poli(ADP-ribosa) polimerasa).
Com es mostra en l'estudi 3BP2 s’uneix a traves del motiu d'unié format per 8
aminoacids (RSPPDGQS) al ARC4 de la TNKS2. Les mutacions del querubisme

no permeten la interaccio del 3BP2 amb la TNKSs i la subseglient ADP-ribosilacio
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gue comporta la ubiquitinilacié de la proteina mitjancant I'accié de la E3-ubiquitin

ligases, RNF 146, i posterior degradacio al proteosoma.

En mutacions trobades en el querubisme, el 3BP2 no es degrada, per tant trobem
elevats nivells de proteina, fet suficient per induir un increment de I'activacio
d’'osteoclast i una elevada secreciéo de TNFa en macrofags, dos caracteristiques
critiques del fenotip del querubisme. Aguests estudis han posat de manifest que
els nivells d’expressio proteica de 3BP2 representen un factor limitant per
l'activitat de Src, Syk i Vav que conduiran a l'activacio dels osteoclasts (Guettler,
LaRose et al. 2011; Levaot, Voytyuk et al. 2011).

Ueki et al. sén els primers a establir un model experimental de la malaltia,
introduint la mutacié més comuna del querubisme (P416R) en el gen del SH3BP2
del ratoli, creant un model de ratoli knock-in. En aquest estudi, es demostra que el
3BP2 regula la diferenciacié dels monocits del moll d’'os cap a osteoclasts i
macrofags a través de la via de senyalitzacio dels receptor M-CSF i RANKL que
impliquen el control de l'activitat d’ERK ¥z i la cinasa Syk (Ueki, Lin et al. 2007).

Aixi doncs, la molécula adaptadora 3BP2 participa en la regulacié de processos
inflamatoris, citotoxics i de diferenciacié cel-lular en el sistema immune. La xarxa
d’interaccions moleculars que involucren 3BP2 també participen en les cascades
de senyalitzacio dels mastocits a través dels seus receptors més importants. En

aguesta tesi varem estudiar el paper de 3BP2 en la biologia i funcié del mastocit.
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1. PLANTEJAMENT

Els mastocits sén cel-lules claus en la immunitat innata i adaptativa i sén les
cél-lules efectores en el processos asmatics, al-lérgics i altres patologies d’origen
inflamatori. La seva activacié indueix l'alliberaci6 de mediadors pro inflamatoris
localitzats en els granuls citoplasmatics, pero també la sintesi de novo de

citocines, quimiocines i mediadors d’origen lipidic com els eicosinoids.

3BP2 (SH3-binding protein 2) és una proteina adaptadora citoplasmatica,
d’'expressio preferent en el sistema hematopoiétic. El grup d’investigacio on
s’emmarca la tesi va caracteritzar la rellevancia d’aquesta molecula adaptadora
en la senyalitzacio del receptor CD244 i en lalliberacié de granuls citotoxics en la
cel-lula NK. El mastocits desgranulen de forma similar després de I'agregacio del
receptor d'alta afinitat per la IgE (FceRl). El grup de Yamamura (Sada et, al.
Blood, 2002) havia descrit que la sobreexpressio del domini SH2 de 3BP2 en una
linia cel-lular de mastocits de rata (RBL-2H3) inhibia la desgranulacié cel-lular

suggerint un paper important de 3BP2 en la funcié mastocitaria.

Malgrat aixo , I'expressié i funcié de 3BP2 en mastocits humans era desconeguda.
Aixi ens varem proposar estudiar-la seguint el seglent esquema d’objectius

generals i especifics:.

2. OBJECTIUS GENERALS

»  Caracteritzar I'expressio i funcié del 3BP2 en mastocits humans.
» Estudiar les vies de senyalitzacié en que participa en mastocits humans.
» ldentificar lligands extracel-lulars i intracel-lulars del 3BP2 .

»  Estudiar les implicacions de 3BP2 en patologia en el context del mastocit.
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3. OBJECTIUS ESPECIFICS

Estudiar la funcio del 3BP2 en varies linies cel-lulars humanes mastocitaries:
LAD2 i HMC-1 i en cultius primaris de mastocits diferenciats a partir de
progenitors CD34+

Analitzar la funcié del 3BP2 en les vies de senyalitzacié que inicien els
receptors FceRI i KIT

Determinar quines proteines involucrades en la senyalitzacio iniciada per
aguests receptors formen part del signalosoma del 3BP2

Identificar lligands de 3BP2 utilitzant técniques bioquimiques.

Identificar lligands del 3BP2 mitjancant la técnica del triple hibrid i I'is de
llibreries d’expressié de cDNA procedent del moll de l'os.

Estudiar la regulacié de I'expressié i funci6 de 3BP2 en patologies d’origen

mastocitari i en malalties on el receptor KIT es troba mutat.
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1. LINIES CEL-LULARS | REACTIUS

1.1 Linies cel-lulars

Linia cel-lular LAD-2 (Laboratory of allergic disea ses 2): Mastocits humans.
Condicions de cultiu: Medi StemPro-34 Séerum Free Media (SFM) complementat
amb StemPro-34 Nutrient Supplement, 1% de penicilina-estreptomicina (mixture
5k/5k), 1% de L-glutamina a 200mM i 100ug/ml de SCF. El medi de cultiu és de
Invitrogen Life Technologies, de LONZA Ila L-glutamina, penicil-lina-
estreptomicina. EI SCF és de PeproTech EC Ltd. Procedents dels Drs. A.
Kirshenbaum i D.D. Metcalfe.

Linia cel-lular HMC-1 (Human Mast cell leukemia cel Is): Mastocits humans que
contenen dues mutacions Asp816Val i Val560Gly en el receptor KIT. Condicions
de cultiu: Medi RPMI 1640 complementat amb 10% de serum bovi fetal (FCS)
inactivat per calor, 1% de penicilina-estreptomicina (mixture 5k/5k), 1% de L-
glutamina A 200mM. Tots els reactius sén de LONZA, excepte el Fetal que és

Biosera. Procedents del laboratori del Dr. J.H. Butterfield.

Linia cel-lular GIST 882 (Tumors gastrointestinals) : cél-lules gastrointestinals
procedents d'un pacient sensible al Imatinib, que contenen una mutacio
Lys642Glu, en I'exd 13 del receptor KIT. Condicions de cultiu Medi RPMI 1640
complementat amb  15% de serum bovi fetal (FCS), 1% de penicilina-
estreptomicina (mixture 5k/5k), 1% de L-glutamina A 200mM. Procedents del
laboratori del J.A. Fletcher.

Linia cel-lular GIST 48/48B (Tumors gastrointestina Is): GIST 48: cel-lules
gastrointestinals procedents d’'un pacient resistent al Imatinib, que contenen dues
mutacié Val560Asp en I'exé 11 i Asp820Ala en I'exd 17 del receptor KIT. GIST
48B: linia cel-lular 48 on s’ha silenciat el receptor KIT. Condicions de cultiu Medi
Ham’s F10 (500ml) complementat amb 90ml de sérum bovi fetal (FCS), 6ml de

penicilina-estreptomicina (mixture 5k/5k), 6ml de L-glutamina a 200mM, 1ml
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MITO+serum extender, 2ml de Bovine pituitary Extract (BPE). El MITO i BPE s6n

de Biosciences Becton Dickinson (BD). Procedents del laboratori del J.A. Fletcher.

Linia cel-lular COS-7 : Fibroblasts de mico verd africa. Condicions de cultiu: Medi
DMEM complementat amb 10% de serum bovi fetal (FCS), 1% de penicilina-
estreptomicina (mixture 5k/5k), 1% de L-glutamina A 200mM.

Linia cel-lular 293 LTV : Cél-lules humanes embrionaries de rony6. Condicions de
cultiuv: Medi DMEM complementat amb 10% de serum bovi fetal (FCS) inactivat
per calor, 1% de penicilina-estreptomicina (mixture 5k/5k), 1% de L-glutamina A
200mM, 1% de Piruvat sodic 100mM (GIBCO. Invitrogen).

1.2 Reactius
1.2.1 Anticossos

Anticossos anti-3BP2 (clone 470), anti-3BP2 C5, anti-KIT (clone Ab 81), anti-pAKT
1/2/3 (Ser 473), anti Myo1f (B-5) i anti-PLCy de Santa Cruz Biotechnology.

Anticos anti-Ly9 (CD229) produit en el laboratori (Martin, Del Valle et al. 2005).

Anticos anti-B-Actina (AC-15), anti-a-Tubulin (DM1A) i anti-Flag m2Ab (fusion
proteins) de Sigma-Aldrich

Anticos anti-Syk de Biolegend.

Anticossos anti-phosphotyrosine i anti-total ERK de Zymed Laboratories

(Invitrogen).
Anticos anti-pSTAT1 (ST1P-11A5) de Invitrogen.

Anticossos anti-LAT, anti-pLAT Y191, anti-pSyk Y352, anti-pPLCyl Y783, anti-
pP38 Thrl80/Tyrl82, anti-p-ERK Thr202/Tyr204, anti-MITF (D5G7V), anti-Akt,
anti-pKIT Tyr 703 (D12E12), anti-PDGFRa i anti-p-JNK Thr183/Tyr185 de Cell
Signaling.
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Anticos anti-GFP (clon 7.1 13.1) de Roche Molecular Biochemical.
Anticds anti-mouse IgG conjugat a peroxidasa de DAKO
Anticds anti-rabbit IgG conjugat aperoxidasa de BioRad.

Anticds rabbit anti-Mouse 1gG Antibody, Cy3 conjugate Millipore (AP160C)
[1.4mg/ml]

1.2.2 Reactius

- Puromicina (dihydrochloride from Streptomyces alboniger) de Sigma-Aldrich.

- Estreptavidina (STV) recombinant (de Streptomyces avidinii) de Sigma-Aldrich.

- Tampé dalliberaci6 de B-Hexosaminidasa o Buffer release (HRB): (10mM
HEPES, 137mM NaCl, 2.70mM KCI, 0.4mM NaH 2 PO 4 , 5.6mM (D)-
glucosa, 1.8mM CacCl 2, 1.3mM MgSO 4, 0.025% BSA, filtrat esteéril).

- Tampo de Lisi: 1% Trit6 X-100, 50mM Tris-Base (pH 7.4), 150mM NacCl,
100mM

NaF, 1mM Na3vO4, 1mM PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride), 1mM
NaPirofosfat.

- Sample buffer per llisar HUMCs, LAD2 i HMC-1 (20ml). NuPage LDS Sample
Buffer (4x)10ml; LB 4x 4ml; 0.5M DTT 4ml; B-Mercaptoetanol 2ml. 5x
Phosphatese inhibitor (10ml): Sodium Fluoride (NaF) 105mg; Sodium
Orthovanadate (Na3VvVO4) 9mg; Sodium Pyrophosphate 650mg; TBS fins a
10ml. LB 4x (10ml): Protease inhibitor cocktail 8 tablets; 5x Phosphatese

inhibitor 8ml; Sigma Protease inhibitor cocktail 2ml; Dichloroisocoumarin (5mg
resuspes en 110yl DMSO) 44ul; Benzamidina 1M 40ul. Barrejar-ho en un vas

de vidre a 50°C, no tot es dissolt.
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Buffer de Lysis 2x per immunoprecipitar (10ml): Tris 1M-pH=7.5 (0.4ml), NaCl
IM (3ml), H,O miliQ (6.6ml), Tritd 2% (200ul), inhibidors de fosfatases i
proteases 2x (100mM NaF, 1mM Na3vO4, 1mM PMSF (Phenylmethylsulfonyl
fluoride), 1mM NaPirofosfat 200ul), cocktail de inhibidors 2x (400ul), OBG
40mM (10ml — 117mg).

Tampo de carrega (3X): 200mM Tris pH 8.6; 6% SDS, 0.06% Bromophenol,
5% 2-B-Mercaptoetanol, 30% Glicerol.

Tampo6 de transferéncia: 25mM Tris-Base, 129mM Glicina, 20% Metanol.

Aquest tamp6 s’ha de mantenir a 4°C.

Tampo6 TBS-T (Tris-Buffered Saline Tween-20) 10x, 1L: 24gr Tris-Base, 80gr
NaCl, 20ml Tween 20%. Es treballa a I'1x

Tampo6 de stripping, pH 2-3, 1L: 8.75gr NaCl; 1.57gr Trizma.

Tampo6 de bloqueig (20ml): 0.2% llet desnatada (0.04gr), 2% FCS (0.4ml), 1%
BSA (0.2gr), 0.01% trit6 X-100 (2ul), 0.01% NaN; (20ul al 10%), 20% Sérum de
conill (4ml),PBS fins a 20ml.

Tampo fixador : 4% PF(Paraformaldehid), PBS. El PF esta al 16% amb H,O,
afegim PBS 2x quedant al 8% amb PBS 1x i d’aqui afegim el doble del volum
per tenir al 4% amb PBS 1x.

Tampo de permeabilitzacié (5ml):0.05% Saponina (0.0025gr), PBS fins a 5ml.

Tampo per diluir anticos (10ml): 1% BSA (0.1gr), 0.01% NaNs (10ul al 10%),
PBS fins a 10ml.
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2. DIFERENCIACIO DE PROGENITORS CD34+ A MASTOCITS
HUMANS

Aquest protocol detalla el métode per diferenciar mastocits humans a partir de
cel-lules progenitores CD34+ procedents de sang periferica de donant sans.
Procedeixen del laboratori de malalties al-lergiques dirigit per Alasdair M. Gilfillan,
Ph.D.

Tipus cel-lular: Progenitors CD34+

Reactius: STEMPRO-34 de Invitrogen

Penicillin-Streptomycin Mixture5k/5k (1%) de LONZA

L-Glutamine (200mM)(1%) de LONZA

Recombinant Human IL-6, SCF i IL-3 de PEPROTECH
Procediment:

» Descongelar a 37°C (procés rapid), afegim a un tub amb 10 ml de medi Stem

Pro (precalentat a 37°C).
» Centrifugar les cél-lules 1000rpm durant 5’
» Eliminem el medi amb pipeta
» Resuspendre el pél-let en 10ml de medi Stem Pro.
» Barregem agafem una petita part per comptar.

+ Deixem les cél-lules a una concentracié aprox. [0.1x10° cell/ml]. Depenent

d'aix0o posarem mes o menys medi al igual que la quantitat de citocines.
» En la setmana 0: posem SCF (0.1ug/ml), IL-6 (0.1ug/ml) i IL-3 (30ng/ml).
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En les seglients setmanes ja només posarem SCF (0.1ug/ml), IL-6 (0.1ug/ml)

Setmana 1 i 2 no podem centrifugar per tant anirem afegint volum, sempre com

a minim dividir a la meitat.

Setmana 3 ja podem centrifugar eliminant la meitat de medi i afegint meitat de
fresc, sempre mirant la concentracio de les cél-lules sigui 'adequada entre [0.1
—0.15x10° cell/ml].

Setmana 4 centrifuguem, eliminant la meitat de medi i afegint meitat de fresc.

S’ha de canviar el flasc.

Setmana 5 centrifuguem, eliminant la meitat de medi i afegint meitat de fresc,
sempre tenint en compte la concentracio de les cél-lules. En aquest punt, s’han

de preparar el virus.

Setmana 6 centrifuguem, eliminant la meitat de medi i afegint meitat de fresc.

Infectar les cel-lules amb els virus.

Setmana 7 centrifuguem, eliminant la meitat de medi i afegint meitat de fresc,.
Afegir la puromicina a una concentracié de [0.2ug/ml], per seleccionar les

cel-lules infectades.

Setmana 8 centrifuguem, eliminant la meitat de medi i afegint meitat de fresc.
Analitzem la correcta diferenciacié fem els marcatges dels receptors KIT i
FceRI.

Les cél-lules poden ser utilitzades des de la setmana 8 fins la setmana 10 per

fer els experiments.
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3. SISTEMA DE TRANSDUCCIO

El sistema d’eleccio és la infeccio de les cel-lules amb lentivirus. En cel-lules de
divisio lenta com els mastocits la infeccié per virus és la millor opcid, ja que el
virus entra a la cel-lula i s'integra sense necessitat que s’estigui dividint. En el

nostre cas farem servir tan virus produits per nosaltres com virus comercials.
3.1 Produccio de lentivirus
Tipus cel-lular: 293 LTV

Reactius: Lipofectamine 2000 de Invitrogen Life Technologies

OPTI-MEM de Invitrogen Life Technologies

MISSION® Lentiviral Packaging Mix

Plasmids MISSION ™ shRNA technology de Sigma-Aldrich
pLKO.1-PURO Non-Mammalian shRNA plasmid control
Diferents plasmids pLKO.1-PURO SH3BP2 amb les sequéencies:

3BP2 21 shRNA: 5°CCG GGC GAA GTG GAA AGG TTG TTC ACT
CGAGTG AACAACCTTTCCACTTCGCTTTTT G 3,

3BP2 19 shRNA: 5 CCG GCT CTA ACA AAG TGA GGA ACT ACT
CGAGTAGTTCCT CACTTTGTT AGAGTTTTT G 3,

3BP2 17 shRNA: 5 CCG GGC ACC CAA TTA TGC AAG CAT TCT
CGAGAATGCTTG CAT AATTGG GTGCTTTTT G 3.

Procediment;

1. Les plaques amb les 293LTV han d’estar confluents (en plaques de 150cm?).
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2. LIPOFECTAMINE 2000 mix:

OPTI-MEM 3,5ml

Lipofectamine 2000 72ul
Ho barregem i incubar-ho a temperatura ambient durant 5min

3. PLASMID mix:

OPTI-MEM 3,5ml
shRNA 7,2ug
Packaging mix 71.3pl

Cada plasmid mix es fara en tubs de 15ml (bacteris)

4. Posar 3.5ml del LIPOFECTAMINE 2000 mix a cada tub, barregem amb la
pipeta.

5. Incubacié a temperatura ambient durant 20min.

6. Preparar medi DMEM sense antibiotic, 13ml per placa. Amb un 10% de fetal,

1% de L-glutamine. Eliminar el medi de les plaques i afegim els 13ml de medi.
7. Afegir a les plaques la barreja (Lipofectamine + plasmid).
8. Incubar 8h a 37°C + 5% CO,

9. Eliminem el medi de la transfeccio i afegim 35ml de medi DMEM complet, per
placa de 150cm?

10. Ho deixem a 37°C + 5% CO2 durant 48hores.
11. Passats els dos dies, recollim el sobrenedant en tubs de 50ml

12. Centrifuguem a 1500rpm per eliminar les restes cel-lular
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13. Agafem el sobrenedant i el passem a tubs de centrifuga
14. Centrifuguem a 20000rpm a 4°C durant 2 hores

15. Eliminem sobrenedant i resuspenem el pél-let amb 1ml del medi de les

cél-lules que anirem a infectar.
3.2 Infeccié amb lentivirus

INFECCIO VIRUS PRODUITS

Un cop tenim els virus concentrats en el medi de les cél-lules, els passem per la
xeringa de 25G per disgregar-los i infectem les cél-lules. La relacio virus/cél-lules
és per cada placa de 150cm?® de ceél-lules 293LTV infectarem entre 3-5x10°
cel-lules (mastocits primaris o linies cel-lulars). Afegim puromicina (rang: 0,2 fins 5
pg/ml depenent del tipus cel-lular) a la setmana d'infeccio i després de 5 dies fem

els experiments.

INFECCIO AMB VIRUS COMERCIALS

Reactius: Virus de Santa Cruz:
3BP2 shRNA (h) particules lentivirals
c-kit shRNA (h) particules lentivirals
Control shRNA particules lentivirals
Polybrene ® de Santa Cruz Biotechnology
Puromicina
Procediment:

DIA1
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« Agafem 2x10° cell/ml, centrifuguem i eliminem el medi.

« Les posem a una concentracié [0.3x10° cell/ml], en un volum de 6.6ml de medi

complet SENSE antibiotic més Polybrene [Sug/ml]final., en flasc de 25cm?.

» Afegim el virus, descongelats a temperatura ambient, Afegim 10ul de virus per
ml de medi. Els barregem suaument abans d’infectar. Un cop descongelat els
virus els mantenim en gel.

* Moure’m una mica el flasc per barrejar una mica i ho deixarem incubant O/N.
DIA 2

» Centrifuguem tot el medi per eliminar-lo i afegim 7ml de medi complet.

DIA 5

+ Comencem la seleccié6 amb puromicina (rang: 0,2 fins 5 pg/ml depenent del

tipus cel-lular).

Dia 10

* Aproximadament després de 5 dies de seleccio, procedim a fer els

experiments.

4. SISTEMA DE TRANSFECCIO

Diferents construccions s’han utilitzat per transfectar diverses linies cel-lulars, ja

sigui de manera estable, o bé de manera transitoria.

4.1. Construccions de Plasmids
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SH2-EGFP

Fem Us d'un un vector fluorescent (pN3-EGFP de Clontech Laboratories)
insereixen el fragment clonat en pauta de lectura amb la proteina fluorescent,

guedant aguesta a I'extrem carboxi-terminal de la proteina clonada.

Primer de tot es fa una PCR per obtenir el fragment de la proteina que volem

inserir al plasmid, en aquest cas es el domini de SH2 de 3BP2.

- Domini SH2 del 3BP2: Com a motlle s’usa el 3BP2 full length en pN3-EGFP i es

treballa amb els oligonucleodtids que engloben la seqliéncia corresponent domini

SH2. En el sense ha calgut afegir una A per tenir una MET (ATG) i 'Eco RI i en

'antisense, Bam HI.
Eco RI
Sense 5-CCC GAA TTC ATG CCA CTG CCC AAC-3’
Antisense 5-CGC GGA TCC CCT AGG CCC AGT GTA-3’
—

BamHI
Programa PCR: (35 cicles)

Desnaturalitzacio 1' 95°C
Anneling 50" 55°C
Elongacio 40" 72°C
Elongaci¢ final 10" 72°C
- Clonatge en el vector TOPO: El producte de PCR el clonem en un vector
TOPO i ho transformem en bacteris, utilitzant el kit pcDNA3.1/V5-His® TOPO®
TA EXPRESSION KIT d'INVITROGEN. Aquest protocol el portem a terme ja que

aixi controlem la digestié completa de l'insert a ser clonat en el vector pN3-EGFP.
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- Digesti6 i clonatge en el vector pN3-EGFP:  Tenim el fragment en TOPO, s’ha
de digerir utilitzant les dianes de restriccié que hem col-locat (EcoRI i Bam HI), al

mateix moment digerim amb els mateixos enzim el plasmid pN3-EGFP.

Fem una digestio sequencial primer amb EcoRI 2h a 37°Ci després amb I'enzim
BamHl, i ho deixem durant tota la nit a 37°C. Purifiquem els fragment mitjancant el
kit “QIAquick Gel Extration KIT (50)" comprovem la purificaci6 fent una

electroforesi en gel d’agarosa i calculem el ratio insert-vector.

Procedim a la lligacié entre vector i insert amb una relacié 1:6,5 utilitzant la T4
DNA lligasa, i transformem amb tot el producte de la lligaci6 amb bacteris
competents DH5a. Els deixem créixer amb plaques LB+kanamicina. Analitzem les

colonies per analisi de restriccié o PCR i les positives les enviem a sequénciar,
Domini citoplasmatic de KIT-pBridge

Primer de tot es fa una PCR per obtenir el fragment de la proteina que volem

insertar al plasmid, en aquest cas €s la cua citoplasmatica de KIT.

- Cua citoplasmatica de KIT: Com a motlle s'usa el KIT full length d’ORIGENE
(NM-000222.1) que es troba clonat dins d’'un plasmid pCMV6-XL5. Dissenyem els
oligos per tal d’obtenir la cua citoplasmatica. En el sense s’hi afegeix la diana Eco

Rl i en I'antisense, Bam HI.
Eco RI
Sense 5-C ACC GAATTC ATG AAATAT TTACAG 3

Antisense 5-AAA GGA TCC TCA GAC ATCGTC G 3
A

BamHlI
PCR Program (35 cicles)
Desnaturalitzacio inicial 3’ 95°C
Desnaturalitzacio 1 95°C
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Anneling 50" 55°C
Elongaci6 140" 72°C
Elongacio final 100 72°C

En aquests cas, fem un clonatge directe amb el pBridge. Del cDNA obtingut en la
PCR, el precipitem i el digerim al mateix temps que el plasmid pBridge. Purifiquem
els fragment mitjancant el kit “QIAquick Gel Extration KIT (50)” mirem com ha anat

la purificacio i calculem el ratio.

Procedim a la lligaci6 entre vector i insert amb una relacié 1:8 utilitzant la T4 DNA
lligasa, i transformem amb tot el producte de la lligacié amb bacteris competents
OMNIMAX. Les colonies positives s’analitzen si contenen l'insert i es seqliencien

per tal que no hi hagin mutacions.
4.2 Transfeccions transitories

L'objectiu de transfectar de manera transitoria una linia cel-lular és que pugui
incorporar el plasmid d’'interés. Aquest plasmid s’expressa al cap de 24-72 hores
posteriors a la transfeccid, moment en el qué es poden realitzar els experiments

desitjats amb les cél-lules transfectades.
4.2.1 Electroporaci6 de cél-lules COS amb el sistem a AMAXA

En els experiments amb cel-lules COS, aquestes es transfecten de manera

transitoria amb el Kit Nucleofector d’AMAXA d’electroporacio.
Reactius: Kit Nucleofector d’AMAXA d’electroporacio
Electroporador Amaxa

Plasmids produits al laboratori com comercials Myolf full lenght + TAG
d’'ORIGENE (NM_012335) que es troba clonat dins d'un plasmid pCMV6-Entry.

Procediment;
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1. Temperar els medis de cultiu i la soluci6 Nucleofector per minimitzar la

mortalitat cel-lular.

2. Les cel-lules COS creixen adherides, per tant les hem de tripzinitzar, les
centrifugarem (1500 rpm, 5 minuts, temperatura ambient) i les resuspenem amb
medi RPMI.

3. Fem un rentar amb medi RPMI.

4. Barrejar els micrograms del DNA d’interes amb les cél-lules resuspeses en 70ul
de la solucié Nucleofector. Generalment, se sol utilitzar 1ug de DNA per cada
mili6 de cel-lules, perd aquesta proporcidé pot variar en funcié de l'eficiencia del

plasmid transfectat.
5. Electroporacio amb el programa A-24 en I'electroporador AMAXA.
6. Afegim 0.5ml de DMEM complet.

7. Cultivem les cel-lules en plagues p100 amb un volum total de 10ml. Mantenir
fins la realitzacio de I'experiment (almenys 24 hores perquée s’expressin els

plasmids).

4.3 Transfeccions estables

En les transfeccions de manera estable, I'objectiu és que les ceél-lules integrin el
DNA plasmidic transfectat al seu DNA genomic de manera estable. En aquest
cas, cal utilitzar mecanismes de seleccio de les cél-lules transfectades com és la

resisténcia a drogues.
4.3.1 Transfeccié de SH2-EGFP en la linea cel-lular HMC-1
Tipus cel-lular: HMC-1

Reactius: OPTI-MEM de Invitrogen
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Lipofectamina de Invitrogen
Plasmids SH2-EGFP produits
Procediment:
DIA1

» Barregem 20ug DNA en 250ul de OPTI-MEM + 20ul Lipofectamine en 250ul
de Optimem.

* Incubar 20 minuts a temperatura ambient

+ Afegim 1x10° cell en 1,5ml de medi DMEM complet SENSE antibiotics en placa
de 24 pous.

* Moure’m una mica el flasc per barrejar una mica i ho deixarem incubant O/N.
DIA 2

» Centrifuguem tot el medi per eliminar-lo i afegim 2ml de medi complet.

DIA 5

» Comencem la seleccié amb puromicina [Sug/ml].

5. ANALISI BIOQUIMIC DE PROTEINES

L’analisi de proteines s'utilitza amb diferents finalitats: estudiar la presencia o
abséncia d’'una proteina determinada, analitzar I'estat de fosforilacié/activacio
d’'una proteina, estudiar interaccions proteiques, etc. Previ a I'analisi de proteines,
cal primer procedir a la preparacido de les cél-lules, depenent de la via que
vulguem activar necessita diferents requeriments, seguidament procedirem a

I'activacio cel-lular.
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5.1 Sensibilitzacio de les ceél-lules

Per estudiar les molecules implicades en la via FceRI, préviament necessitem

sensibilitzar les cél-lules.

Tipus cel-lular: LAD2 /HUMCs

Reactius: Human IgE (Biotin) monoclonal antibody 1mg/ml (ABBIOTEC)
Procediment:

« Agafem 1x10°cell/punt, el posem a 0.12x10°%cell/ml.

» Afegir higE(Biotin) a [100ng/ml]

 Incubaci6 a 37°C + 5% CO, durant la nit.

5.2 Starving (Privacié de nutrients) cel-lular

Per estudiar les molécules implicades en la via KIT, préviament necessitem que
estiguin privades de nutrients, eliminant el SCF o el fetal del medi, depenent del

tipus cel-lular.
Tipus cel-lular: HMC-1/ LAD2
Procediment:

« Agafem 1x10°cell/punt, les posem a 0.5x10° cell/ml. Eliminem el medi i les
posem en el seu medi perd sense SCF en el cas de les LAD2 i en RPMI @ en
el cas de les HMC-1.

* Incubacié a 37°C + 5% CO, durant la nit.
5.3 Activacio cel-lular

Tipus cel-lular: LAD2 /[HUMCs/HMC-1
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Reactius: Tamp6 d’alliberacié de B-Hexosaminidasa (HRB)
Sample Buffer per llisar
Estimuls: Estreptavidina (STV) 10x (2.5ug/ml) o SCF 10x [1ug/ml]
Procediment:
» Recollim les cél-lules sensibilitzades o privades de nutrients.

e Centrifuguem a 1500rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant.

+ Afegim 5ml HRB per rentar, fem dos rentats més amb 3ml i 1ml

respectivament.
» Centrifuguem a 1500rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant
* Resuspenem el pel-let en 45ul HRB/punt
* Temperem estimuls 10x a 37°C.

» Afegim 5ul de HRB al punt no estimulat i 5ul d’estimuls per activacio i activem

els temps corresponents.
» El Sample Buffer preparat el posem a bullir previament.
* Un cop activat afegim a cada tub 100yl S. Buffer bullint.
* Llisem les cél-lules amb Xeringa de 20G (les passem 10 vegades).
* Bullim 5 minuts a 100°C.

* Centrifuguem 10 minuts a 14000 rpm (maxima poténcia) a temperatura

ambient.
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» Transferim el sobrenedant a un nou tub. Les mostres ja estan preparades per
cérrer en un gel SDS-PAGE (8%-10%).

5.4 Immunoprecipitacio

Aquesta tecnica ens permet identificar associacions entre proteines. Mitjancant
anticossos especifics contra la proteina d’interés, la immunoprecipitem en
condicions natives i després de I'electroforesi, en la membrana de nitrocel-lulosa

es determinen les proteines associades, mitjangant I'is d’anticossos especifics.

Durant tot el procés de la immunoprecipitacio, cal mantenir els reactius i cel-lules

sempre a 4°C, o bé en gel.

Préviament a la immunoprecipitacié s’han de preparar les cél-lules seguint els
punts 5.1 via FceRI o 5.2 via KIT. L'Unica diferéncia és que, per cada punt, en
comptes d’agafar 1x10° cél-lules s’agafaran 25x10° cél-lules.

5.4.1 Immunoprecipitacié de 3BP2 després de I'acti  vacié de les vies Fc €Rl i
KIT

Tipus cel-lular: LAD2/HMC-1
Reactius: Tamp6 d'alliberacié de B-Hexosaminidasa (HRB)
Anti-3BP2 (clon 470)
Anti-Ly9 o CD229
Proteina A Sepharosa CL-4B d’Amersham
Buffer de Lysis 2x
Estimuls: STV 10x [2.5ug/ml] o SCF 10x [1ug/mi]
Procediment:
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Recollim les cél-lules

Centrifuguem a 1500rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant.
Afegim 5ml HRB per rentar.

Centrifuguem a 1500rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant
Resuspenem els pel-lets en 450ul en HRB

Temperem els estimuls a 37°C i mostres. Volum d’activacié 0.5ml.

Activar les mostres el temps indicat i per parar la reaccio afegim 0.5ml de Lysis
buffer 2x fred.

Fem un up/down amb la pipeta, un vortex i ho deixem incubant en gel durant
20min.

Centrifuguem 20minuts a 13200 rpm (maxima potencia) a 4°C.
Transferim el sobrenedant a un nou tub.
Agafem aproximadament 0.5x10° cél-lules pels llisats + 30ul S.Buffer

Comencem la immunoprecipitaci6 posem 2ug de l'anticos corresponent, en
aquest cas fem servir el 3BP2 i com a control isotipic el Ly9 (o CD229) que no

s’expressa en mastocits.
Ho deixem incubant amb I'anticos 3h a 4°C a la NORIA
Afegim 50ul de Proteina A incubem 1h a 4°C a la NORIA

Fem 3 rentats amb Lysis buffer diluit (primer afegim 7ml d’'H,O per ser 1x

despres diluim amb Tris /NaCl + inhibidors, per tenir el trité 0.5%)

Afegir tampd reductor o Sample Buffer (50ul).
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« Bullir 10 min a 100°C

» Transferim el sobrenedant a un nou tub. Les mostres ja estan preparades per
cérrer en un gel SDS-PAGE (8%-10%).

5.4.2 Cél-lules COS

Tipus cel-lular: cél-lules COS

Reactius: Tampo de Lisi

Procediment:

1. Eliminem el medi de les plaques.

2. Fem un rentat amb medi DMEM per eliminar les cél-lules mortes.

3. Eliminem el sobrenedant i afegim 1ml de tamp0é de lisi a la placa i es rasca amb
una espatula, recollint tota la mostra llisada en nou tub de 1.5ml.

4. Incubacio 20 minuts en gel i centrifuguem a maxima velocitat (14000rpm) 20

minuts.
5. Recollim el sobrenedant en un nou tub.

6. Agafem 30pl pels llisats totals (WCL: Whole Cell Lysate) i amb la resta
procedim afegint entre 1-10ug d’anticds especific contra la proteina d’interés que

es vol immunoprecipitar.
7. Incubar durant 2 hores, en rotacio, a 4°C.

8. Afegir als tubs 50ul de proteina A Sepharosa per immunoprecipitar I'anticos

afegit.

9. Incubar durant 1 hora 30 minuts, en rotacio, a 4°C.
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10. Rentar tres vegades la immunoprecipitacio amb el tampé de lisi diluit a la
meitat sense detergent (en cada rentat, fer un pols de centrifuga, 14000rpm, 11

segons a 4°C i descartar el sobrenedant).

La dilucio del tampo de lisi és opcional segons l'astringéncia amb que es vulguin

dur a terme els rentats (I'astringéencia és proporcional a la quantitat de detergent).

11. Afegir 50ul del tamp6 de carrega 3x (en condicions reductores) a totes les

mostres, incloses les mostres corresponents als llisats cel-lulars totals.

12. Bullir les mostres a 100°C durant 10 minuts per tal de desnaturalitzar-les i

separar la proteina A Sepharosa.
13. Les mostres ja estan preparades per correr en un gel SDS-PAGE.
5.5 Electroforesi de proteines (SDS-PAGE)

La técnica SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) consisteix en |'electroforesi de proteines en un gel d'acrilamida.
Amb aquesta tecnica s’aconsegueix que les proteines migrin en funcio de la seva
mida. Gracies a I'accio del detergent SDS, totes les proteines adquireixen carrega
negativa en proporcié a la seva massa, aconseguint que la relacié carrega/massa
sigui idéntica en tots casos, tot aixo fa que la migracié depengui Unicament de la

longitud de la cadena polipeptidica.

Es preparen dos fases de gel d'acrilamida, que varien en el percentatge
d’'acrilamida, pH i molaritat, per tal d'aconseguir un empaquetament (gel apilador)
correcte de les mostres, prévia a I'entrada a la fase resolutiva (gel separador) on
les mostres es separen en funcié del pes molecular. En funcié del pes de les
proteines a resoldre, es treballa amb major (15%) o menor grau (8%)

d’empaquetament d’acrilamida en el gel separador.

Reactius: Acrilamida 30%
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Tris-Base 1M pH 8.8 i pH 6.8

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate ) 10%

APS (Ammonium Persulfate) 20%

TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamida)

Tampo d’electroforesi 10x, pH 8.4, 1L: 30gr Tris-Base, 144gr Glicina i
10gr SDS. Es treballa a I'1x.

Procediment;

Preparar les dues fases del gel d’acrilamida. Les quantitats de cada reactiu per
la preparacié d’'ambdues fases del gel d’acrilamida es troben resumides en la
segient taula:

GEL SEPARADOR GEL APILADOR
8% 10% 12%

PA 8mi 10ml 12ml 1.5ml

TRIS1IMpH 8.8 |11.1ml 11.21Iml 11.2ml

TRIS 1M pH 6.8 1.25ml

H,O 10.8ml 8.7ml 6.7ml 7ml

SDS 10% 3004l 3004l 300l 100yl

APS 20% 150ul 150ul 150pl 100yl

TEMED 20l 20l 20l 10ul

Carregar les mostres als pous.

Cérrer el gel aplicant un amperatge no superior als 60mA des del pol negatiu al

positiu.
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5.6 Western-Blot

La tecnica del Western Blot consisteix en la transferencia del gel d’electroforesi a
una membrana, que actualment utilitzem membranes de PVDF (Polyvinylidene
Fluoride). La membrana permet diverses incubacions amb els anticossos

d’interés.
Reactius: Tampo de transferencia.
Tampo6 TBS-T (Tris-Buffered Saline Tween-20) 1x.

Membranes de PVDF, de Millipore

Tampo de stripping.
Western bright Quantum d’ Ecogen
Western Blotting Luminol Reagent de Santa Cruz.
Pel-licules CP-BU, d’'AGFA.
Procediment:

* Muntar la transferencia amb el gel d’electroforesi: el gel en contacte amb la
membrana de nitrocel-lulosa (PVDF) i aquesta en contacte amb el pol positiu
(la transferencia es fa del pol negatiu al pol positiu). Hi ha diversos sistemes
per realitzar la transferéncia: humits, semi-sec i secs. En el sistema semi-sec,
no excedir els 25 volts i 3mA per cm2 en el cas de gels grans, o 5.5mA per
cm2 en el cas de minigels. Generalment s'utilitza un amperatge de 0.8mA per

cm2 per gels grans.

» Un cop finalitzada la transferéncia, descartar el gel i incubar la membrana amb

els anticossos desitjats, seguint els segiients passos:

131



» Bloqueig amb llet desnatada 2% o albumina (BSA: Bovine serum albumin) 2%
(en el cas d'utilitzar I'anticos contra tirosines fosforilades), durant 1 hora en

agitacid, a temperatura ambient o durant tota la nit a 4°C sense agitacio.

* Rentar 2-3 cops amb TBS-T, durant 5 minuts en agitacio, a temperatura

ambient.

» Incubar amb I'anticds primari, durant 1 hora en agitacié, a temperatura ambient;

0 bé durant tota la nit a 4°C en agitacio.

* Rentar 2-3 cops amb TBS-T, durant 5 minuts en agitacio, a temperatura

ambient.

* Incubar amb [Ilanticos secundari, durant 20-45 minuts en agitacio, a
temperatura ambient. En el cas que l'anticos primari estigui directament

conjugat a peroxidasa, aquest pas s’elimina.

 Rentar 2-3 cops amb TBS-T, durant 5 minuts en agitacio, a temperatura

ambient.

* Revelar amb el Western bright Quantum o el Western blotting Luminol
Reagent, utilitzant pel-licules CP-BU per al revel-lador CURIX AGFA 60.

En el cas que vulguem incubar altres anticossos, farem un pas per eliminar
anticos enganxat a la membrana amb el tamp6 de Stripping. Fem tres rentat
d’aproximadament 5-7 minuts amb aquest tampé amb un moviment vigoros,
permet dissociar I'anticos unit a la membrana (degut a I'acidesa del pH del tampo
de stripping). D’aquesta manera, la membrana es pot tornar a bloquejar i reutilitzar

per més d’una incubacié amb altres anticossos.
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6. CITOMETRIA DE FLUX

La citometria de flux és una técnica que permet el comptatge, l'analisi i la
separacio de cel-lules que es troben en suspensio en un liquid. Permet fer estudis
multiparametrics de caracteristiques fisiqgues o quimiques de cel-lules individuals
gue flueixen a través d'un aparell de deteccid, que capta les caracteristiques de
dispersio6 de la llum i fluorescéncia que posseeixen aquestes cel-lules conforme se
les fa passar a través d’'un feix de llum. La dispersié de la llum varia per cada
poblacié de cel-lules analitzada: la mida de la cél-lula donara un parametre de
dispersio, i la granularitat de la cél-lula donara un altre parametre de reflexié de la
llum. A més de la dispersio, I'is d’anticossos monoclonals marcats amb molécules
fluorescents, permet estudiar la preséncia de diversos marcadors de manera

simultania.
6.1 Analisi d’expressio de proteines de membrana

En aquest cas analitzem els receptors de membrana dels mastocits, com son

FceRl i KIT, fem un marcatge de superficie.
Tipus cel-lular: LAD2/HUMCs/HMC-1 infectades
Reactius: Tampo6 de rentat: PBS, 2% FCS, 0.01% Azida Sodica.

Tampo6 de fenotipat: tamp6é de rentat + 20% de sérum de conill

inactivat.
Anticos isotypic 1IgG2b PE mouse (IMMUNOTOOLS)

Anticos PE mouse anti-Human CD117 (cKit) (BD Pharmingen
Biociences) [0.2mgIml]

Anticos PE anti-Human Fc€RI alpha (eBiociences)
Procediment
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Agafem 0.2x10° cél-lules per marcatge

Centrifuguem a 1000rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant
Afegim 2ml de tampé de rentat

Centrifuguem a 1000rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant

Resuspenem el pél-let amb tampd de fenotipat (per bloquejar els receptors de
Fc)

0 Pels marcatges isotypic i Fc€RI alpha - 90ul/tub

0 Pel marcatge de KIT - 95pl/tub

Incubar en gel (4°C) durant 15min-20min

Afegim els anticossos als tubs

0 Fc€Rl alpha 1/10 - 10pl/tub

o0 isotypic lgG2b 1/10 - 10ul/tub

0 Anti-Human CD117 1/20 - 5ul/tub

Ho deixem incubant 30minuts en gel (o a la nevera), protegit de la llum

Rentar una vegada afegint 3ml de tampo6 de rentat a cada tub centrifugar 5

minuts a 1000rpm a 4°C.
Decantem el sobrenedant.
Resuspenem amb 300pl/tub de tampo de rentat

Llegim les mostres al citometre (FACs Calibur), el fluorocrom que utilitzem es

PE, que es llegeix al canal FL-2.
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6.2 Analisis de I'apoptosi cel-lular

Per analitzar I'apoptosi cel-lular de les cél-lules infectades utilitzarem 'annexin V
com a marcador. Entre les caracteristiques de Il'apoptosi, trobem el canvis
d’'organitzacié del fosfolipids en la membrana cel-lular, despres de l'induccio
d'aquest procés, la fosfatildilserina que normalment s'ubica en la cara
citoplasmatica de la membrana cel-lular canvia la seva ubicacié quedant a la part
extracel-lular, fet que representa un estimul per la fagocitosi, la detecci6 d’aquest
fosfolipid in vitro s’aconsegueix mitjangant [I'utilitzaci6 de [I'anticoagulant
ANNEXINA V, el qual en preséncia de calci, augmenta la seva afinitat per aquest
fosfolipid, d’aquesta manera I'’Annexina V marcada amb un fluorocrom pot ser

detectada en cel-lules per citometria de fluxe.

Tipus cel-lular: LAD2/HUMCs infectades

Reactiu: Tampé d’alliberaci6 de p-Hexosaminidasa (HRB):
Annexin V-APC (cat. 550474) (BD Pharmingen Biociences)
7ADD (cat. 51-6898 1E) (BD Pharmingen Biociences)

Procediment

Agafem 0.1x10° cél-lules per marcatge

e Centrifuguem a 1500rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant
» Afegim 5ml de PBS fred per rentar, ho fem dues vegades.

* Centrifuguem a 1500rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant
* Resuspenem el pél-let amb 400ul de HRB (buffer release).

» Es transfereix 100pl/tub, tenim un total de 4 tubs
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o Cél-lules no marcades
0 Annexin V-APC sola
o 7ADD sola
0 Annecin V-APC + 7ADD
» Afegim 5ul de annexin o 7ADD o les dues.
* Incubar a RT durant 15min, protegit de la llum.
» Afegint 400ul/tub de HRB (buffer release).
* Llegim les mostres al citometre (FACs Calibur), dins de la primera hora.

» El canals que utilitzem sé6n FL-3 i FL-4. El fluorocrom APC, que es llegeix al

canal FL-4.

7. ASSAIG D’ALLIBERACIO DE B-HEXOSAMINIDASA

L'analisi de la secreci6 de B-hexosaminidasa, mediador contingut al lisosomes
cel-lulars dels mastocits, s'utilitza com una mesura de desgranulacié mastocitaria.

Tipus cel-lular: HUMCs

Reactius : Buffer release (HRB):
Human IgE (Biotin) monoclonal antibody 1mg/ml (ABBIOTEC)
PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) i lonomicina de Calbiochem
Substrat P-nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glucopyranoside de Calbiochem

Triton X-100.
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Tampo de citrat de sodi 0.1M (pH 4.5).

Tampo carbonat de sodi 0.2M (pH 10.7).
Estimuls : STV 100x (10ug/ml)

IONOMICINA 100x [200pg/ml]

PMA 100X [5ng/ml]

Procediment (ler dia)

» Comptem les cel-lules per saber al concentracio.

« Agafem 2x10%ell/punt, el posem a 0.5x10°ell/ml. Les que dema s’han
d’activar amb STV.

» Afegir higE(Biotin) a [100ng/ml]

* Incubaci6 a 37°C + 5% CO,

* Procediment (2on dia)

* Recollim les cel-lules

e Centrifuguem a 1000rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant
» Afegim 5ml HRB 5 per rentar

» Centrifuguem a 1000rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant

* Resuspenem el pél-let en 180ul/condici6 de HRB i afegim els estimuls
apropiats:

0 1.8pl d'estreptavidina (10pg/ml)

o 1.8yl PMA (50ng/ml) més lonomicina (2.5uM),
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* Incubem durant 30 minuts, a 37°C.
» Centrifuguem a 1000rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant
» Recollim SN i els repartim 50ul per cada pou (triplicat per mostra).

» Afegim 150ul de trité a I'1% (en HRB) als llisats cel-lulars totals. | repartim 50l

a cada pou.

» Els sobrenedants recollits i els llisats cel-lulars totals obtinguts s’'incuben en
100pl del  substrat P-nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glucopyranoside, a una
concentracido de 1.3mg/ml en un tampo de citrat de sodi 0.1M (pH 4.5), durant
1 hora a 37°C.

» Per aturar la reacci6 cal afegir 200ul per pou d'un tampéd carbonat de sodi
0.2M (pH 10.7).

» L’'absorbancia de 4-P-nitrophenol es monitoritza mitjancant I'absorbancia a

405nm. Amb correccié (Reference wavelength) 620nm.

L'activitat resultant de B-Hexosaminidasa s'expressa com el percentatge de la
resposta maxima (mostres tractades amb Trit6 X-100): Alliberaci6 de -
Hexosaminidasa = (alliberaci6 de Ila mostra menys alliberacié

espontania/alliberaci6 maxima menys alliberaci6 espontania) x 100.

8. ANALISI DE FLUX DE CALCI PER FLUORIMETRIA

El calci (Ca2+) és un element abundant, present ja sigui en forma lliure o unida a
proteines i és essencial per diferents processos bioquimics tant en cél-lules
eucariotes como procariotes. En molts processos d’activacié cel-lular es donen
canvis de calci intracel-lular. Aquests canvis de calci es mesuren mitjancant I'ds

de sondes, entre les quals trobem el FLUO-4, que és el que hem utilitzat.
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Tipus cel-lular: HUMCs/LAD2

Reactius : Fluo 4/AM, Molecular Probes, Invitrogen ® 1mg/mi
Buffer release (HRB)
Human IgE (Biotin) monoclonal antibody 1mg/ml (ABBIOTEC)
lonomicina de Calbiochem

Estimuls : STV 100x (10pg/ml)

IONOMICINA 100x (200ug/ml)
Procediment (ler dia)
« Agafem 1x10°cell/punt, el posem a 0.5x10%cell/ml.
» Afegir higE(Biotin) a [100ng/ml]
* Incubaci6 a 37°C + 5% CO,

Procediment (2on dia)

Recollim les cél-lules i centrifuguem a 1000rpm durant 5 min, eliminem el

sobrenedant.
» Afegim 2ml HRB (o 3ml) per rentar
» Centrifuguem a 1000rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant
* Resuspenem el pél-let en 995ul HRB
» Afegim 5pl Fluo 4/AM (5pg/ml = 5uM total)

* Incubar 30 min a 37°C (protegit de la llum)
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* Rentar dues vegades (ler 1ml/tub, 2on 300ul/tub de HRB) amb la minispin

durant 30segons
» Resuspenem les cél-lules en 600ul HRB i repartim 200ul/pou
* Mantenim la placa protegida de la llum en tot moment i a temperatura ambient
* Fluorimetre Modulus™ Il Microplate Multimode Reader, Turner Biosystems.
* Fem lectura basal (1 cicle, programant la placa)
» Traiem la placa del fluorimetre i posem I'estimul STV 100x (2l a tots els pous)
* Fem 10 cicles de lectures (1min per lectura)

» Traiem la placa i posem I'estimul lonomicina 100x (2ul a tots els pous)
» Fem 5 cicles de lectures (1min per lectura)

Transformacié de les dades a Excel i representacié en GraphPad Prism 5.

9. QUANTIFICACIO DE CITOCINES | QUIMIOCINES

Un cop el mastocit s’activa hi ha tot una série d’esdeveniments, primerencs com
és la desgranulacio i tardans com son la produccio de citocines i quimiocines. En
els mastocits les quimiocines més expressades son IL-8 i GM-CSF. Primer
activarem les cel-lules i després mesurarem la secrecié per ELISA i la produccio

per Real Time.
9.1 Activacio cel-lular
Tipus cel-lular: HUMCs

Reactius: Human IgE (Biotin) monoclonal antibody 1mg/ml (ABBIOTEC)
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STEM PRO COMPLET (+ IL-6 + SCF (100ng/ml))

Estimuls: STV 10x (10pg/ml)

higE 100x (10ug/ml)

Procediment (ler dia)

Agafem 2x10°cell/punt, el posem a 1x10°cell/ml.
Afegim hlgE(Biotin) a [1ug/ml]

Incubacié a 37°C + 5% CO,

Procediment (2on dia)

Recollim les cél-lules i centrifuguem a 1000rpm durant 5 min, eliminem el

sobrenedant.

Afegim 2ml STEM PRO + IL6 + SCF (100ng/ml) per rentar.
Centrifuguem a 1000rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant.
Resuspenem el pél-let en 3240ul STEM PRO + IL6 + SCF (100ng/ml)
Repartim a cada pou 1620ul (activat i no activat)

Afegim 180ul d’estimuls per activacio i al no activat afegim medi STEM PRO +
IL6 + SCF.

Ho deixem a 37°C + 5% CO2 durant 6hores.
Passades les 6 hores recollim els sobrenedants.

També recollirem les cel-lules, les rentarem amb PBS i procedirem a extreure

el RNA (explicat en I'apartat 10.1)
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9.2 ELISA de IL-8 i GM-CSF

Tipus cel-lular: HUMCs (sobrenedants del cel-lules activades 6h)

Material: Kit DuoSet] ELISA: human CXCLS8/IL-8 (#DY208)

Kit DuoSet] ELISA: human GM-CSF (#DY215)

Reactius: WASH BUFFER: 0.05% Tween 20 in PBS, pH 7.2-7.4
BLOCKING BUFFER (IL-8): 1% BSA en PBS + 0.05% NaN;
REAGENT DILUENT (GM-CSF): 1% BSAin PBS,pH7.2-7.4
REAGENT DILUENT(IL-8): 0.1% BSA, 0.05% Tween 20 en TBS
SUBSTRATE SOLUTION: 1:1 Mixt Reagent A i Reagent B
STOP SOLUTION: 2N H,S0O,

Procediment (ler dia): Preparacié de la placa

1. Diluim l'anticos de captura amb PBS i afegim 100ul/pou
Tapem amb una coberta de plastic i ho incuben o/n a temperatura ambient.

GM-CSF IL-8
[STOCK]  360ug/mi 720ug/ml

[TREBALL] 2pg/mi 4ug/mi
Procediment (2on dia)

2. Rentem la placa eliminant el sobrenedant, afegim WASH BUFFER (400l
aprox.), aixo ho repetim en total 3 vegades, I'Ultima ens assegurem que la

placa quedi seca.
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3. Bloquejar la placa, afegim 300ul/pou de BLOCKING BUFFER (IL-8) o
REAGENT DILUENT (GM-CSF). Incubem a temperatura ambient, minim 1

hora.
4. Rentem la placa, repetim pas 2.

5. Afegim 100ul de mostra o Standard. Tapem amb una tira adhesiva i incubem

dos hores a temperatura ambient. Cada Standard té el seu propi diluent.
GM-CSF: Reagent diluent (1% BSA en PBS, pH 7.2 - 7.4)

IL-8: Reagent diluent (0.1% BSA, 0.05% Tween 20 en TBS)

standard GM-CSF IL-8
[STOCK]  110ng/ml 110ng/mi

[TREBALL] 1000pg/ml  2000pg/ml

6. Rentem la placa, repetim pas 2.

7. Afegim 100pl/pou de I'anticos de Detecci6 diluit en el seu propi diluent. Tapem

amb una tira adhesiva i incubem dos hores a temperatura ambient.
GM-CSF: Reagent diluent (1% BSA en PBS, pH 7.2 - 7.4)
IL-8: Reagent diluent (0.1% BSA, 0.05% Tween 20 en TBS)

GM-CSF IL-8
[STOCK]  90upg/ml  3,6ug/mi

[TREBALL] 0,5ug/ml 20ng/ml

8. Rentem la placa, repetim pas 2.
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9. Afegim 100ul de Streptavidin-HRP per pou a una dilucié 1/200 diluit en el seu
propi diluent. Tapem amb una tira adhesiva i protegit de la llum, I'incubem 20

minuts a temperatura ambient.
GM-CSF: Reagent diluent (1% BSA en PBS, pH 7.2 - 7.4)
IL-8: Reagent diluent (0.1% BSA, 0.05% Tween 20 en TBS)
10. Rentem la placa, repetim pas 2.

11. Afegim 100ul/pou de la solucié de Substrat (A+B), incubem 20 minuts a

temperatura ambient , protegim la placa de la llum.
12. Afegim 50ul de la solucié STOP.
13. Llegim a una absorbancia 450nm amb una correccié a 540nm o 570nm.

Transformacio de les dades a Excel i representacio en GraphPad Prism 5.

10. ANALISI D’'EXPRESSIO DE GENS

L’analisi de I'expressio de gens té com a finalitat estudiar I'abséncia o presencia
d’'una proteina determinada a nivell de la seva transcripcio génica. Es un sistema
forca utilitzat, ja que representa una tecnica molt sensible que permet detectar
I'expressio de proteines que es troben expressades a nivells molt baixos, o bé que

no hi ha disponibilitat d'anticossos contra aquestes proteines.
10.1 Aillament del RNA missatger d’una linia cel-lu  lar

Per tal de determinar mitjangant transcripcié génica I'abséncia o presencia d'una
proteina determinada, el primer pas consisteix en I'obtencié del RNA missatger

(mRNA) d’'una linia cel-lular, o bé d’'un cultiu primari.

Tipus cel-lular: HUMCs/LAD2
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Material: Kit d’extraccié de RNA: RNAeasy Mini Kit de QUIAGEN®
Procediment

» Centrifugar 5 minuts 1800 rpm a 23°C i obtenir el pél-let de cél-lules activades i

sense activar, normalment entre 2-3x10° cél-lules.

« Afegir al volum de cel-lules 350yl de lisis buffer , = 5x10° — 10x10° ceél-lules

utilitzarem 600ul (10ul de mercaptoetanol per cada ml de RLT) i canviar a un

tub de base rodona.

» Politronar la mostra a una velocitat de 4/4.5 durant aproximadament uns

30segons.

» En aquest punt podem congelar les mostres a -80°C.

» Afegir 350ul de ETOH al 70% a la mostra i barrejar.

* Recollir 600pul de la mostra en la columna i fer un pols de 15/20 segons a

12000rpm i decantar novament el liquid que queda en el tub.

* Recollir 600pl del que queda de la mostra i fer novament un pols de 15/20

segons a 12000rpm i decantar.

» Afegir 350ul de buffer RW1 i fer novament un pols e 15/20 segons a 12000rpm

i decantar el que queda en el tub.

» Afegir 350ul de buffer RW1 i fer novament un pols de 15/20 segons a
12000rpm i canviar el tub.

o Afegir 5004l de buffer RPE i fer novament un pols de 15/20 segons a
12000rpm i decantar el que queda en el tub.

» Afegir 500 ul de buffer RPE i centrifugar durant 2 minuts a 12000rpm i decantar

el que queda en el tub.
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» Centrifugar con la columna buida durant un minut a 12000rpm.

» Traspassar la columna a un tub eppendorf estéril i afegir 30pl de agua RNAasa

free i centrifugar durant 1 minut a 12000 rpm.
Mesurem la quantitat de RNA obtinguda al NANODROP 2000.
10.2 Retrotranscripcio de RNA a cDNA

La retrotranscripci6 de mRNA a cDNA és necessaria per tal de poder fer estudis
posteriors d’amplificacio per PCR dels gens que codifiguen per les diferents
proteines d'interés. Dependent de la concentraci6 de RNA obtingut fem
retrotranscrpcions de 0.5 o 1pg.

Material: GeneAmp® RNA PCR kit, d’Applied Biosystems.
Procediment
» Agafar 1ug de RNA i afegir-hi aigua esteéril fins a tenir un volum final de 10ul.

» Afegir 10ul de la Barreja preparada amb els reactius del GeneAmp® RNA PCR
kit.

El contingut és el seguent:

Tampo de RT 10x 2ul
Barreja de dNTPs (100mM) 25x 0.8yl
Oligonucleotids Random de RT 10x 2ul
Transcriptasa Reversa MultiscribeTM 1l
Inhibidor de RNasa 1pl
Aigua lliure de Nucleases 3.2yl

* Fer un pols a 14000rpm, durant 11 segons, a temperatura ambient.
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» Programa RT Applied en el Termociclador de GS Storm 482
0 25°C, 10 minuts.
o0 37°C, 2 hores.
0 85°C, 5 segons.
0 Mantenir a 4°C.

10.3 Amplificacio per PCR en temps real (QPCR)

Es una variant de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) utilitzada per

amplificar i simultaniament quantificar de forma absoluta el producte de

'amplificacio de I'acid desoxiribonucleic (ADN).

Material: TagMan Gene Expression Assays per c-KIT, GATAS3, GATA2, MITF,
SCL, ilIL-8 d’Applied Biosystems

Tagman® Gene Expression Master Mix d’Applied Biosystems

SONDES llargada de I'amplico
18s Hs 99999901 _s1 187 FAM
IL-8 Hs00174103_m1 101 FAM
KIT Hs00174029_m1 64 FAM
GATA3 Hs 00231122_m1 80 FAM
GATA2 Hs 00231119 _m1 64 FAM
MITF Hs 01117294 m1 81 FAM
SCL (TAL1) Hs 01097987_m1l 84 FAM

Procediment:

» Descongelarem les sondes i el cDNA en gel, i les mantindrem en gel.
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Farem una barreja de sonda amb el TAQMAN (Mix sonda)

sonda 1l

tagman 10pl

Diluirem el cDNA depenent de la sonda i la concentracié de la retrotranscripcio.

En la placa afegirem els seglents reactius fent un volum total de 20yl

Mix sonda  11pl

DNA diluit 9l

Condicions del programa ABI-Prism 7300 Sequence detector d’Applied
Biosystems

0 50°C, 2 minuts

0 95°C, 10 minuts
0 95°C, 15 segons
0 60°C, 1 minut

0 Repetir durant 40 cicles

Analitzarem els resultats mitjancant 7500 SDS Software d’Applied Biosystems.

11. ANALISI DE LA VIA DE LES CASPASES PER FLUORIMET RIA

L’'assaig de caspases es tracte d’'un assaig luminescent que mesura les activitats

de les caspases efectores 3 i 7, aquestes formen part de la familia de les

caspases i juguen un paper important en I'apoptosi de les cél-lules de mamifer.

L’assaig proporciona un substrat luminogénic que conté una sequéncia de
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tetrapeptit DEVD, que és el reactiu optim per I'activitat de les caspases, I'activitat
de luciferasa i la lisi cel-lular. Quan aquest substrat es trenca per accié de les
caspases presents en les cél-lules, genera un senyal luminiscent, produit per la
luciferasa. La luminescencia és proporcional a la quantitat d'activitat de la

caspasa.
Tipus cel-lular: LAD2 i HMC-1 infectades
Reactius: Caspase-Glo O 3/7 Buffer
Caspase-Glo O 3/7 Substrate
Procediment (1er dia)
» Comptem les cél-lules per saber al concentracio.
* Igualem concentracions
* Incubaci6 a 37°C + 5% CO,

Procediment (2on dia)

Reconstituim el Caspase-Glo [0 3/7 Substrat amb el buffer, tempera-ho a

temperatura ambient.
* Pel blanc agafarem medi sense completar.

« Agafem 10* cél-lules per pou fent n=3, per tant necessitarem 3x10cell en un

volum total de 300pl de medi.
* Repartim 100pl/pou.
» Afegim 100pl/pou del Caspase-Glo O 3/7 reagent.
» Barregem amb l'agitador 30" a 200-300rpm.
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* Incubem a temperatura ambient durant 1hora.
* Llegim amb el luminometre (lectura cada 0.3segons/mostra).

Transformacié de les dades a Excel i representacié en GraphPad Prism 5

12. MICROSCOPIA IMMUNOFLUORESCENT

Per observar si proteines del nostre interes colocalitzen, en alguns casos

necessitem activacions prévies.
12.1 Activacio
Préviament a I'activacio sensibilitzarem les cél-lules seguin el punt 5.1
Tipus cel-lular: LAD2
Reactius: Tamp6 d'alliberacié de B-Hexosaminidasa (HRB)
Streptavidin Alexa Fluor[J 488 conjugate [Img/ml] (Molecular Probes[])
Procediment:

* Recollim les cel-lules i centrifuguem a 1500rpm durant 5 min, eliminem el

sobrenedant.
* Rentar amb HRB (aproximadament 5ml centrifugar i eliminar SN).
* Resuspendre el pél-let en un volum total 300ul i repartir 50ul/epp.
* Volum d’activacié 100ul afegir 50ul STV 2x.
» En el punt 0 afegir I'estreptavidina i deixar-ho en gel.

 Enelspunt2'i 10’ afegir i activar a 37°C el temps indicat.
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» Parar la reaccié amb 100ul de PBS fred i fer un pols (11segons) a 4°C.
12.2 Marcatge intracel-lular

Tipus cel-lular: LAD2

Reactius: Tampo de bloqueig

Tampo Fixador: fet a base de Paraformaldehid (PF al 16%, Electron
Microscopy Sciences)

Tampo6 de permeabilitzacio

Tampo6 per diluir anticos
Medi de muntatge Fluoromount-G, de Southern Biotechnology.
Cubres
Poli-Lys per tractar els cubre.
Hoechst stain stock [10mg/ml] work [1pg/ml]
Procediment

1. Agafem 1x10° cél-lules per marcatge o les cél-lules que préviament hem

activat.
2. Centrifuguem a 1500rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant.

3. RENTAT amb 1ml PBS, centrifugant a 1500rpm 5 min (o pols de centrifuga a

max. velocitat 10”), eliminant el sobrenedant.
4. FIXACIO amb 0.5ml del tamp0 de fixacié 15 minuts en gel.

5. Rentar com el pas 3.
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6. PERMEABILITZACIO amb 0.5ml PBS — 0.05% Saponina 10 minuts en gel.
7. Rentar com el pas 3.

8. BLOQUEIG amb 0.5ml del tamp6 de bloqueig lhora en gel.

9. Centrifuguem a 1500rpm durant 5 min, eliminem el sobrenedant.

10. Preparar l'anticos primari a una dilucié 1:50, diluir 'anticos amb el tampdé

adequat, a un volum de 100 ul per mostra.

11. INCUBAR les mostres 2 hores en gel.

12. Rentar com el pas 3. Repetir-ho 203 vegades.

13. Preparar I'anticds secundari dilucié 1:500, volum de 100 ul per mostra
14. INCUBAR les mostres 45 minuts en gel.

15. Rentar com el pas 3. Repetir-ho 203 vegades.

16. Resuspendre el pel-let amb 300ul de PBS

17. Afegir Hoechst, serveix per tenyir el nucli.

18. Un dia abans s’han tractat els cubres amb Poli-Lisina, s’elimina I'excés i es fa

un rentat amb PBS per treure I'excedent.

19. INCUBAR als cubres les cél-lules perqué s’enganxin 30 minuts a temperatura

ambient.

20. Muntatge als portes afegint aproximadament 9ul de fluoromont, agafant els

cubres i girant-los perqué quedin les cél-lules en contacte amb el fluoromont.
21. Ho deixem assecant i ho protegim de la llum, es guarda a 4°C.

22. Analitzar les mostres al microscopi confocal de fluorescencia Leica TCS NT.
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13. TECNICA DEL WOUND HEALING

La técnica de wound healing (curacid d'una ferida), determina la capacitat

migratoria de les cel-lules.

Tipus cel-lular: GIST 48 i 48B

Procediment (ler dia):

« Plaquegem 1x10° cél-lules per pou en una placa de 6 pous

* Incubacié a 37°C + 5% CO,

Procediment (2on dia):

* Les cel-lules estan al 95% de confluéncia.

» Fem una ferida a la capa de cél-lules amb la punta groga (tres ferides per pou)
* Immediatament rentem amb PBS 1x i afegim medi fresc.

* Fem fotografies de cada ferida a temps Oh, 4h, 8h, 12h, 24h, 36h i 48 hores.

Canviant el medi a cada punt.

Utilitzant el temps 0 com a basal anem mesurant com es va tancant la ferida i

calculant el % de migracio.

14. SISTEMA DEL TRIPLE HIiBRID

Aquest sistema ens permet detectar interaccions directes entre proteines
conegudes i també detectar noves unions concretament amb el sistema del triple
hibrid, permet la incorporacié d’un element extra, en el nostre cas una cinasa, aixi
es podran determinar interaccions dependents de fosforilacié (Explicat més

ampliament en I'’Annex).
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14.1 Transformacio d’una llibreria de cDNA en lleva  ts
Material
» Soca de llevats CG1945 amb els gens HISS i B-galactosidasa

* Medi YPD: per 1 L: afegir a 950 ml d’aigua Mili-Q, 20 gr peptona, 10 gr extracte
llevat, 20 gr agar (si solid). 121°C 15 minuts a l'autoclau. Quan la temperatura
sigui d’'un 55°C, s’afegeixen els 50 ml de la Glucosa al 40% (dissolta en aigua
Mili-Q i filtrada)

* Medis SD -Trp, -Trp/-Met, -Trp/-Met/-Leu/-His: per 1 L: afegir a 950 ml d’aigua
Mili-Q, 6,7 gr de Font de Nitrogen, 20 gr d’agar (si solid), 0,6 gr Drop out (medi
amb aminoacids, pero li manca la Met, Trp, His, Leu), afegir els aminoacids que
calgui. 121°C 15 minuts a l'autoclau. Quan la temperatura sigui d’'un 55°C,

s'afegeixen els 50 ml de la Glucosa al 40% (dissolta en aigua Mili-Q i filtrada)
e 3-AT a 3mM en les plaques de 150 mm de diametre -Trp/-Met/-Leu/-His

» 50% PEG 3350

e 1L Aigua Mili-Q i autoclavada

* Tampo TE 10X: 0,1 M Tris-Base; 10 mM EDTA a pH 7,5. Autoclavar

» LiAc 10X: 1 M Acetat de Liti a pH 7,5 amb acétic glacial. Autoclavar

* 100% DMSO

DNA carrier (10mg/ml)
Procediment:

1. El llevat CG1945 es descongela tot plaquejant-lo en medi YPD. Es deixa a
30°C durant 2-3 dies
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2. Picar unes 3 colonies (d'1-3 mm diametre) de llevat CG1945 en 1 ml medi

YPD i fer vortex per disgregar bé.

3. Les deixem créixer en 50 ml de YPD 16-18 h a 30°C a 250 rpm fins a una

densitat optica (ODgqo) superior a 1,5

4. Fer una dilucié 1/4-1/5, per deixar la poblacio de llevat a OD600 nm = 0,2-0,3
en 300 ml

5. Es creix fins a OD600,, = 0,4-0,6 durant 2-3 h en les mateixes condicions que

l'apartat 2

6. Es recull el cultiu i es centrifuga a 1200 rpm 5 minuts a temperatura ambient
7. El pél-let es resuspén amb 50 ml aigua Mili-Q i autoclavada

8. Centrifugacié com pas 6

9. El pel-let es resuspen amb 1,5 ml TE/LiAc 1X (1 mlI TE 10 X, 1 ml LiAc 10X, 8
ml aigua). Aquest pas és per fer les cel-lules competents i es pot deixar fins 1
hora

10.Agafar 100 pl de llevats del pas 8 i afegir-los en un tub eppendorf amb (i
barrejar-ho bé):

1 pg DNA pBrigde
100 pg DNA carrier

11. Afegir 600 pl de la solucié PEG/LIAc (8 ml PEG 50%, 1 ml TE 10 X, 1 ml LiAc
10X)

12. Agitar-ho a 200 rpm a 30°C durant 30 minuts

13. Afegir-hi 70 pl de DMSO i barrejar per immersio
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14. Col-locar les mostres 15 minuts a 42°C i anar barrejant
15. Col-locar les mostres 1-2 minuts en gel

16. Centrifugar 5 segons a 1200 rpm a temperatura ambient
17. Resuspendre els pél-lets amb 100 pl de TE 1X

18. Plaquejar-ho en una placa de 10 cm amb —Trp/-Met i deixar-ho a 30°C uns 2-

3 dies fins que les coldnies s6n d'uns 2 mm

Les colonies que creixen es transformen amb la llibreria de cDNA de moll de I'és
(1 mg). El protocol és el mateix, pero els volums de creixement sén superiors. 150
ml de cultiu liquid de —Trp/-Met (pas 1), després es posa en 1 L (pas 4), el rentat
és amb 500 ml d’aigua (pas 7), solucié de TE/LIAc 1 X és de 10 ml (pas 9), es
barreja 1 mg de la llibreria amb 20 mg DNA carrier amb la solucié PEG/LIAc 1 X
de 60 ml (pas 10). Tot segueix igual fins que s'afegeixen, en aquest cas, 7 ml de
DMSO. Passos 13-14 iguals, es centrifuga 5 minuts a 1200 rpm a temperatura
ambient. El pél-let es resuspen amb 10 ml TE 1 X. Es plaquegen 200 pl per placa
de 15 cm de —Trp/-Met/-Leu/-His + 3-AT 3 mM. La concentracié de 3-AT primer es
titula, mirant a partir de quina concentraci6 deixen, els llevats parentals

transformats amb vectors buits, de créixer en un medi deficient en His.

Per calcular l'eficiencia de transformacié es fan tres dilucions de 1/10, 1/100 i
1/1000 (a partir del volum total en que s’ha resuspes la transformacio) i se'n
plaguegen 100 pl en un medi -Trp/-Met/-Leu. Aixi es pot coneixer I'eficiéncia de

transformacio; quantes vegades s’ha analitzat la llibreria.

Les plagues es mantenen a 30°C i cap el dia 3-4 ja comencen a créixer colonies.
Es deixen créixer fins a 2-3 mm de diametre i ja s'analitzen per assaig enzimatic

d’activitat B-galactosidasa, ja que el primer cribatge ha estat el nutricional.

També es poden cotransformar els llevats amb els vector pBridge i pACT2 alhora,
per determinar interaccions entre proteines (clonades en aquests vectors) ja
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descrites. En aquest cas els llevats es cotransformen alhora amb 1 pg de cada
vector i 100 pg del DNA carrier. La cotrasformacio es plaqueja en plaques —Trp/-
Met/-Leu.

14.2 Cribatge d’'una llibreria

Les colonies que creixen en el medi de seleccio (primer cribatge) passen a un
segon cribatge: s’analitza l'activitat B-galactosidasa. Es van utilitzar dos tipus
d’assaigs per determinar I'activitat B-galactosidasa. Un assaig qualitatiu que indica
Si existeix 0 no activitat i I'altre, es un assaig semiquantitatiu, que mesura el nivell
de [lactivitat enzimatica i pot donar una idea del grau d'interacci6. Es
semiquantitatiu perqué depén de la densitat de creixement del llevat i eficiencia de
transformacio, en aquest cas les poblacions que s’analitzen han d’estar en fase

exponencial de creixement per poder-les comparar.
14.2.1 Assaig Qualitatiu d’Activitat ~ B-galactosidasa
Material

- Paper Whatman

- Tampo6-Z: per 500 ml: Na,HPO,4.7H,0 8,05 gr; NaH,PO4.H,O 2,75 gr; KCI 0,375
gr; MgS0O,. 7H,0 0,123 gr. Ajustar a pH 7,0 i autoclavar

- Solucié X-gal: 100 ml Tampd-Z, 0,27 ml B-mercaptoetanol; 1,67 ml X-gal (Sigma)
de 20 mg/ml I'stock

- Nitrogen liquid
Procediment:

1. Cal fer una replica de la colonia que esta creixent en el medi —Trp/-Met/-Leu/-
His + 3-AT 3 mM, en aquest mateix medi. Aquesta es tant per analitzar com per
congelar en YPD amb 25% DMSO
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2. Posar dins una placa de 15 cm de diametre dues circumferencies de Paper

Whatman
3. Humitejar un tros petit de Paper Whatman sobre la colonia replaquejada

4. Aguest tros petit de paper haura agafat llevats que s’hauran de matar fent tres
cicles d’'1 minut en nitrogen liquid i d’1 minut a temperatura ambient. Cal que el
llevat mori per tal de que la solucié X-gal entri a la cel-lula i reaccioni amb I'enzim

B-galactosidasa

5. Es col-loca el tros petit de paper amb el llevat mort dins la placa i s’afegeixen

suaument 5 ml de la soluci6 X-gal

6. Aquesta reaccio es deixa desenvolupar fins que apareix una coloracio blava
en les colonies positives i les negatives no viren. Triga unes 3 hores (0 menys) i

maxim 16 hores.
14.2.2 Assaig Semiquantitatiu d’Activitat ~ B-galactosidasa

Les colonies que han donat positiu per primer assaig es reanalitzen amb un
assaig d'activitat semiquantitatiu. Aquest metode és més sensible i permet
semiquantificar el grau d’'interaccié. Aquest assaig també s'utilitza per determinar

interaccions directes entre proteines conegudes.
Material

- ONPG (O-Nitophenyl B-galactopyranoside) 4 mg/ml en Tampo-Z (pH 7), que en

aquest cas és el substrat de la reaccio
- Medis de creixement -Trp/—Met/-Leu
- Tampo-Z

- Nitrogen liquid
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Procediment

1. En 2 ml medi -Trp/-Met/-Leu picar 3-4 colonies, vortex bé per evitar agregats i
precipitats del llevat

2. 6-18 hores 30°C 200-250 rpm

3. ODegoonm = 1,5 (al mirar la OD vortex bé, per evitar agregats)

4. Agafar 1 ml del cultiu pas 2 i posar-lo amb 4 ml medi selectiu (o una dilucio

equivalent per tenir una OD600 ,,, d’'uns 0,3)

5. 2-3 hores 200-250 rpm 30°C

6. ODeggonm 0,5-0,8 (anotar cada OD)

7. Agafar 1,5 ml del cultiu

8. 30 segons a 14000 rpm

9. Eliminar el sobrenedant i resuspendre el pél-let cel-lular amb 1.5 ml Z-Buffer

10. 30 segons a 14000 rpm

11. Eliminar el sobrenedant i resuspendre el pél-let en 300 ul de Z-Buffer (el factor

de dilucio és 1,5/0,3 = 5 vegades)

12. Transferir 100 pl d’aquesta suspensio cel-lular

13. Lisi; 3 x (1 minut a Nitrogen liquid + 1 minut bany 37°C)

14. Preparar un blanc amb 100 pul de Z-Buffer

15. Afegir 0,7 ml de Z-Buffer + 3- Mercaptoetanol (100ml de Z-Buffer + 0.27ml -

Mercaptoetanol) a tots els tubs
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16. Afegir i barrejar 160 ul ONPG en Z-Buffer (4mg/ml ONPG en Z-Buffer)
17. Incubar a temperatura ambient o 30°C

18. A les 3 hores fer lectura: Afegir en un tub eppendorf net 200 ul de la solucié

llevat + 80 ul Na,CO3 1M (inhibidor de la reaccio)

19. Centrifugar 10 minuts a 14000 rpm

20. Transferir el sobrenedant a placa de ELISA

21. Lectura a 405 ny, 0 420

22. Fer lectura també a les 16-18 hores (passos 18-21)

L’activitat f-galactosidasa es calcula aplicant la formula:

B-Galactosidasa units = 1000 x OD 405

txVxOD 600
A on t = temps (minuts) d’incubacié amb ONPG
V= 0,1 ml (volum mostra) x 5 (factor dilucid)

OD 405 = OD mostra X - OD blanc
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1. La moléecula adaptadora 3BP2 es requerida tant en els
esdeveniments primerencs com tardans de la senyalit zacié dels

mastocits mediada pel receptor Fc  €Rl

Les molécules adaptadores sén essencials en l'organitzacio de les molécules de
senyalitzacio i en la coordinacié i compartimentacio de la seva activitat . 3BP2 és
una proteina adaptadora citoplasmatica expressada ubiquament pero
principalment en cel-lules hematopoeétiques. S'ha demostrat que actua com un
regulador positiu transduint la senyal cel-lular en cel-lules T , B i NK. 3BP2 és un
important regulador en l'alliberacié de granuls citotoxics en les cél-lules NK. Els
mastocits es desgranulen de manera similar després de l'agregaciéo depenent
d'antigen de l'alta afinitat del receptor per IgE (FceRl) a la superficie cel-lular.
L'activacié d'aquestes cel-lules indueix l'alliberament de mediadors inflamatoris
preformats i la sintesi de novo i també la secrecié de citocines i quimiocines. Aixi,
els mastocits participen tant en respostes innates com adquirides. Hem observat
gue 3BP2 s'expressa en mastocits humans (HUMCs) de diversos origens. A més
3BP2 co-immunoprecipita amb mediadors essencials per la senyalitzacié dels
mastocits com son Lyn, Syk i PLCy, per tant 3BP2 pot tenir un paper en la funcio
dels mastocits. Per esbrinar quin rol pot tenir en els mastocits s'utilitza la técnica
del shRNA lentiviral per silenciar I'expressio de 3BP2 en mastocits humans. Els
nostres resultats apunten que 3BP2 es necessari per obtenir una optima resposta
del mastocit tant en respostes immediates com es la desgranulacio i tardanes com
la secrecio de IL-8 i de GM-CSF. 3BP2 s’ha determinat que es necessari per la
fosfolilacio optima de diferents molecules involucrades en la senyalitzacio des
mastocits com son SYK, LAT i PLCy1, molécules claus per l'alliberament de calci
des dels diposits intracel-lulars. En conjunt, els nostres resultats mostren que en
la transducci6é de senyals a través del FceRI, 3BP2 és un important regulador de
l'activacié de mastocits humans. Per tant, 3BP2 podria ser una diana terapéutica

potencial per les malalties inflamatories mediades pels mastocits depenents d'IgE.
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ABSTRACT

Adaptor molecules are essential in organizing signaling molecules and in
coordinating and compartmentalizing their activity. 3BP2 is a cytoplasmic adaptor
protein mainly expressed by haematopoietic cells that has been shown to act as a
positive regulator in T, B and NK cell signal transduction. 3BP2 is an important
regulator of cytotoxic granule release in NK cells. Mast cells similarly degranulate
following antigen-dependent aggregation of the high affinity receptor for IgE
(FceRI) on the cell surface. Activation of these cells induces the release of
preformed inflammatory mediators and the de novo synthesis and secretion of
cytokines and chemokines. Thus, mast cells participate in both innate and
acquired responses. We observed that 3BP2 is expressed in human mast cells
from diverse origins. Moreover 3BP2 co-immunoprecipitates with essential mast
cell signaling mediators such as Lyn, Syk, and PLCy, thus a role for this adaptor in
mast cell function was postulated. In the present work, we used shRNA lentiviral
targeting approach to silence 3BP2 expression in human mast cells. Our findings
point to a requirement for 3BP2 in optimal immediate and late mast cells
responses such as degranulation and IL-8 or GM-CSF secretion. 3BP2 was
determined to be necessary for optimal phosphorylation of Syk, LAT and PLCyl,
critical signals for calcium release from intracellular stores. Taken together, our
results show that by participating in FceRI- mediated signal transduction 3BP2 is
an important regulator of human mast cell activation. Thus, 3BP2 could be a
potential therapeutic target for IgE-dependent mast cell-mediated inflammatory

disease.

INTRODUCTION

Mast cells are key effector cells in IgE-dependent hypersensitivity, as well as in
allergic and inflammatory disorders. Ligation of the high affinity receptor for IgE

(FceRI), constitutively expressed on mast cells, promotes cell activation and
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immediate release and production of proinflammatory mediators (1, 2). FceRI-
mediated mast cell activation can be dramatically enhanced by concurrent
activation of the tyrosine kinase type Il KIT (CD117), that plays a role in cell
survival, proliferation and differentiation (3, 4). The signhals generated as a
consequence of antigen interaction with specific IgE bound to FceRl is a highly
ordered process where adaptor molecules are essential in organizing, coordinating
and compartmentalizing signaling molecules in order to direct specific cellular
responses. Adaptors display several motifs and domains that coordinate protein-
protein and protein-lipid interactions and can be transmembrane or cytoplasmic
(5). SH3-binding protein 2 (3BP2) is a cytoplasmic adaptor originally identified as a
protein interacting with the SH3 domain of the protein tyrosine kinase (PTK) Abl
(6). The 3BP2 encoding gene is located on human chromosome 4 (4p16.3 region).
Human 3BP2 is a 561-aa protein containing an N-terminal pleckstrin homology
(PH) domain, an SH3-binding proline-rich regions, and a C-terminal SH2 domain.
The proline-rich region (PR1, PR2 and PR3) are known to associate to Src family
PTKs (Fyn, Lyn and Lck) (7, 8). The SH2 domain of 3BP2 interacts with Syk family
PTKs, Syk and ZAP-70 (7). 3BP2 is known to regulate bone homeostasis through
osteoclast activation and osteoblast differentiation and function (9). Mutations in
the proline rich region of 3BP2 are responsible for the cherubism autosomal
dominant inherited disorder characterized by excessive bone degradation of the
upper and lower jaws which results in facial swelling (10). It has been recently
shown that these mutations uncouple 3BP2 from the poly (ADP-ribose)
polymerase Tankyrase reducing ADP ribosylation and subsequent destruction of
3BP2 via ubiquitylation. Tankyrase Ankyrin repeats bind 3BP2 RxxPDG
hexapeptide, and disruption of such interaction stabilizes 3BP2 protein (11).
Consequently, elevated 3BP2 protein levels result in increased Src, Syk and Vav
activity and osteoclasts hyperactivation which leads to cherubism (12). 3BP2 is
preferentially expressed in hematopoietic tissues where it contributes to the
regulation of immune responses (13). This molecule regulates transcriptional
activities via calcineurin- and Ras-dependent pathways in T lymphocytes (7).
3BP2 mediated signals are regulated on T cells via SHP-1 tyrosine phosphatase
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which acts as a negatively regulated by dephosphorylation of the adaptor (14). A
positive regulatory role for 3BP2 in B cell receptor (BCR) function has been
described (15) wherein 3BP2-deficient mice show impaired optimal B cell
activation and thymus-independent humoral responses (16, 17). Regarding 3BP2
phosphorylation, in B cells 3BP2 gets tyrosine phosphorylated in a Syk dependent
manner after BCR stimulation (18). 3BP2 also plays an important function in NK
cells, where it regulates cell-mediated cytotoxicity via its PH, SH2, and proline-rich
regions (19). Moreover, phosphorylation of 3BP2 Tyr 183, which mediates the
interaction with Vav-1 and PLC-y, is critical for the ability of 3BP2 to positively
regulate NK cell-mediated killing (19). In NK cells, 3BP2 was described to directly
associate with the SLAM family member, CD244 (2B4), and to regulate CD244-
mediated cytotoxicity through a SAP -and PKC-dependent mechanism, that does
not affect IFNy secretion (20, 21). Although it has been described that the
overexpression of 3BP2 SH2 domain impairs FceRI dependent degranulation in rat
basophilic leukaemia cell line RBL-2H3 (22), evidence for a role for endogenous
3BP2 in human mast cells (huMCs) function has remained elusive. Furthermore,
as overexpression of dominant negative mutant constructs can cause off-target
effects by interfering with other SH2-domain-containing proteins and/or may have
incomplete effects on their specific targets, how 3BP2 regulates mast cell function
in general is not clear. Thus, in this work we investigated the role of endogenous
3BP2 on FceRI signaling and function in huMCs using a shRNA knock down
approach. Our data indicates that 3BP2 is important for Syk phosphorylation and,
consequently, for short and long term events in mast cells activation through
FceRIl. Altogether our data show an important role for this adaptor in mast cell

function through one of the major mast cell receptors.
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MATERIALS AND METHODS
Cells and antibodies

The LAD2 human mast cell line, kindly provided by Drs. A Kirshenbaum and D.D.
Metcalfe (NIH, Bethesda, MD, USA), was grown in StemPro-34 Serum-Free
Medium (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), supplemented with
StemPro-34 Nutrient and with L-glutamine (2 mM), penicillin (100 U/ml),
streptomycin (100 pg/ml), and 100 ng/ml recombinant stem cell factor (SCF)
(Amgen, CA, USA). The LUVA human mast cell line, kindly provided by Dr. J.
Steinke (University of Virginia) was grown as indicated above without SCF.
Primary HUMCs derived from CD34-positive peripheral blood cells were obtained
from healthy donors following informed consent on a protocol (98-1-0027; PI: Dr.
A. Kirshenbaum) approved by the NIAID IRB and differentiated in vitro for 8 weeks
in the presence of 100 ng/ml IL-6 and 100 ng/ml SCF as described (23). Mouse
anti-3BP2 (clone 470) and rabbit anti-PLCy antibodies were purchased from
Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA, USA).
Monoclonal anti-Syk was from Biolegend (San Diego, CA, USA). Anti-
phosphotyrosine monoclonal and anti-total ERK antibodies were from Zymed
Laboratories (Invitrogen). Anti-LAT, anti-pLAT Y191, anti-pSyk Y352, anti-pPLCy
1Y783, anti-pP38 Thrl80/Tyrl82, anti-p-ERK Thr202/Tyr204 and anti p-JNK
Thrl83/Tyrl85 were purchased from Cell Signaling (Cell Signaling Technology,
Inc. Danvers, MA, USA). Biotinylated human IgE was from Abbiotec (San Diego,
CA, USA).

ShRNA silencing by lentiviral infection

Lentiviral particles to silence the 3BP2 gene expression were generated using
Mission ® shRNA technology according to manufacturer’s instructions (Sigma, St.
Louis, MO, USA). The 3BP2 specific ShRNA sequence selected was: 5 CCG
GGC GAA GTG GAA AGG TTG TTC ACT CGA GTG AAC AAC CTT TCC ACT
TCG CTT TTT G 3". Non-target shRNA was used as a control. Virus preparations
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were done by transfection of 293LTV (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA) cells and
harvesting of supernatant 3 days post transfection as described (24). Briefly,
supernatants were concentrated 35X by centrifugation and used to infect huMCs.
5x10° of 6 week huMCs per shRNA preparation were infected. Selection was
started 1 week later with 0, 2 pg/ml Puromycin (Sigma) and the extent of 3BP2
knock down was determined by western blot 1 week after starting selection. All

experiments in huMCs were performed at weeks 8 and 9 of cell culture.
RNA extraction and retrotranscription.

Total RNA was extracted with RNAeasy Mini Kit Qiagen (Qiagen, Hilden,
Germany) from 2x106 non-transduced, non-target control and 3BP2 knockdown
mast cells sensitized with biotinylated IgE and challenged with streptavidin (SA)
(Sigma). cDNA was generated from mRNA High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the

manufacturer’s instructions.
Real Time PCR

Real-time PCR for IL-8 was performed using TagMan Gene Expression Assay
(Applied Biosystems) on an ABI-Prism 7300 Sequence Detector (Applied
Biosystems). 18S RNA amplification control was used for cycle normalization.
Data were analyzed with 7500 SDS Software (Applied Biosystems). All PCR

reactions were set up in triplicates.
Degranulation assays

Human mast cells were sensitized overnight with 100 ng/ml biotinylated IgE, in
StemPro-34 media with SCF and IL-6. After washing, cells were stimulated with
100 ng/ml streptavidin (SA) at 37 °C for 30 min in Tyrode’s buffer (10 mM
Hepes, 137 mM NacCl, 2.7 mM, KCI, 0.4 mM NaH2PO4, 1.8 mM CaCl2, 1.3 mM
MgS0O4, 5.6 mM glucose and 0.025% BSA) for 30 min at 37 °C. IgE-dependent

mast cell degranulation was monitored by B-hexosaminidase release as described
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(25). The resulting B-hexosaminidase activity was expressed as the percentage of
total cell content (samples lysed with triton X-100). % B-hexosaminidase
release = (sample release minus spontaneous release/ maximum release minus

spontaneous release) X 100.
Calcium mobilization

Calcium mobilization in CD34+-derived huMCs and LAD2 cells was followed by
fluorimetric analysis of free calcium with Fluo 4 AM fluorescent dye (Molecular
Probes ®, Invitrogen). 0.2x106 cells/ point were loaded with 5uM Fluo 4 AM for
30 min at 4°C in the dark, washed twice with Tyrode’s buffer and
resuspended. Fluorimetric measurements were done in a Modulus™ Il Microplate
Multimode Reader, Turner Biosystems (Promega, CA, USA) according to the

manufacturer’s instructions.
Cell activation, immunoprecipitation and immunoblotting

Cells were sensitized overnight with biotinylated-IgE (100 ng/ml) in culture media.
The following day, the cells were stimulated with 100 ng/ml of SA in the Tyrode’s
buffer for the indicated times. Whole cell lysate preparations were obtained as
described elsewhere (26). For immunoprecipitation experiments, cells were
washed twice with ice-cold PBS and solubilized in lysis buffer (1% Triton X-100,
50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NacCl, 20mM octyl-B-glucoside, 100 mM NaF, 1 mM
Na3vO4, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF], 1 mM sodium
pyrophosphate and protease inhibitor cocktail (Roche Molecular Biochemical,
IN, USA) ). Cell lysates were pre-cleared by centrifugation. Pre-cleared lysates
were first incubated with the indicated primary antibodies and, subsequently with
protein A-sepharose beads (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden). After
rotation for 3 h at 4°C, the beads were washed three times with lysis buffer and
immunoprecipitated proteins were eluted by heat treatment at 100°C for 5 min with
3 fold 4XX concentrated sampling buffer. The immunoprecipitates and total cell

lysates were separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
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and electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes PVDF (Millipore,
Bedford, MA, USA). Blots were probed with the indicated antibodies. In all blots,
proteins were Vvisualized by enhanced chemiluminescence (Santa Cruz

Biotechnology, Inc).
Immunofluorescence microscopy

Unstimulated and FceRl-activated LAD2 cells at various times (1 x 106 cells of
each), or unstimulated non-target shRNA and 3BP2 shRNA infected LAD2 cells
(Supplementary Figure 1) were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS and
permeabilized with 0, 05% Saponin in PBS. After washing with PBS and incubated
for 1 h with blocking buffer (0,2% non fat dry milk, 2%FCS,1%BSA, 20% rabbit
serum, 0,01% NaN3 and 0,01% Triton). Cells were labeled in suspension with
anti-human 3BP2 or mouse IgG1 isotype control (1 pg/ml) at 4°C for 1 h. After
washing with ice-cold PBS, cells were incubated with 1 pg/ml anti-mouse Cy3
(Jackson ImmunoResearch Laboratories) at 4°C (control) for 30 min. For
supplementary figure 2 anti-pSyk (Cell Signalling) was incubated for 1h at 4°C and
developed with Alexa488 conjugated anti-rabbit secondary (Molecular Probes).
Cells were then washed twice with ice-cold PBS, immobilized on polylysine-treated
coverslips at 4°C for 30 min. Samples were washed and mounted in Fluoromount-
G (Southern Biotechnology Associates). Fluorescence images were obtained
using an Axio Observer.Z1 microscope (Zeiss) or a confocal microscope (TCS NT;
Leica) for Supplementary Figure 2. Digital images were processed using Adobe

Phostoshop 8.0 (Adobe Systems Inc, San Jose CA) programs.
GM-CSF and IL-8 production

IgE/antigen-dependent GM-CSF and IL-8 production and release was measured
by ELISA with the DuoSet® ELISA Development System as described by the
manufacturer (R&D Systems, Inc. MN, USA). Briefly, after overnight sensitization
with biotinylated IgE (100ng/ml), cells were incubated with SA (1 pug/ml) for 6 h.
Supernatants were collected and analyzed by ELISA.
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Statistical data analysis.

All results are expressed as mean + standard deviation of the mean (SD).
Student’s t-test was used to determine significant differences (p value) between
two experimental groups after determination of normal distribution of the sample

and variance analysis.

RESULTS

3BP2 is expressed and relocalized towards membrane upon Fc &Rl

activation.

In order to elucidate the role of the 3BP2 adaptor in huMCs we first determined its
expression in primary huMCs as well as in LAD2, LUVA and tissue-derived lung
mast cells by western blot (Fig. 1A). We also examined its cellular distribution in
resting and FceRl dependent-activated human mast cells by fluorescent
microscopy (Fig.1 B). 3BP2 shows a cytoplasmic staining pattern in human mast
cells in resting conditions. Interestingly, the protein distribution in the cytoplasm is
not diffuse but shows a punctate expression pattern. Similar punctuated pattern
was observed in non-target shRNA infected cells, whereas no 3BP2 staining was
observed in 3BP2 knock down cells (Supplementary Fig. 1). Moreover, 3BP2
relocalizes mainly at the plasma membrane after early FceRI activation, where it
co-localizes with phosphorylated Syk kinase (Supplementary Figure 2). Ten
minutes following activation the 3BP2 distribution resembles the basal situation.
This data suggests a rapid and transient translocation of the adaptor to the plasma
membrane induced by FceRI aggregation.

3BP2 recruits essential signaling mediators in huma n mast cells.

We next analyzed 3BP2 phosphorylation and signalosome assembly after FceRI
signaling. Biotinylated IgE-sensitized LAD2 cells were stimulated with streptavidin

(SA) for various times and 3BP2 was immunoprecipitated. As shown in Figure 2,
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3BP2 is phosphorylated as early as 5" after receptor ligation, and co-
immunoprecipitates with several phosphoproteins. The essential FceRI signalling
molecules Lyn, Syk, and PLCy were identified as 3BP2 binding partners in huMCs.
After the interaction of cell-bound IgE with cognate Ag, Lyn kinase phosphorylates
the B- and y-chain ITAMs of proximal receptors (27). These phosphorylated ITAMs
become docking sites for Syk kinase (28), which propagates downstream signals
by phosphorylation of several mediators including LAT and PLCy (29). In our
experiments, 3BP2 consistently co-immunoprecipitated with a 35-40kD
phosphoprotein with apparent characteristics of LAT, however, we failed to identify
this interaction by immunoblots with the anti-LAT available antibodies.
Nevertheless, others have reported that LAT associates with the SH2-domain of
3BP2 (22). Given that these findings suggested that 3BP2 could play a central role
in the FceRI-anchored signalosome, we investigated the consequences of 3BP2
depletion to FceRI signaling. We first analyzed the efficiency of lentiviral-encoded
SshRNA sequences for their ability to silence 3BP2, as compared to non-
transduced cells or control /non target (NT) shRNA transduced cells. As shown in
Fig 3A, we identified shRNA sequences that could effectively suppress 3BP2
expression in human mast cell lines and CD34+ derived huMCs. We evaluated
Lyn (Fig. 3B) as well as FceRIl expression (Fig. 3C) in NT and 3BP2-silenced
LAD2 and CD34+ derived huMCs cells. Our results show that both FceRI and Lyn

expression were unaffected by 3BP2 knock down.
3BP2 is required for Fc &RI-dependent Syk phosphorylation.

3BP2 was first identified as a Syk binding partner in a two hybrid screening (7).
This interaction involves the 3BP2 SH2 domain and Syk, suggesting that the 3BP2
SH2 domain associates with autophosphorylated Tyr residues in the Syk linker or
kinase domain (7). In our work, we found that 3BP2 interacts with Syk in human
mast cells after FceRI activation (Figure 2). Syk has an essential role in early and
late mast cell responses (30), binding the phosphorylated FceRIly chain ITAMs
after receptor aggregation resulting in a conformational change that increases its

enzymatic activity (29) which leads to downstream propagation of signals. To
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evaluate whether 3BP2 participates in the regulation of Syk activation we
examined the kinase phosphorylation in 3BP2-silenced versus NT shRNA
transduced huMCs following FceRI stimulation. We found reduced Syk
phosphorylation in Tyr352 when 3BP2 expression is reduced both in LAD2 and
huMCs cells while totals levels of the kinase remain unaffected (Fig.4 A and B).
Reduction in Syk phosphorylation in 3BP2 knock down cells occurs as early as 5”

after FceRI stimulation (Supplementary Figure 3).

3BP2 is required for Fc €RI-dependent LAT and PLC y phosphorylation and

calcium signaling.

Activated Syk phosphorylates LAT which acts as a scaffold for a multimolecular
signaling complex that includes PLCy among other molecules (31). As 3BP2
expression modulates Syk phosphorylation, we expected that LAT and PLCy
phosphorylation could also be negatively affected after 3BP2 silencing. Thus, we
examined phosphorylation of these molecules in 3BP2-silenced versus NT
shRNA-transduced huMCs following FceRI stimulation and we found a decrease in
LAT and PLCyl1 phosphorylation when 3BP2 expression was reduced (Fig.5 A).
PLCy activation and phosphorylation facilitated by LAT, are key steps in Ca2+
release from intracellular stores (29), (32). Hence, we measured calcium fluxes
following FceRl aggregation in 3BP2-silenced huMCs and LAD2 cells and
compared these responses to those obtained in the NT shRNA-transduced cells.
Our analysis showed that the initial calcium rise was similar in both control and
3BP2-silenced huMCs, but calcium mobilization in the 3BP2-silenced cells was not
equally sustained with time (Fig.5 B). Conversely, the calcium mobilization was
equal in both control and 3BP2-silenced cells after ionomycin treatment (Fig. 5C).
Importantly, the maintenance of high calcium concentration is mediated through
the influx of calcium from the extracellular environment and is a requirement for
optimal MC degranulation (33). Thus, our findings indicate that 3BP2 is an

important regulator of calcium influx after FceRI stimulation.
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3BP2 silencing affects ERK1/2 and p38 phosphorylati  on

Once phosphorylated LAT recruits a number of signalling intermediaries that
include Gab2, guanosine triphosphate exchangers, SOS that further activate small
GTPases such as Ras resulting in the stimulation of the MAP kinase pathways.
Previously, we have reported that overexpression of 3BP2 increases ERK1/2
phosphorylation, without affecting p38 phosphorylation, in NK cells after CD244
triggering, which correlate with enhancement of cytotoxicity (20). Herein, we
studied how these pathways were altered after 3BP2 silencing in huMCs and
LAD2 cells. Our data shows that FceRI-mediated ERK1/2 and p38 phosphorylation
was decreased following 3BP2 knockdown (Figure 6), supporting the idea of an
important role for 3BP2 in signal propagation from the FceRI.

3BP2 is a positive regulator of MC degranulation an  d cytokine responses.

Given the relationship between calcium mobilization and MC activation, we
explored the effect of 3PB2 silencing on huMC degranulation. Thus, we examined
B-hexosaminidase release in 3BP2 shRNA- versus NT-infected cells. Reduced
levels of 3BP2 expression in huMCs resulted in reduced FceRI-mediated
degranulation compared to that observed in NT transduced cells. When the non
immunologic stimulus PMA plus ionomycin (P+l) was added, 3BP2 silencing did
not affect granule release indicating that 3BP2 acts specifically downstream of
FceRl and upstream of late events (Figure 7). Late responses after IgE stimulation
on MCs include the de novo synthesis and secretion of cytokines and chemokines
(34). IL-8 and GM-CSF constitute two of the most abundant of such mediators;
hence we evaluated the role of 3BP2 in their production. Biotinylated IgE-
sensitized 3BP2-silenced and NT shRNA- transduced huMCs were stimulated
with SA for 6h and IL-8 and GM-CSF contents were measured in cell culture
supernatants (Fig. 8A and 8B). In addition, in the case of IL-8, 3BP2 was required
for optimal production at the transcriptional level, as evidenced by a marked

reduction in IL-8 mMRNA levels after 3BP2 silencing (Fig. 8C). Collectively, the

176



findings demonstrate that the 3BP2 adaptor molecule is necessary for optimal

triggering of early and late FceRI signaling events.

DISCUSSION

Mast cells are involved in both innate and adaptive immunity and they induce the
release of preformed and the de novo synthesis of inflammatory mediators after
activation. The final outcome will depend on the balance of engaging inhibitory and
activating cell surface receptors as well as the positive and negative intracellular
molecular events that involve kinases and phosphatases as well as other protein
and lipid mediators with adaptor functions. Here we report for first time that 3BP2

is expressed in human mast cells and that it is required for FceRI signaling.

3BP2 was tyrosine phosphorylated at early times after FceRI stimulation and
consequentially was observe to co-immunoprecipitate with the src kinase Lyn
implicating this adaptor in the organization of early events in mast cell signaling.
Lyn is constitutively associated with the B subunit of the FceRI and activated upon
antigen-mediated FceRIl aggregation (35). Following antigen stimulation, 3BP2
was recruited to the plasma membrane, presumably by its PH domain. Once in
close proximity to the plasma membrane, 3BP2 could interact by its proline rich
domain with the Lyn SH3 domain and be a target for phosphorylation by this Src
kinase. This view is supported by experiments in COS-7 cells showing that 3BP2
interacts with, and is a substrate for, Lyn. In addition, phosphorylation of Y446 in
3BP2 can create a binding site for the Lyn SH2 thereby increasing Lyn
autophosphorylation (8). Our data show that 3BP2 also binds Syk in human mast
cells after FceRI stimulation, Both 3BP2 and phosphorylated Syk are translocated
to the membrane where they colocalize following receptor crosslinking. 3BP2 (via
its SH2 domain) has been shown to interact with phosphorylated and activated
Syk after antigen receptor engagement of B cells (15). Syk, also binds to the
tyrosine phosphorylated y ITAM of the FceRI trough its SH2 domains (35) and is
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essential for all known FceRI-mediated responses (36). 3BP2 also undergoes
rapid dephosphorylation within two minutes upon stimulation, which could be
mediated by SHP-1 phosphatase which has been described as a 3BP2 substrate
in T cells (Yu, 2006). The afore mentioned early phosphorylation events lead to
the recruitment of molecules such as LAT, and to the activation of enzymes like
phospholipase Cy, which regulates intracellular calcium release and PKC
activation (31, 35). We observed that 3BP2 can bind PLCy when the adaptor is
phosphorylated. Indeed, it has been described that Syk can also induce
phosphorylation of Y183 in 3BP2 (18), which then binds PLCyl stabilizing the
interaction of this enzyme with LAT and contributing to optimal phosphorylation of
these molecules in B cells (18). The above interactions of 3BP2 would likely
constitute an amplification mechanism that promotes Lyn -Syk - LAT- PLCy
signaling through stabilizing this complex. Reduction in 3BP2 expression did not
completely ablate signaling but we observed weaker phosphorylation of Syk Y352
as early as 5” after stimulation, and downstream of this, reduced LAT Y191 and
PLCy1 Y738 phosphorylation. Pharmacological inhibitors of Syk kinase catalytic
activity bearing therapeutic potential have been developed (37). However, Syk is
widely distributed in different cell types, and inhibiting its catalytic activity could
result in unwanted consequences. Inhibition of Syk interactions with its cellular
partners, even while maintaining its kinase activity, might well result in the
dampening of cellular responses and could be useful as a strategy with
therapeutic potential (38). Because 3BP2 is a Syk binding protein it constitutes an
interesting candidate for potential intervention in Syk mediated-signals. In addition
to participating in early signaling events, 3BP2 also affects other downstream
signaling molecules, which would account for the observed reduction in cytokine
production following 3BP2 knock down. Our findings show that ERK1 and 2 and
p38 MAPKs are less active in 3BP2 silenced cells. Optimal activation of MAPKs
requires LAT function as revealed in LAT deficient BMMCs (39, 40). Thus the
contribution of 3BP2 in achieving complete phosphorylation of LAT could explain
the observed effects in late FceRI responses, including MAPKs and transcription
factor activity. In support of this view, 3BP2 has been reported to contribute to B
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cell antigen receptor (BCR) (18) dependent activation of transcription factors like
NFAT, creating a multiprotein signalosome with the SH2 domain(s) of PLCy2 and
Vavl.

In this work, we show that in mast cells, 3BP2 regulates and is necessary for GM-
CSF production following FceRI stimulation. Transcription of GM-CSF is known to
be NFAT-dependent (41). The two murine models in which the 3BP2 gene is
deleted have generated some controversy as to whether there is a role for 3BP2 in
cell viability and in Syk, PLCy2 and MAP kinase activation. However, is quite clear
that B cell proliferation and BCR signaling are impaired while there is normal T cell
development, proliferation, cytokine secretion, and signaling in response to TCR
ligation in 3BP2 deficient mice (16), (17). These findings suggest that 3BP2 is
critical for BCR, and humoral responses but not for TCR signaling. T cells could
still have a homologous molecule which has a redundant function of 3BP2. The
presence of a 3BP2 homologue is consistent with the observation of wild type
sequence of 3BP2 in 3 out of 12 families with cherubism, a disease where

mutation of 3BP2 results in molecule’s gain of function (42).

Cherubism involves a chronic non-infectious inflammation of the bone which
occurs in the absence of a detectable adaptive immune response. Cherubism
mice exhibit increased myeloid responses to macrophage-colony-stimulating factor
(M-CSF) and RANK (receptor activation of NFkB) ligand (RANKL) leading to the
activation of osteoclast. As we learn more about the immunological features of
this disease it appears that TNF-a secreting myeloid cells are emerging as
primary players (9) (43). Although such cells are likely to be important players,
mast cell involvement can not be excluded. Recently, it has been demonstrated
that cherubism mutations disrupt the interaction between 3BP2 and Tankyrase, a
poly (ADP-ribose) polymerase resulting in higher 3BP2 levels due to increased
protein stability, leading to hyperactive Src, Syk, and Vav pathways in osteoclasts
(12). Structural evidence that deregulation of substrate recognition by Tankyrase is
indeed the underlying mechanistic basis of cherubism has been as well provided

(11). Conversely, it was published that overexpression of the cherubism 3BP2
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mutants suppress Vav and MAP kinase activation attenuating the FceRI-mediated
activation in RBL-2H3 cells, suggesting that point mutations of 3BP2 cause
dysfunction of 3BP2 in vivo (44). These data revealed the importance of
elucidating the role of the protein in the most appropriate and physiological

context.

In conclusion, herein we present evidence for the expression and critical role of
3BP2 in human mast cells activation. This function is related to its essential role as
an adaptor molecule for both early and late signal transduction responses required
for respectively degranulation and the generation and release of cytokine
Increasing our knowledge on how 3BP2 functions will be crucial towards further
understanding its role in the regulation of FceRI signaling, which may also open

new avenues of research with therapeutic promise in mast cell derived diseases.
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