Universitat
de Barcelona

Expressio diferencial i funcio de les isoformes de
I'immunoreceptor de la familia SLAM CD84
en malalties autoimmunes

MaCarme Diaz-Ramos

ADVERTIMENT. La consulta d'aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacié de les seglients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Diposit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual Gnicament per a usos privats emmarcats en activitats
d’investigaci6 i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb finalitats de lucre ni la seva difusié i posada a disposicio
des d'un lloc alié al servei TDX ni al Diposit Digital de la UB. No s’autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra
o marc alié a TDX o al Diposit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentaci6 de
la tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual Gnicamente para usos
privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproduccion con finalidades de lucro
ni su difusion y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza
la presentacién de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacion o cita de
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or
citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




U

UNIVERSITAT DE BARCELONA

B,

Unitat d’Immunologia

Departament de Biologia Cel-lular, Immunologia i Neurociencies
Doctorat en Biomedicina

Facultat de Medicina

Expressio diferencial i funcid de les isoformes de I'immunoreceptor
de la familia SLAM CD84 en malalties autoimmunes

Memoria presentada per M2Carme Diaz-Ramos per optar al titol de doctor per
la Universitat de Barcelona

Directors de la Tesi:

Pablo Engel Ricardo Bastos

Doctorant:

M2Carme Diaz-Ramos

SETEMBRE 2014






Cada pas recorregut enriqueix al pelegri i
I'apropa una mica més a fer realitat els seus somnis

(Paulo Coelho)






Agraiments

AGRAIMENTS
.






Agraiments

Qui hagi pujat una muntanya coneixera la satisfaccio de fer el cim. De la mateixa manera, arribar a
aquest punt em produeix la sensacié de que I'esfor¢ ha valgut la pena. Les persones properes a mi
saben que no ha estat un cami facil: hi ha hagut pedres i esvorancs que a punt van estar de fer que
el cim no s’acabés aconseguint. Es per aixd que darrera d’aquesta tesi avui hi ha molts altres
sentiments que intentaré quedin reflectits en aquestes quatre ratlles. El més important és el
sentiment d’agraiment a tots els que heu format part d’ella. Gracies als meus directors de tesi, al
Pablo Engel i al Ricard Bastos per confiar en mi i per tots els coneixements que m’heu ensenyat
durant aquest temps. Gracies a la meva familia, ja que mai us podré agrair tot el que m’heu donat.
Vosaltres sou els responsables de que jo avui sigui el que séc i estigui on estic. Gracies papa i mama
pel vostre incalculable recolzament, pel vostre esfor¢c per donar-me tot el que tinc i per estar
sempre al meu costat. | també gracies nena, per ser un exemple de constancia, treball,
perseveranca i lluita. A la meva madrina per interessar-se des del primer moment per les meves

investigacions i per creure en mi; segur que el padri esta molt content també ©.

Aquest doctorat m’ha donat moltissims coneixements d’immunologia i de biologia que la meva
formacidé en quimica no em va donar, pero si m’he de quedar amb alguna cosa d’aquests anys és
amb les relacions personals inoblidables que he anat fent. Gracies a tots els meus companys, els
gue queden i als que han passat; a la Laia per ensenyar-me com era una cel-lula al microscopi, i per
posar-me a fenotipar a I'endema d’entrar...jeje. A la Jessica, per acompanyar-me en els primers
mesos de doctorat; al Nel, (te veo flacido ;)); a I’Adri, sempre al peu del cand, ja sigui per fer unes
rises a cultius com per fer 4 fusions (pim pam!). Al Jordi, enciclopédia amb potes, portador del
bonrotllisme i buffer del grup. A la Marteta, sempre a punt per donar un cop de ma, ens veiem a la
pista de ball ;). Als Angulos: Natalia, molts anims que ja ho tens!, Pablo...no te preocupes que
cuando seamos independientes podrds seguir trabajando aqui... i a I’Angela, gracias por las

extracciones!

El trasllat al CEK ens va portar moltes coses positives; una d’elles va ser que de cop vam tenir molts
nous companys. Gracies als “Pacos” per ser uns veins tan divertits: al Marius per delectar-nos amb
la seva musica; a la Marta pel contraban d’anticossos; a I'Escoda i la Miré pels concerts a cultius
(com els trobo a faltar...), a la Esther Carrasco per la seva complicitat; a la Noe per la seva
disponibilitat i saber fer. A Marina, Inés, Marc y Vanesa, gracias por los mediodias compartidos
(Inés, keep in touch gonndfitter ;)). Gracies a les noies de Micro per aglutinar la banda pati de la
planta: esos partiditos de voley, a ver si los retomamos ;). Heu sigut tots uns companys envejables,
us trobaré molt a faltar. Gracies a tots els voluntaris sans que heu format part de I'estudi clinic, a

tots els que m’heu donat uns mil-lilitres de la vostra sang quan em passejava “cual vampiresa” per



Agraiments

la planta recaptant voluntaris. Gracies a la Cristina Canaleta per la paciéncia (tranqui, ja no
imprimiré més :P). Gracies també als Dr. Juan Cafiete i Dr. Gerard Espinosa per passar-nos les

mostres dels pacients.

Gracies també a tots els meus amics que han viscut aquest cami des del primer dia. Als meus
compis de la uni: la Noe, la Glo, I’Angi i el Jordi; per la continuitat de les Concordies! Al Miquel i la
Montse, que tot i estar lluny sempre hi sén. A les meves amigues de I'escola, en especial a la
Montsi que estant a I'altra punta del mdén aconsegueix que la sentim molt propera. Al Sera, per
estar sempre que cal. | també gracies als que tot i no fer molts anys que ens coneixem, han sigut el
meu tub d’escapament. A les NeNeS: la Mireia, la Laura, la Maria i la Rosa, per fer pinya en els
moments importants; als chimposos, per estar sempre disponibles per fer uns bailoteos; als
aventureros, tot-terrenys per fer una paella o una ferrata... i a tots els que en major o en menor
mida heu format part d’aquesta etapa de la meva vida. A tots els que heu tingut unes paraules
d’anims quan les forces flaguejaven; al Dani, super artista i autor de la il-lustracié de la portada

d’aquesta tesi, gracies crack!

Per ultim perdo no menys important, gracies als meus nous companys de feina: a la Nuria i al Ramon
per confiar en mi; al Jordi per la seva paciéncia i empatia; a I'Ester (pajaritoooo!!), a la Joana, al
Ricard i al Guitart (quan fem un padel? ;)), i a tots els meus nous companys que des del primer dia

m’han acollit com una més. Moltes gracies.



Contingut

CONTINGUT
T—

=






Contingut

l. ABREVIATURES ....c.oiiiiiiiiiiirieiiiiieiiiiaiiineiinassisessiisesssrssssrsssssrassssnsssssssssssssssssssssssnssssanssss 1
I INTRODUCCIO......cocuiiineinencncttssssssesessttsss st ss st st ss s et st sssssssesssassssssnas 7
1. ELS RECEPTORS DE MEMBRANA DELS LEUCOCITS ...vcvviieieeeetereieeeciete e eseevese e sevens 9
1.1, LES MOLECULES CD ...ttt a bbb s s s s asaeaene 11
1.2. LA SUPERFAMILIA DE LES IMMUNOGLOBULINES .....c.coevieieeretererieceeie et 12
1.2.1. LA FAMILIA SLAM ..ottt ettt ettt bbbt ae bbb st snas 14
1.2.1.1. (WY or=1[1w= Yol [o X ={=T a o] s o1 oF- FOu S 15
1.2.1.2. [ (U To (0 = T =2 T Lo [ 15
1.2.1.30 IMOTIUS ITSIM. ittt sttt ettt s b e eat et sae et e saeeneas 16
1.2.1.4. [ o] [ 18
1.2.1.5. FUNCIG ettt ettt sttt e sbe e sbeesaeesane e 18
1.2.1.6. La malaltia limfoproliferativa lligada al cromosoma X (XLP) .....cccceeeecvieeieiieeeeennen. 22

1.2.2. LA PROTEINA CDB4....ouuiriieinieeietesie ittt et 22
000 R 1 - o PSP 23
1.2.2.2. EStructura i liSand.........coccviiieiiiiie ettt et e e abae e s 24
O TR (o] <11 o TSP 26
1.2.2. FUNCIG ettt ettt st sttt b e bt s bt sat e et e e te e sbeesaeesaneeas 27

2. AUTOIMIMUNITAT ettt ettt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e bbb eeeee e e e e s nbeseeeeeesaaaannnsreeeeeeeseaannneneeens 29
2.1- MECANISMES DE CONTROL DE LA TOLERANCIA. .......voveveveeeeeeeeeteteteeteeseteeeeesesesesensenenenenns 29
2.2. LUPUS ERITEMATOS SISTEMIC ...vvuvmrmirinireieieineissiseississsssse st 33
2.2.0- ELLES ottt ettt ettt ettt e a bt e h et e bt e a e e et ehe et e beent e beeaeetenneennenes 33
2.2.2- FISIOPATOLOGIA DEL LES ....cettiiiiieteteee ettt ettt e e e et e e e e s s eennreeee e e e s e eeannne 34

2.3 ARTRITIS REUMATOIDE ......uuiiiiiiiiieaeieetee ettt te e e e e ettt e e e e e e esebeeee e e e e esnnsreeeeeeeeesannnnee 40
2.3.1. FISIOPATOLOGIA DE L'AR ....eeeeeeeeecee ettt ettt s e e teeeste e sve e esnteesveeesnaeesnsaeenaessnsneesnseens 41
2.3.2. PATOGENESI DE L'AR.....ovveeeeeeeteeeteteeeteieesesesesesasssesesesesssssssssssssssssesstesesesesesssssssssssssssssnas 41
2.3.3. GENETICA DE L'AR w..ovuiriricitireiseisisssses st sse st 43

3. SPLICING ALTERNATIU ...ttt ettt e e ettt e e e e s ettt ee e e e e s nbebeeeeeeseasannneneeeeesesanannne 44

3.1- SPLICING DEL PRE-ARN ...ttt ettt e st e s e e s ene e e e s smeeeessanee 45



Contingut

3.1.1-MECANISMES D’SPLICING ALTERNATIU .......ouvevereereeressseneesieseeseessesssssesessessessesssssessesseneas 46

4. SPLICING | PATOLOGIA ....ovevevereeeeeeeeeeseeseesessassassessessessessassss s ss s s sesssssesssssssssssssasssssassssssnsansans 47
4.1-SPLICING | AUTOIMMUNITAT ...oovovieiieeeeeseestesessaeseeseesessessessessss s s ssss s ssssssesssssesssssesessanns 48
4.1.1-. SPLICING ALTERNATIU ALS RECEPTORS DE MEMBRANA DEL SISTEMA IMMUNE ........... 48
4.1.2-SPLICING EN ELS RECEPTORS SLAM | AUTOIMMUNITAT ....coovvvvreeeereeeeeseesessessesssss s 53

I1. HIPOTESI DE TREBALL.......vceeeeeeeeeneereesseeseessesseessessessessesssessessssssessesssssssssessesssessessesssenes 57
IV. OBJECTIUS ...ccueeeeureeneeeneesseesseesssesssesseessesssesssesssssssesssesssesssesssesssesssssssssssessessssessssssssssesas 61
V. MATERIALS | METODES .......ccecieesteerueeseessaeessesseesssesssesseessesssssssesssssssesssssssssssssssessassssenses 65
1. CEL-LULES ..eveeueeveeeeereereesseeseesesseeseessessesssssssssessssssessessssssessessssssessessesssessessssssessessssnsenes 67
L. L-CEL-LULES Bttt ettt s et es et et ss st esss st st ete et e st esesesesesesessananananas 67

1. 2-CEL-LULES T oottt ettt ettt ettt s et es st et st s sa st st et et et etes et esesesessssssananananas 67
1.3-CEL-LULES D’ORIGEN MIELOIDE .......oovuiveeeeeseeeeeeseeseeseee s ssssseseeseessessesessesssssessessessssssssasssssanes 67
L.A-CEL-LULES NK.vovoeeeeeee et eese s se s sessesss st ssnssnsessesesneenesssssssnessssssssssssnsanes 67
L.5-ALTRES ..ttt a sttt e et s n e n e e en et 68
1.6-AILLAMENT DE PBMCs DE SANG PERIFERICA ......cvoveviuieieeeceeceeeeeeeeeteseseeete ettt sesesssssenn s s 68
2. ANALISI D’EXPRESSIO GENICA ......coueereeereereeeesreeseesessesseesessesseessessesseessessesseessessessessaens 68
2.1- ATLLAMENT DE L'ARN TOTAL cocvooveveeeeecseeseeesessseesses s seessessssssessessesssessessssassses s ssssssssssssssnes 68
2.2- ANALISI DE LA QUALITAT DE L'ARN.....oovuveveeeeceeeseeesesssseessesssssessessesssessessssssssessesssesssssssssssnnes 69
2.3- RETRORANSCRIPCIO ........ooovoveeeeecveseees st saesses e seesses s see s ssessessssaesses s sassses s sassssssssasssees 69
2.4- AMPLIFICACIO PER PCR.....ovvveeeectcteteteteeeseeae et sasae et esasae st s ss s s sesesssanasaesesasassasansesenas 70
3. ELECTROFORESI D’ACIDS NUCLEICS .....ccveerueeeereereereesseeseersessesseessessessessssssesseessessessesssens 71
3.1- GEL D’AGAROSA PER ADN .......voovoeeeeseeeesseeseesesseesesssssssssessssessssssssesssssasssssssssssssssssssssssssasssssanes 71
3.2- GEL DESNATURALITZANT PER ARN ....cooeoieeeieeecessessesssessessessesesssesassssssssssssssssssssassssssssssssssanes 72
4. CONSTRUCCIO DE PLASMIDS .......ccecueeueeueesuenseeeseesseesssessessssessssssesssesssssssssssssssessassssssnes 72
4.1- CLONATGE DE LES ISOFORMES EN EL VECTOR PGEMT ....ovuvevereeeeeeeeseeeceseeeseseeesesses s snsenees 72
4.1.1- LLIGACIO DEL FRAGMENT AMPLIFICAT AMB EL PLASMID PGEMT ......ouvvurverrrecreeseerennenns 73

4.1.2- SELECCIO DE CLONES POSITIVES MITJANCANT PLAQUES TRACTADES AMB IPTG | XGAL .. 73

4.1.3- TRANSFORMACIO DE CEL-LULES DH5a AMB EL PRODUCTE DE LLIGACIO.........ccceuevvnreee. 74



Contingut

4.1.4- MINI-PREP DE LES COLONIES .....oucveveeececceeteeceeeesee e sesaesesesae s sssessesssssesenseassssssesasassenanes 74
4.1.5- PCR DE SEQUENCIACIO AMB EL PLASMID PGEMT......oouvieceereeeeeeeeeseeeeaeseneseseseesesssesenaes 75

4.2- LLIGACIO DE L’INSERT D’INTERES AMB EL PLASMID PDISPLAY ....covvervvreererceesesceesereneeseneesnns 76
5. PRODUCCIO D’ANTICOSSOS MONOCLONALS........ceerueerreeraeerseessesssesssesssesssssssesssessesssnes 77
5.1 IMMUNITZACIO . ...ooeveceeeeeeete ettt ettt a et s st s st ssassessassesanaesaen 77
5.2- FUSIO CEL-LULAR .....vveieeecectetcte et sesae s st a et ae s s s sae s s s s st s st esassessassesasaesann 78
5.2.1. OBTENCIO DELS ESPLENOCITS . ....vvueveieieereieraesseesessessesessesesessessaesesessesesessssssaesesassessassesans 78
5.2.2. PREPARACIO DE LES CEL-LULES DE MIELOMA DE RATOLINS-1 ...cvuveivreecierceereeeieieeevnans 79
5.2.3. FUSIO DE LES CEL-LULES NS-1 AMB ELS ESPLENOCITS .....cocveviiuerererereeeeeaeiereseseeessieae e 79

5.3. CULTIU DE LES CEL-LULES FUSIONADES EN MEDI SELECTIU ......vuvecereecreiceeieecee e 79
5.4- SELECCIO DELS HIBRIDOMES D/INTERES......cocveviviierecteteteteeeesaeiesessessaeae st es s asse et s s s 80
5.4.1- ELISA INDIRECTE ...ocuveeeceieeeceetcte s sssesesesaesesessessassesessesessssessssssssessesessssesssassesassessansesans 80

5.5. CULTIU SECUNDARI ...ttt scaeteseae s ses s s st s s s s s s s sssassessssesssssesessesssessessassesenansns 81
5.6- SUBCLONATGE DELS HIBRIDOMES PER DILUCIO LIMIT ..ottt 81
5.7- EXPANSIO DELS HIBRIDOMIES .........oucuviieceececeesesaesesesaeseseese s sessssesassssssssssessessssssssesassssesassans 81
5.8- PURIFICACIO D’ANTICOSSOS MITJANGCANT COLUMNA D’AFINITAT ...ocvrverecreceereeeeie e 82
5.9- BIOTINITZACIO D’ANTICOSSOS .....oovecvreeceerreeeesesaesesssesessesesessssesssesssssesssssssessesessssesesassssesassns 83
6.IMMUNOPRECIPITACIO.......cccueeeerereeeneeereeeseseseessessseessesssesssssssesssssssesssesssesssssssesssessassses 83
6.1- BIOTINITZACIO | LLISAT DE LES CEL-LULES ..oeveeeeeveeceeeeeeeee st ssae s sesee e ses e senes e s s s 84
6.1.1. BIOTINITZACIO | LLISAT DE CEL-LULES EN SUSPENSIO .....c.coeviieceerereieeeieie e 84
6.1.2. BIOTINITZACIO | LLISAT DE CEL-LULES ADHERIDES ......covuveeceerreeiesecaeeeseesesesaesesessesenaesenas 85

6.2- PREPARACIO DE LES BOLES D’AFINITAT | PRE-CLEARINGS ....covuvervreeceeireeeeeceeseesaesenaesesenaeeas 85
6.3-IMMUNOPRECIPITACIO DE LES PROTEINES D/INTERES ....cevveceeeieceeieecee et esee e 86
6.4- ELECTROFORESI DE PROTEINES (SDS-PAGE) .....c.viviiitiiieeieteceeee ettt s 86
7. IMMUNOFLUORESCENCIA ......cccoueeueeeeeerereseresessseessesssesssesssssssesssesssesssesssessassssesssessasssns 87
7.1. IMMUNOFLUORESCENCIA DE CEL-LULES ADHERENTS ......vvuiueviereeiieceesseeresesae s sesesae s 87
7.2. IMMUNOFLUORESCENCIA DE CEL-LULES EN SUSPENSIO ......ouovrererieereirieieseie e 88

8. WESTERN-BLOT ....ccuuiiiiiitniiiiiiitniiitiinaiiniieniiniinasiisiesssisiessssiiseesssiisssssssssssesssssssassssssses 88



Contingut

9. SISTEMES DE TRANSFECCIO .......ccoueereeneereeereeeesseeseeseessesssessessessssssessessssssessessessasssessessaes 89
9.1- TRANSFECCIONS TRANSITORIES........ceueiieeieieiaetiaesessessesssesessssesssessssssesssssesssessssssesssssessnaesans 89
9.2- TRANSFECCIONS ESTABLES ..ottt e 89

10. ASSAJOS FUNCIONALS......ccccittmiitiniitiiitniiieesirtneireneireesisteesiressistesseseseseressssrsassssanss 20
10.1. ASSAJOS D’ACTIVACIO EN LINIES CEL-LULARS........cveviveriereereiesessiesesese s sssssessssesssssse s 90

10.1.1. EXPRESSIO DEL mRNA DE CD84 EN LINIES CEL-LULARS JURKAT, RAMOS | YT ACTIVADES90

10.1.2. EXPRESSIO DE LA PROTEINA CD84 EN LA LINIA CEL-LULAR JURKAT COM A MODEL DE

L LULA T ettt et e e e e e e et et et et e e e eeeeae e e e e e e e eneeeeeeeeeeeeeaseese s et eneeseeeeesesaeasenseeeneeaeeeeeneanan 90
10.2. ASSAJOS D’ACTIVACIO EN CULTIU PRIMARI. . veeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeseeseesseeseessessessessseseneas 91
11. CITOMETRIA DE FLUX ..ueuttieieieterererererereseesesesesesesesesesessssssssasssssssesesesessssssssssasssssasesesass 91

PACIENTS DE LES T AR ..ttt ettt ettt sttt sttt et h et s ae st b e et etesbe et e sbe e st e besaeetesaeensesbeeneans 93
11.3. PERMEABILITZACIO CEL-LULAR ...ttt ettt ae bt s e 94
11.4. ESTUDI DE LA INTERNALITZACIO AMB EL CITOMETRE IMAGESTREAM .....cocvvveverevercecereeernenene. 94
VI RESULTATS .eeiiiiieiiiiiiieeiiineiiresiireesiirasssieessrsessisssssressssmssssssassssssssssasssssnsssssnsssssnsssens 97
1. EXPRESSIO DE LES ISOFORMES DE CD84 ........cceeeeruerrueereeseeessesssessssssessessssessessssssseses 929
1.1. CD84 TE ALMENYS QUATRE ARN MISSATGERS DIFERENTS ....cvvviiieeeeteeeeereeeeeseseeeeeessssennens 99
1.1.1. Totes les linies cel-lulars testades expressen almenys una variant.........ccccccceeevevveeeenneen. 101

1.1.2. El transcrit CD84_A2,5 té una expressio molt feble en les linies cel-lulars testades......... 102

1.1.3. Les cel-lules primaries testades expressen els transcrits CD84 FL, CD84_ A5 CD84 A2,5 i

CDBA A5, oo e s e e e et s s ees e en e 103
1.2.ESTUDI DE LA ISOFORMA CD84_A2,5 .....cooeoeeeeeeeeeeeeeseseseseeesseeeseseeseeeeseseseseeseseeeseseesesesesee 104
1.2.1. LA ISOFORMA CD84_A2,5 NO S’EXPRESSA A LA MEMBRANA ........overeeeeeeeserereeeeeeenene 104
1.3.ESTUDI DE LA ISOFORMA CD84_A5,6 .....coeeeeeeeeeeeeeeeseseeseseeesseeeseseeseseesesesesseseseeeseseseseesesee 105

1.3.1. l'anticds 688.1 contra la cua citoplasmatica de CD84_A5,6 reconeix especificament
Lo [0 T=Ty £ I o) (o] 1 1 4 T- TSROSO 105



Contingut

1.3.2. Laisoforma CD84_AS5,6 s’expressa diferencialment en les linies cel-lulars testades ....... 108

1.3.3. La isoforma CD84 A5,6 es detecta en les diferents subpoblacions de cel-lules

mononucleades de sang periferica estUdiades.......c..eeiiccieeeiccieee e 110

1.3.4. Expressi6 de la isoforma CD84 A5,6 €N MEISA........cccevviieiiiiiiiieeeiee e 112

2. EXPRESSIO DE CD84 EN CEL-LULES ACTIVADES........cccorveeereerreereersesseeseesaesseesaessessesseenes 114
2.1. Les isoformes de CD84 s’expressen de manera diferent amb I’activacié en les linies cel-lulars

BESTATES -ttt ettt b e bt eh ettt et e bt e she e sae e st e e bt e bt e beenbeesae e et e eteen 114

2.2. Les isoformes de CD84 s’expressen de manera diferent en PBMCS activades...........cccceueee.. 115

2.3. Les isoformes de CD84 s’expressen de manera diferent en cél-lules B d’amigdala activades .116

3. ASSAJOS FUNCIONALS. ...cuctiieiereitectteerececeeteceesserscesssssssessssssssssssssssssnsssssssasssssssnssssanss 114
3.1. La isoforma CD84_AS5,6 té una senyalitzacid deficient cap a l'interior de la cél-lula................ 114
3.2. Laisoforma CD84_A5,6 s’internalitza de manera deficient respecte CD84..........ceeeeeeeennnnnenn. 114

4. ESTUDI DE L’EXPRESSIO DE CD84 | DE LA ISOFORMA CD84_A5,6 EN MALALTIES

AUTOIMMUNES.....ccuuuuiiiiiiiiiitiinnniiiiiiiititimessiiiiiiiieiieemssssiiitiettsssssssieteemmsssssssseee 122
I 1= X (U] L= = PRSP 123
N = B 01 1T N PRSP 124
e T 1= B (U] L= I 1 B PRSP 126
4.4, CEI'UIES T rEGUIATOIES ..ccoeeiieeeeitee ettt e e e e s e e s st e e e e s aba e e e s nbaeeeenreeeeennsees 128
A.5. CEIUIES T CD8H ...ttt ettt sttt ettt ettt sttt b e b e s e e st st e et e e neenreesseesmnesane 129
4.6, MONOCITS.c.viiuiiiiitiiiinii bbb 133

VIL DISCUSSIO ...ttt ssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssnssssenes 135

VI CONCLUSIONS .....ouiiiiiiiiiiiietniiiiiiiteetteeasiiiesneteeessssssssssssesessssssssssssssseessssssssssssssanes 151

IX. BIBLIOGRAFIA ...ttt ressssassssse s e s e s s sassssssssss s e e s ssssssssssssseseessnnns 155

O Y - e 155






Abreviatures

I. ABREVIATURES
T —







Abreviatures

aa
ABC
ADN
ADNCc
ANA
AP-2
AR
ARN
ARNm
ATP
BCR
BSA
cD
CDs
Cd84-/-
CPA
CTLA-4
DMSO
DTT
EAT-2
EBV
ELISA
EM
ERT
EST
FcR

FL

FR

FSC
FW
GPI

Angstrom

Aminoacids

ATP binding cassette

Acid desoxirribonucleic

ADN complementari
Anticossos antinuclears
Proteina adaptadora 2

Artritis reumatoide

Acid ribonucleic

ARN missatger

Adenosin trifosfat

Receptor dels limfocits B
Bovine serum albumine

Cluster of differentiation
Cel-lules dendritiques

Ratoli deficient per CD84
Cel-lula presentadora d’antigen
Antigen citotoxic 4 associat al limfocit T
Dimetilsulfoxid

Dithiothreitol

EWS/FLI activated transcript 2
Virus Epstein Barr
Enzyme-linked immunosorbent assay
Esclerosi multiple

EAT-2 related transduced
Expressed Sequence Taq
Receptor de les regions Fc

Full length

Factor reumatoide

Forward scatter
Forward

Glicosilfosfatidilinositol




Abreviatures

IPTG
ISE/ESE
ISS/ESS
ITAM
ITGAM
ITIM
ITSM
Kb

Kd

KDa
KLH

LB

LES

M¢
MHC
Mil
MOPS
NAPDH

Growth factor receptor-bound protein 2
Genome-wide association studies
Hybridoma Fusion and Cloning Supplement
Antigen leucocitari huma
Ribonucleoproteina heterogénia nuclear
Horse red peroxidise

Cel-lules mare hematopoietiques

Inducible T-cell Costimulator

Interferd

Immunoglobulina

Immonoglobulina de tipus constant
Immunoglobulina de tipus E
Immunoglobulina de tipus M
Immunoglobulina de tipus variable
Interleucina

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
Intronic/exonic splicing enhancer
Intronic/exonic splicing silencer
Immunoreceptor tyrosine-based activation motif
Integrin alpha M

Immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif
Immunoreceptor tyrosine-based switch motif
Kilobase

Constant de dissociacio

Kilodalton

Keyhole Limpet Hemocyanin

Lysogeny Broth

Lupus eritematds sistemic

Macrofag

Complex d'immunohistocompatibilitat
Malaltia cronica intestinal

Acid 3-(N-morpholino)propanesulfonic

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate



http://en.wikipedia.org/wiki/Isopropyl_%CE%B2-D-1-thiogalactopyranoside
http://en.wikipedia.org/wiki/Nicotinamide_adenine_dinucleotide_phosphate

Abreviatures

ND
NOX-2
NTB-A
NK
OmpC
OmpF
OPD
pb
PBL
PBS
PCR
PEG
PKC
PTP
PMA

PVDF
rpm
RT

RV
SAP
SDS
SLAM
SLAMF
SLEDAI
SNP
snRNA
SSC
TAE
TBST
TCR
Thf

Th

No definit

NAPDH oxidasa 2

Antigen de cel-lules NK, Ti B
Natural killer

Outer membrane protein C
Outer membrane protein F
Ortofenilendiamina

Parells de bases

Leucocits de sang periféerica
Tampo sali de fosfat
Polymerase chain reaction
Polietilenglicol

Proteina quinasa C
Proteina tirosinfosfatasa

Phorbol 12-myristate 13-acetate

Polininylidene Fluoride
Revol-lucions per minut
Retrotranscripcié

Reverse

SLAM associated protein

Sodium dodecylsulphate
Molecules d’activacio de la senyalitzacid limfocitaria
Familia SLAM

index d’activacié del LES
Polimorfisme d’un unic nucleotid
Small nuclear RNA

Side scatter

Tris base, acid acetic i EDTA

Tris buffered saline tween buffer
Receptor de cél-lules T

Cel-lules T helper fol-liculars
Cel-lules T helper




Abreviatures

TK
TLR
TMB
TNE
TNF
XLP

Timidina cinasa

Toll like receptor

3, 3’, 5, 5’ tetrametilbenzidina
Tris base, clorur de sodi i EDTA
Factor de necrosi tumoral

Malaltia limfoproliferativa Iligada al cromosoma X




Introduccio

Il. INTRODUCCIO
I

=







Introduccid

1. ELS RECEPTORS DE MEMBRANA DELS LEUCOCITS

La resposta immune innata i adaptativa esta controlada per les interaccions dinamiques entre
les proteines de diversos tipus cel-lulars. Un correcte funcionament del sistema immune
requereix la coordinacié de centenars de gens i proteines. Diversos autors han anomenat a
aquest conjunt de proteines com a “immunoma”, entenent com immunoma el conjunt de
gens i proteines la funcid de les quals esta majoritariament relacionada amb la resposta
immune (Ortutay and Vihinen, 2006), (Ortutay and Vihinen, 2009). Entre aquestes proteines,
les expressades a la membrana dels leucocits juguen un paper molt important en la xarxa
d’interaccions que regulen la resposta innata i adaptativa (Bock et al., 2012). Un esdeveniment
clau va ser el descobriment del receptor d’antigen de les cel-lules T (TCR) (Yanagi et al., 1984),
(Hedrick et al., 1984), el qual va permetre explicar I'especificitat i la diversitat de les respostes
per part de les cel-lules T. També es va demostrar que I'antigen no era capag per ell mateix
d’activar les cel-lules T verges (Lafferty et al., 1980) i que I'activacid eficient de la cel-lula T
requereix almenys un segon estimul independent de I'antigen proporcionat per les molecules
coestimuladores (Sharpe, 2009). Aquestes molécules no només afavoreixen la interaccié
cél-lula-cel-lula, sind que també sén les responsables del desencadenament de senyals
intracel-lulars especifics que regulen diversos processos com ara l'activacié, la diferenciacio,
I’apoptosi, la proliferacio, I'adquisicié de funcions efectores i/o la induccié de la tolerancia
(Barclay, 2003). Algunes d’aquestes proteines juguen un paper important en |’activacio dels
limfocits i d’altres leucocits, mentre que d’altres son les encarregades d’inhibir la resposta
immune, procés clau en el manteniment de ’homeostasi del sistema immune. A més, les
proteines de membrana sén importants també com a potencials eines diagnostiques i dianes

terapéutiques de determinades malalties (Zola, 2006).

Un estudi exhaustiu de diferents bases de dades recull els receptors de membrana expressats
a la superficie de les cél-lules hematopoetiques, agrupant-los per families (veure annex). Fins el
moment hi ha descrits 1015 gens, dels quals s’ha vist que la familia majoritaria és la
superfamilia de les immunoglobulines, que amb 195 membres representa un 20% del total
dels gens trobats (Diaz-Ramos et al.,, 2011). La seva rellevancia en diversos aspectes
fisiopatologics fa que alguna de les proteines d’aquesta familia esdevinguin diana terapéutica
de determinades patologies com ara en la immunoterapia tumoral (Peggs et al., 2006). Una

altra familia important a la membrana dels leucocits és la familia dels receptors de proteina G,
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amb un 14% del total de les proteines de membrana leucocitaries (Diaz-Ramos et al., 2011),

caracteritzades per contenir set dominis transmembrana i la funcid de les quals és transformar

Nom de la familia ACIILIECE Percentatge (%)
membres
Superfamilia de les Ig 195 19
Superfamilia del receptor de proteina G 147 14
Familia de les lectines de tipus C 49 5
Familia dels receptors de citocines 44 4
Superfamilia de les proteincinases 34 3
Familia del MHC 30 3
Familia dels transportadors de soluts 29 3
Superfamilia del receptor del TNF 26 3
Familia de les integrines 23 2
Familia de les tetraspanines 20 2
Superfamilia dels facilitadors de transport 20 2
Superfamilia dels transportadors ABC 18 2
Superfamilia del TNF 17 2
Familia de les peptidases 16 2
Familia dels receptors transitoris 14 1
Familia de les cadherines 13 1
Familia dels canals de potassi 13 1
Familia dels TLR 12 1
Familia de les sialomucines 12 1
Familia de proteines riques en leucines 11 1

TAULA 1: Principals families de proteines de membrana expressades al sistema immune (Diaz-Ramos et al., 2011)
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un estimul extracel-lular en un senyal intracel-lular. La diversitat d’aquestes proteines ve
marcada d’una banda, per la varietat de lligands, i estimuls que reben i per l'altra, per la
varietat de senyals que transmeten cap a l'interior de la cel-lula (Kroeze et al., 2003). Aixo fa
gue aquest grup compti amb una altra heterogeneitat funcional, amb proteines que actuen
com neurotransmissors, com a receptors olfactius, receptors de quimiocines o com a
molecules d’adhesid, entre d’altres. Altres families importants presents a la membrana
leucocitaria sén la familia de les lectines tipus C, amb un 5% del total i la familia dels receptors

de citocines, amb un 4%, tal i com es mostra a la taula 1 (Diaz-Ramos et al., 2011).

1.1. LES MOLECULES CD

Els CD (Cluster of differentation) formen part d’'una nomenclatura emprada per a la
identificacio de proteines de membrana cel-lular establerta per la organitzaci6 Human Cell
Diferentiation Molecules (HCDM) dins els Human Leukocyte Differentiation Antigens (HLDA)
workshops, nascuts I'any 1982 amb la finalitat d’anomenar, identificar i caracteritzar
I'estructura d’aquestes proteines, estudiar la seva funcid i distribucié a la membrana de les
cél-lules del sistema immune (Zola and Swart, 2005); (Zola et al., 2007) i validar nous
anticossos monoclonals contra elles; a més de proveir a la comunitat cientifica d’'un espai per
facilitar la comunicacid. Funcionalment, aquestes molecules poden actuar com a receptors,
lligands, com a proteines d’adhesio o de senyalitzacid. La combinacié de diverses molecules CD
és util per definir una determinada poblacié cel-lular (Zucchetto et al., 2011); (De Salort et al.,
2011). Actualment els anticossos monoclonals contra algunes de les molécules CD sén I'eina
terapéutica contra diverses malalties autoimmunes (Townsend et al., 2010) i cancers (Weiner

et al., 2012).

Les molécules amb nomenclatura CD formen part de diferents families de proteines, com la
proteina CD4, que forma part de la superfamilia de les immunoglobulines, o la proteina CD23,
que pertany a la familia de les lectines de tipus C. El fet que una proteina tingui o no
nomenclatura CD depén de I'existencia d’un anticds monoclonal contra aquesta. A la figura 1
es mostra en vermell, la proporci6 de membres de cada familia que compten amb
nomenclatura CD sobre el total de membres de la familia (en blanc). La superfamilia de les

immunoglobulines, amb un 69% del total, és la que té un nombre més elevat de membres amb
11
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nomenclatura CD. La segueixen la familia dels receptors de citocines, amb un 64%; i la familia
de les lectines de tipus C, amb un 47%. Com es mostra a la figura 1, en termes relatius, la
familia de les integrines és la que presenta un percentatge més alt de membres amb

nomenclatura CD, amb un 74% del total (Diaz-Ramos et al., 2011).

Superfamilia de les Ig

Superfamilia dels receptors de proteina G

Familia de les lectines de tipus C

Familia dels receptors de citocines

Familia de transportadors de soluts

Familia del MHC

Superfamilia del receptor del factor de necrosi tumoral
Familia de les integrines

Superfamilia de les protein-quinases

Superfamilia dels facilitadors de transport

Familia de les tetraspanines

Superfamilia dels transportadors ABC

Superfamilia del factor de necrosi tumoral

Familia dels receptors transitoris

Superfamilia de les cadherines

Familia dels canals de potassi

Familia de proteines amb repeticions rigues en leucines
Familia de les peptidases

Familia dels receptors tipus tolf

Familia de les sialomucies

Altres

FIGURA 1: Principals families de proteines de membrana del sistema immune. Es mostra el total de proteines de cada
familia (gris) en front del nombre de proteines de cada familia amb nomenclatura CD (grana) (Diaz-Ramos et al.,

2011).

1.2. LA SUPERFAMILIA DE LES IMMUNOGLOBULINES

La superfamilia de les immunoglobulines va ser una de les primeres que es van identificar,
representant actualment una de les més abundants del genoma huma i especialment del
sistema immune (Peggs and Allison, 2005). Es un ampli grup de proteines de membrana i
solubles amb participacié en una gran diversitat de funcions biologiques (Halaby and Mornon,
1998), (Halaby et al., 1999). Tenen caracteristiques estructurals comunes, ja que generalment
son proteines de membrana de tipus | amb una Unica regié transmembrana amb un nombre

variable de dominis de tipus immunoglobulina formats per uns 70-110 aa, amb només un 10%
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de les molecules ancorades a la membrana mitjancant un grup glicosilfosfatidilinositol. Les
regions citoplasmatiques varien significativament en quant a llargada, la majoria tenen
diversos motius de senyalitzacio, com ara ITAMs i ITIMs, que interaccionen amb tirosincinases i
tirosinfosfatases respectivament. Funcionalment actuen com a receptors per I'antigen (TCR i
BCR), com a co-receptors i molécules coestimuladores, com a receptors de citocines o com a
molecules involucrades en la presentacié antigenica als limfocits i en I'adhesié cel-lular

(Barclay, 2003).

Els membres de la familia de les immunoglobulines consten de dos tipus de dominis ben
diferenciats d’'uns 100 aminoacids cadascun: els dominis variables (IgV), i els dominis constants
(IgC), (Smith and Xue, 1997). Ambdéds tenen un plegament que consisteix en set lamines B
antiparal-leles de tipus sandvitx de 5-10 aa amb un pont disulfur conservat, pero es diferencien
en el fet que els dominis IgV, a més de presentar una gran variabilitat associada al

reconeixement de I'antigen, conté dues lamines addicionals en el centre del domini (veure

B Nk
pll Ef B ¢ ir Ic fc ¥
S-S

A B C C C D E F G
L o6 |

FIGURA 2: Plegament d’un domini IgV. A) Representacié d’'un domini Ig variable (Protein database 7ab) B)

figura 2).

Esquema representatiu de les cadenes que formen les dues fulles B del plegament. Tant en A com en B les dues

fulles B es representen amb colors diferents, (Modificat de (Barclay, 1999)

La preséncia d’aquesta familia de proteines s’ha vist afavorida al llarg de I'evolucid, degut
entre d’altres motius, a que aquest domini forma un plegament molt estable en front la

proteolisi i pot interaccionar homofilica i heterofilicament. Gran part de les proteines amb
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dominis immunoglobulina es troben molt glicosilades. Es creu que la funcié dels carbohidrats
és impedir el moviment de la glicoproteina i d’aquesta manera optimitzar la interaccié amb el
lligand. També es creu que el paper dels carbohidrats en diverses glicoproteines de membrana,
especialment en les del sistema immune, és protegir-les d’interaccions no desitjades amb
d’altres proteines de la membrana o amb proteines solubles.

Hi ha d’altres dominis de families de proteines de membrana que presenten importants
similituds amb els dominis immunoglobulina, com ara els dominis fibronectina de tipus lll, els

dominis cadherina o els dominis citocina (Barclay, 2003).

Alguns membres de la familia de les immunoglobulines, com s’explicara més endavant,
modulen la seva funcié a través del procés d’splicing alternatiu. Quan aquest mecanisme falla
pot donar lloc a un trencament de la tolerancia i a l'aparici6 de diverses malalties
autoimmunes. Un exemple és la proteina CTLA-4, polimorfismes de la qual s’associen a una
alta susceptibilitat a patir malalties autoimmunes com ara la diabetis tipus I, la malaltia de

Graves o la tiroiditis de Hashimoto (Peggs et al., 2006).

1.2.1. La familia SLAM

La familia SLAM (Signaling Lymphocytic Activation Molecule), també anomenada familia del

CD150, és un dels grups de proteines de membrana que estan directament relacionats amb

SLAMF1 SLAMF2 SLAMF3 SLAMF4 SLAMF5 SLAMFé SLAMF7 SLAMFS8 SLAMF9
cD150 cD4s cD2239 cD244 cDg4 cD352 cD319 CD353 CD84-H1
SLAM Ly9 2B4 NTB-A CRACC BLAME

NH2 Lyl108

COOH COOH COOH COOH COOH COOH

FIGURA 3: Membres de la familia SLAM. Als dominis immunoglobulina es mostren els llocs de N-glicosilacio en
vermell. Els requadres en grana mostren els motius ITSM d’interaccié dels membres que en tenen. La fletxa de

la cua de CD48 indica el motiu GPI.
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processos coestimulatoris i en la diferenciacié d’una gran varietat de tipus cel-lulars involucrats
en la resposta immune innata i adaptativa (Calpe et al., 2008); (Detre et al.,, 2010);
(Schwartzberg et al., 2009); (Vinuesa et al., 2010) Consta de nou glicoproteines de membrana
que pertanyen a la superfamilia de les immunoglobulines: SLAMF1 (CD150 o SLAM), SLAMF2
(CD48), SLAMF3 (CD229 o Ly9), SLAMF4 (CD244 o 2B4), SLAMF5 (CD84), SLAMF6 (CD352, NTB-
A o Ly108), SLAMF7 (CD319 o CRACC), SLAMF8 (CD353 o BLAME) i SLAMF9 (CD84-H1) (veure

figura 3).

1.2.1.1. Localitzacio genomica

Set dels gens de proteines de la familia SLAM s’agrupen en una regié de 400-500
kilobases del cromosoma 1923 en humans i 1H3 en ratoli (Calpe et al., 2008); (Engel et al.,
2003) (veure figura 4), mentre que els gens de les proteines SLAMF8 i SLAMF9 es troben
situats en una regié molt propera a aquest locus, probablement degut a que totes aquestes

proteines provenen d’un Unic gen antecessor comu.

Human SLAM locus 1q23 ) y . 100 kb
Measles virus FimH Reovirus _

receptor receptor receptor

N EERE

BLAME SF2001 VANG1/2, NBTA CD8s4 SLAM  CD48 CS1  LY9 2B4 Intelectin  JAMA EAT2

i B 411 1 1 ///nan e B | s H s I I s A g n—‘//[nn 0 [mmon oo

l Binds SAP and EAT

FIGURA 4: Organitzacié genetica del locus SLAM en huma. Els gens que codifiquen els membres de la familia SLAM
estan en el cromosoma 123, set dels quals es troben en una regié de 359 kb. SLAMF8 i SLAMF9 també se situen en el
mateix cromosoma, pero fora del locus SLAM. La orientacié dels gens difereix en huma i ratoli. Els gens de les

proteines adaptadores EAT-2 també es troben properes a aquest locus (Engel et al., 2003).

1.2.1.2. Estructurailligands

Els membres de la familia SLAM soén glicoproteines de tipus | estructuralment molt
similars entre si, ja que estan formats per una part extracel-lular, que consta d’un domini Ig

variable (IgV) amb els ponts disulfur truncats en I'extrem N-terminal, i d’'un domini Ig constant
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(1gC2) amb les cisteines conservades (Tovar et al., 2000). L'excepcié és la proteina CD229
(SLAMF3), que conté una repeticid IgV-IgC2 en la seva part extracel-lular. Contenen una cua
citoplasmatica, la majoria d’ells amb motius ITSM (immunoreceptor tyrosine-based switch
motif), exceptuant la proteina CD48 (SLAMF2), que es troba ancorada a la membrana per un
glicosilfosfatidilinositol (GPI); i les proteines SLAMF8 i SLAMF9 que no contenen cap motiu
ITSM.

A excepcid de CD244 (SLAMF4), que s’uneix heterofilicament a CD48, els membres de la
familia SLAM es caracteritzen per actuar com a lligands propis, interaccionant homofilicament
a través el seu domini IgV (Brown et al., 1998). No s’han descrit interaccions amb altres
proteines de la membrana cel-lular, pero CD150 ha estat descrit com un dels receptors més
importants del virus del sarampid (Tatsuo et al., 2000). A més, la proteina esmentada actua
com a un regulador en la defensa innata contra bacteris Grammnegatius en macrofags,
regulant dos processos clau de manera independent, com sén la maduracié dels fagosomes i la
produccié de radicals mitjancant el complex NAPDH oxidasa (NOX2) (Berger et al., 2010). Esta
descrit que la proteina CD150 és un receptor per a les porines OmpC i OmpF de les parets
bacterianes (Berger et al., 2010). També s’ha trobat que SLAMF6 reconeix E. coli perd no S.
aureus, el que suggereix que els receptors SLAM podrien ser una altra familia de sensors
microbials; aixi com que la proteina CD48 de macrofags i mastocits interacciona amb la lectina
FimH dels bacteris Gramnegatius (Baorto et al., 1997). La funcid d’altres membres de la familia

SLAM com a receptors de bacteris roman desconeguda.

1.2.1.3. Motius ITSM

A diferéncia d’altres molécules coestimuladores, les proteines de la familia SLAM no
contenen motius ITAM ni ITIM a la seva cua citoplasmatica, pero si contenen una o més copies
dels motius ITSM ja esmentats, amb la sequéncia T-I/V-Y-x-x-V/I (on T és treonina, | és
isoleucina, V és valina, Y és tirosina i x denota qualsevol aminoacid) (Detre et al., 2010); (Engel
et al., 2003). De la mateixa manera que els motius ITAM i ITIM es fosforilen en unir-se al seu
lligand, la interaccié homofilica dels membres de la familia SLAM ddna lloc a la fosforilacié dels
residus tirosina, creant un lloc d’ancoratge per a molecules adaptadores que contenen el
domini SH2, com ara SLAM-associated protein (SAP), EWS/FLI activated transcript-2 (EAT-2) i
EAT-2- related transducer (ERT), SHP-2, SHP-1, Csk i SHIP-1 (Mikhalap et al., 1999); (Parolini et
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al.,, 2000); (Tangye et al., 1999). Quan SAP s’uneix al motiu ITSM, es desencadena la
transduccioé del senyal en un procés que recluta la cinasa FynT (Ma et al.,, 2007), la qual
fosforila molecules com la proteinquinasa-C (PKC) o Vav-1 (Watzl et al., 2000); (Chen, 2004). El
mecanisme de transduccié de la molécula adaptadora EAT-2 encara no ha estat completament
descrit. Les senyals que desencadenen els motius ITSM poden ser inhibitories o estimulatories,
donant lloc a multiples funcions efectores que depenen del tipus cel-lular i de l'estat

d’activacio (Engel et al., 2003); (Ma et al., 2007); (Morra et al., 2001); (Veillette, 2006).

SAP és una petita proteina de 15kDa que conté un Unic domini SH2 i una cua de 26 aminoacids
(Nichols et al., 1998); (Sayos et al., 1998) . S’uneix a CD84 a través del motiu ITSM (Sayos et al.,
2001), aixi com també ho fa a d’altres de les proteines de la familia SLAM com ara CD150
(Sayos et al., 1998), 2B4 (CD244) (Lanier, 1998); (Tangye et al., 1999); (Parolini et al., 2000);
(Sayos et al., 2000) i Ly-9 (CD229), entre d’altres. El gen SH2D1A huma i muri tenen un 87%
d’homologia, el que fa que els dominis SH2 d’ambdues espeécies siguin forca similars. La
proteina SAP es troba expressada en un gran nombre de tipus cel-lulars del sistema immune
com ara cel-lules NK, cel-lules T, ceél-lules NKT, eosinofils i plaquetes (Engel et al., 2003).
Aguesta proteina s’uneix als receptors SLAM a través de I’arginina 32 (R32), del domini SH2, i
de les tirosines fosforilades dels motius ITSM de les molécules SLAM. La forta avidesa amb la
que SAP s’uneix als motius tirosina fosforilats explica la seva habilitat per bloquejar la unié
d’altres molécules que contenen motius SH2 com SHIP1 i SHP-2, amb els receptors SLAM
(Finerty et al., 2002); (Howie et al., 2002); (Lewis et al., 2001); (Poy et al., 1999); (Sayos et al.,
1998). Els receptors de la familia SLAM als que s’uneix SAP també s’expressen en les cel-lules
presentadores d’antigen, on SAP és absent. En canvi, aquests tipus cel-lulars, com els
macrofags, expressen EAT-2, una proteina de 399 aminoacids amb un Unic motiu SH2
equivalent a SAP amb el qual s’uneix a CD84, CD150, CD244 i CD229 (Morra et al., 2001). EAT-2
presenta una alta homologia amb SAP, tant en el gent huma com en el muri (47% i 40%

respectivament).

De la mateixa manera que SAP, I'alta afinitat en la interaccié entre EAT-2 i els membres de la
familia SLAM sembla indicar que EAT-2, podria bloquejar el reclutament d’altres molecules de
senyalitzacio, com ara la unié de la fosfatasa SHP-2, encara que aquest efecte seria més feble
gue en el cas de SAP. Els estudis demostren que tant SAP com EAT-2 podrien tenir un paper
important en I'activacié de les quinases Fyn i Src en els limfocits B i els macrofags (Morra et al.,

2001).
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Ambdues molecules esmentades participen en la sinapsi immunologica a través dels receptors
SLAM, contribuint d’aquesta manera en la unié entre el TCR i Ag-MHC, assegurant una
fosforilacié prolongada dels receptors durant el desencadenament de senyals del TCR (Morra

et al., 2001).

1.2.1.4. Expressio

Els membres de la familia SLAM tenen un patréd d’expressié molt diferent en les
diferents poblacions cel-lulars del sistema hematopoetic. Aquestes proteines es troben
expressades en diversos tipus cel-lulars com ara cel-lules T, B, monocits, macrofags, NK, NKT,
cel-lules dendritiques, cél-lules dendritiques plasmacitoides, plaquetes, granulocits, i cél-lules
mare hematopoetiques i progenitores (Calpe et al.,, 2008); (Engel et al.,, 2003); (Ma et al.,,
2007). Estudis exhaustius descriuen I'expressié dels membres de la familia SLAM en els
diferents estats de maduracio de les cél-lules B, concloent que la majoria d’aquestes proteines
es troben expressades en totes les subpoblacions de cel-lules B (De Salort et al.,, 2011);
(Rodriguez-Bayona et al., 2011). D’altra banda, Kiel i col-laboradors van demostrar que els
receptors SLAM sdn expressats a la medul-la 0ssia de progenitors primitius de ratoli tan
especificament que és possible purificar cel-lules mare de ratoli emprant una simple
combinacié d’anticossos monoclonals contra tres d’aquests receptors (CD150, CD48 i CD244)
(Kiel et al., 2005). En el cas dels ratolins, I'estudi de I'expressié d’aquesta familia de receptors
no és tan exhaustiva, i existeixen discrepancies entre ambdues especies. Tal i com es mostra a
la taula 3, I'heterogeneitat del seu patré d’expressié en ratoli indica que aquests receptors
juguen papers tant redundants com especifics en la regulacié de la resposta immune innata i

adaptativa (Sintes et al., 2008).

1.2.1.5. Funcio

Els membres de la familia SLAM tenen un paper dual; d’'una banda actuen com a
molécules d’adhesid, i de I'altra controlen diverses respostes immunes innates i adaptatives.
En interaccionar, els membres de la familia SLAM no només regulen la proliferacié i la
produccié de citocines dels limfocits T sind també I'activacid de les cél-lules B, la generacid de
memoria i I'agregacid plaquetaria. A la taula 2 es mostren algunes de les funcions d’aquestes

molécules. En cél-lules T, hi ha evidéncies que mostren que les proteines SLAMF1 i Ly108
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modulen desenvolupament dels limfocits T innats (Chung et al., 2005); (Pasquier et al., 2005);
(Alonzo et al., 2010); (Kreslavsky et al., 2009); (Li et al., 2007); (Verykokakis et al., 2010); aixi
com també aquestes dues molecules semblen cooperar en el desenvolupament de les cél-lules
NKT (Nichols et al., 2005). Griewank i col-laboradors van demostrar que la preséncia d’ambdds
receptors i conseqlientment el reclutament de SAP és essencial per a I'expansid i la
diferenciacié d’aquesta subpoblacié (Griewank et al., 2007). A més, es creu que la proteina
CD48 podria estar regulant importants funcions en el control de la citotoxicitat de les cel-lules
T i NK (Assarsson et al., 2004). S’ha vist que la proteina NTBA actua com a molécula
coestimuladora durant I'activacid dels limfocits T (Valdez et al., 2004), aixi com que aquesta
proteina contribueix a la interaccié entre les cel-lules T i B de ratoli in vitro (Cannons et al.,
2010). Altres proteines amb importants funcions en la regulacié de la citotoxicitat en cél-lules T
i NK son CD244, NTBA/Ly108, i SLAMF1 (Nanda et al., 2005); (Bryceson et al., 2006); (Cannons
et al.,, 2010); (Qi et al., 2008).

Recentment s’ha descrit I'important paper de diferents membres de la familia SLAM en la
interaccid sostinguda entre cél-lules T i B i en la formacid dels centres germinals, com ara la
proteina CD150 i la seva senyalitzacié depenent de SAP (Crotty et al., 2003), (Hron et al., 2004),
procés clau en el desenvolupament de la immunitat humoral (Cannons et al., 2010); o, com
s’explicara més endavant, la proteina CD84 (Cannons et al., 2010). En quant a CD150, també
s’ha estudiat la seva implicacid en la diferenciacid de les cél-lules Thf en els centres germinals.
La seva expressid en els centres germinals suggereix que les cél-lules inicien la senyalitzacié a

partir de la interaccié homofilica d’aquesta molécula entre cél-lules T i B (Yusuf et al., 2010).

Altres funcions importants dels membres d’aquesta familia sén la regulacié de la produccié de
citocines per part de CD150, CD229, CD244, CD84 i Ly108 (Cocks et al., 1995); (Howie et al.,
2002); (Aversa et al., 1997); (Cannons et al., 2004); (Dupre et al., 2005); (Graham et al., 2006);
(Howie et al., 2005); (Martin et al., 2001); (Martin et al., 2005); (Wang et al., 2004); (Yusuf et
al., 2010); (Bottino et al., 2001), la regulacié en macrofags de I'atac dels bacteris per part de
CD150 (Berger et al., 2010), aixi com diverses funcions als neutrofils (Howie et al., 2005), i

macrofags (Wang et al., 2004); (Berger et al., 2010) per part de Ly108.
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. . Motius Funcio Referéncies
Receptor Expressio Lligands
ITSM
T CD4": Regulacié de la proliferacié i la produccié d’IFNy induida pel TCR.
Redireccio de la resposta cap a Thl (Cocks et al., 1995), (Henning et al., 2001),
SLAMF1 BT CD SLAMF1, virus T CD8": Regulacié de la citotoxicitat i I’alliberament de granuls induida (Kiel et al., 2005), (Kruse et al., 2001),
(CD150 la l;et,es I’-|SC sarampio, ) pel TCR. (Mikhalap et al., 1999), (Munitz et al., 2005),
SLAM)’ plag |V|¢I ’ bacteris B: Regulacid de la produccié d’lg, la proliferacid i I'apoptosi (Nanda et al., 2005), (Tatsuo et al., 2000),
gramnegatius Mo i CD: Regulacid de la produccid de citocines (Romero et al., 2004), (Sayos et al., 2000),
Plaquetes: Estabilitzacio dels agregats plaquetaris (Wang et al., 2004)
HSCs: Identificacid i purificacié de poblacions potencials de HSCs.
(Assarsson et al., 2005), (Assarsson et al.,
2004), (Brown et al., 1998), (Gonzalez-
SLAME2 B, T, monocits, SLAMF4. CD2 Confereix proteccié en front 'autoimmunitat Cabrero et al., 1999), (Kambayashi et al.,
, CD, CDp, . ap : Modulacid de la proliferacié i la produccio de citocines , (Kubin et al., , (Latchman an
(CD48) NK, CD, CD Flm;-| ! C T: Modulacié de | lif ioil duccio de citoci 2001), (Kubi l., 1999), (Latch d
granulocits B, NK i CDs: Regulacié de I'activacid i la proliferacio Reiser, 1998), (Messmer et al., 2006),
(Valiante and Trinchieri, 1993), (Koh et al.,
2011)
SLAME3 " T: Regulacié de la producuo.ddlligv i re;:l_lL_Jé(F:(m parcial de I’activacié d’ERK (Tovar et al., 2000), (Del Valle et al., 2003),
) , T,CDp, R + . artin et al,, , (Romero et al., ,
(CD229 B, T,CDp, Md SLAMF3 o1 fenula ol d | n “t' deslpe les CDE" de t . (Marti I, 2005), (R 1., 2004)
Ly9) : egula el desenvolupament de les cél-lules e tipus inna (Romero et al., 2005), (Sintes et al., 2013)
NKT: Regula el desenvolupament
(Boles and Mathew, 2001), (Dupre et al.,
Confereix proteccié en front 'autoimmunitat 2005), (Garni-Wagner et al., 1993), (Mathew
NK, CD8 i T y6, °! protecc o 3 et al., 1993), (Kubota et al., 1999), (Ma et al.,
L. NK: Modulacié de la citotoxicitat, la produccié d’ IFNy, la secrecié de . .
SLAMF4 monocits, ranuls i citocines. Participacio en el desenvolupament de les funcions 2007), (Munitz et al., 2005), (Nakajima etal.,
(CD244, basofils, SLAMF4 4 egfectores re uIaci;S de Iespres ostes de céI-IuIespT especifiques de virus 1999), (Romero et al,, 2004), (Saborit-
2B4) eosinofils, ' 18 P P g Villarroya et al., 2005), (Saborit-Villarroya et

mastocits, PMP

T CD8: Regulacidé de la citotoxicitat, la produccié d’ IFNy
T CDA4: Polaritzacio de la resposta cap a Thl

al., 2008), (Sharifi et al., 2004), (Sintes et al.,
2008), (Waggoner et al., 2010), (Meinke and
Watzl, 2013), (Brown et al., 1998)
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B, T, mastocits,

(de la Fuente et al., 1997), (Kruse et al.,

SLAMFS plaquetes, Involucrat en la interaccio T:B i la formacio dels centres germinals 2001), (Martin et al., 2001), (Nanda et al.,
(CD84) monocits, SLAMF5 2 T: Regulacié de la proliferacio i de la secrecié d’IFNy 2005), (Romero et al., 2004), (Sintes et al.,
granulocits M, Plaquetes: Modulacio de I'agregacid plaquetaria 2008), (Tangye et al., 2003), (Tangye et al.,
CD, CDp, PMP, 2002) (Wang et al., 2010b)
SLAMF6 NK: Regulacié de la citotoxicitat i de la secrecid de citocines (IL-8, IFN-y,
(CD352, B T NK TNF-a) (Bottino et al., 2001), (Falco et al., 2004),
NTB-A o SLAMF6 2 T CD8: Augment de la citotoxicitat, i de la produccié d’IFN-y induida pel (Flaig et al., 2004), (Peck and Ruley, 2000),
(Lylogen | neutrofils COp TCR (Valdez et al., 2004)
ratoli) T CD4: Resposta Th1 polaritzada
SLAMF?7 (Boles and Mathew, 2001), (Bouchon et al.,
(CD319 H:1 B: Induccid de la proliferacié 2001), (Kumaresan et al., 2002), (Lee et al.,
CRACC B, T, NK, CD CDp SLAMF7 R:0 NK: Induccid de la citotoxicitat 2007a), (Stark and Watzl, 2006), (Tassi and
CS1) Colonna, 2005)
SLAMF8 .. .
(CD353, B, CD, agnouts, ND Cap Mdo: Regula la resposta inflamatoria (Calpe et aI.,(\ZA(/);):g),e(F;r}gszlo(;Jlr\z/)et al., 2001),
BLAME) N
SLAMF9 B, T, monaocits, (Calpe et al., 2008), (Fennelly et al., 2001),
(CD84-H1) cD ND Cap ND

(Fraser et al., 2002), (Zhang et al., 2001)

TAULA 2: Taula on es mostren tots els membres de la familia SLAM, amb els altres noms, I'expressio, els seus lligands, els motius ITSM i la funcié de cadascun d’ells en les condicions indicades.

B=Cel-lula B, CD= Cel-lula dendritica, CDp= Cel-lula dendritica plasmacitoide, H=huma, HSC=Cel-lula mare hematopoetica, IFN=interferd, IL=interleucina; ITSMs= motius immunoreceptor tyrosine-

based binding, R=Ratoli, Md=macrofags, PMP= progenitors multipotent hematopoietics, ND=no definit, NK=Cél-lules natural killer, SLAMF= Familia SLAM, T=Cél-lules T, Th1= Cel-lules T helper 1.
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1.2.1.6. La malaltia limfoproliferativa lligada al cromosoma X (XLP)

Una de les proteines amb motius SH2 que s’uneixen als receptors SLAM és, com ja s’ha
comentat, la proteina SAP. La deficiencia del gen que codifica per la proteina SAP déna lloc a la
malaltia limfoproliferativa lligada al cromosoma X (XLP) (Sayos et al., 1998). Aquesta malaltia, també
anomenada malaltia de Duncan, és una immunodeficiencia primaria poc comu que només afecta a
homes, amb una incidéncia d’un a tres individus per milid, i que va ser descrita per primera vegada
I'any 1975 (Purtilo et al., 1975). El gen SH2D1A, que codifica per a la proteina adaptadora SAP, es
troba mutat en pacients amb aquesta malaltia i produeix una susceptibilitat severa al virus d’Epstein-
Barr (EBV). Fins fa poc temps es creia que la Unica causa d’aquesta malaltia era una mutacio en el gen
que codifica per SAP, SH2D1A (Sayos et al., 1998), pero actualment es coneix que aproximadament
un 20% dels casos es deuen a mutacions que afecten a les proteines XIAP (codificada pel gen BIRC4) i
ITK (Pachlopnik Schmid et al., 2011), (Huck et al., 2009). Els pacients amb XLP presenten defectes en
la immunitat innata i adaptativa, com ara una proliferacié excessiva de cel-lules T CD8+, NK i
macrofags, i una incapacitat per produir una resposta humoral correcta contra EBV (Seemayer et al.,
1995). També presenten nivells baixos de citotoxicitat de cel-lules T CD8+ i NK, alteracions en la
funcid de les cel-lules CD4+ T helper fol-liculars i en la secrecié de citocines per part de les cél-lules
Th2, aixi com una baixa produccié d’anticossos (Filipovich et al., 2010); (Marsh et al., 2010), (Rezaei
et al., 2011). Com a conseqtiéncia, els limfocits s’infiltren en els 6rgans del pacient, provocant necrosi

hepatica i la fallada del moll de I'os (Markin et al., 1987).

1.2.2. La proteina CD84

La proteina CD84 és una glicoproteina de tipus I, ja que conté la terminacié COOH en el seu extrem
intracel-lular i la terminacié —=NH2 en I'extrem exterior de la cél-lula. Es membre de la familia SLAM i
per tant, reuneix les caracteristiques principals d’aquest grup. Fou establerta com a molécula CD

I'any 1994 en el 5 Human Leukocyte Differentiation Antigens (HLDA) workshop (Tedder T.F., 1995).
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1.2.2.1. El gen

Els gens de CD84 huma i muri van ser clonats i caracteritzats per primera vegada pel nostre
grup a finals dels 90 (de la Fuente et al., 1997); (de la Fuente et al., 1999). El ADNc muri va ser aillat
d’una linia cel-lular de macrofags, mentre que I’huma prové de la linia de cél-lula B Raji. El gen huma
se situa al cromosoma 1923 entre els gens SLAMF6 i SLAMF1 (veure figura 4). El gen té 1040 pb i
esta format per vuit exons (veure figura 5); els tres primers corresponen a la part extracel-lular de la
proteina, formada per 199 aa i on hi ha quatre possibles llocs de N-glicosilacié. El primer exd
correspon al péptid lider i consta de 16 aa, el segon correspon al domini Ig variable amb 116 aa i el
tercer al domini Ig constant amb 83 aa. El quart exd codifica per a la regié transmembrana, amb 41
aa de naturalesa hidrofobica. La cua citoplasmatica la formen els exons 5, 6, 7i 8 amb 11, 33,20 21
aa respectivament.

La base de dades d’anotacid genomica d’splicing alternatiu ECgene (Lee et al., 2007b)

(http://genome.ewha.ac.kr/ECgene/) fou creada per proporcionar una anotacié funcional als gens

generats per splicing alternatiu. Aquesta base de dades es basa principalment en un algoritme de
prediccié (Gene prediction by EST Clustering) emprant ESTs (Expressed Sequence Tags). D’acord amb
aquesta base de dades i amb d’altres (d’Ensemble, NCBI, FastDB), el gen CD84 genera 7 transcrits
(variants) que potencialment codifiquen per 7 isoformes. A la figura 6 es mostra la informacié de les

isoformes de CD84 extreta de la web ECgene.

LP IgVIgC2 TM cit cit cit cit

Coeesslecoess

FIGURA 5: A) Esquema de l'organitzacié exd/intré del gen CD84. B) Organitzacié dels exons de la proteina CD84. C)
Esquema de la proteina CD84
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La bibliografia també descriu diversos transcrits (Palou et al., 2000), (Zaiss et al., 2003), les quals no
han estat caracteritzats a nivell de proteina. Totes les variants identificades difereixen principalment
en la seva cua citoplasmatica, la qual cosa, en el cas que s’expressin a nivell de proteina, tindria
evidents conseqliencies funcionals, ja que podria provocar una alteracid en la captacié de les
molecules adaptadores que s’uneixen als motius ITSM i, en conseqliencia, de la senyalitzacié cap a
I'interior de la cel-lula. En canvi, variacions en el segment extracel-lular de la proteina donaria lloc a
una disfuncié en la interaccid receptor:lligand (Yan et al.,, 2007). Fins ara no hi ha estudis que

demostrin aquests fets.

H1C22218 CD84 (chr1:158,780,577-158,815,930)

> 8 7 6 5 4 3 2 1 »
3 4158 <63 <« 473 <33 <« 645 < 398 <« 342 125 B
158780577 158815930
A-1 .
m A-2 = - -9 ————-526-—147- ————-86
#mRA-3 - - 526-——147- — -
m A-4 - 526-——147- — =
m A-5 - — -98 526-——147- — -
m A-6 —_147- — -
m A-7 - —=113
#= Representative transcript , m= mRNA , R= RefSeq , ABC = Reliability
Transcripts go up

# = Representative Transcript, R = RefSeq

Confidence Level -- A (including RefSeq, if multi-exon:#Min.Clones=1, if single-exon:having mRNA and #sequence>=8)

-- B (including mRNA, if multi-exon:#Min.Clone=2, if single-exon:#sequence>=4)

-- C (all transcripts except A and B)
Transcriptip | 7ranscript (Confidence| Min. o ~onac|gpors| #Spliced | #  [#polyAl [ oys cDS SUTR | 3UTR

Type level  |Clones ESTs Exons | seq
H1C22218.1 Coding A 1 0 63 2 3 0 4694 bp | 189 bp(63aa) | 410 bp (4,095 bp
H1C22218.2 Coding A 1 1 66 5 6 0 4777 bp | 642 bp(214aa) | 40 bp (4,095 bp
H1C22218.3%¥ R Coding A 1 5 93 32 7 0 5158 bp | 984 bp(328aa) | 79bp |4,095 bp

H1C22218.4 Coding A 1 1 88 27 6 0 5,060 bp | 816 bp (272aa) | 79 bp |4,165 bp
H1C22218.5 Coding A 1 2 91 30 8 0 5,191 bp | 1,017 bp (339aa)| 79 bp |4,095 bp
H1C22218.6 Coding A 1 1 23 22 4 0 1,364 bp | 840 bp ( 280aa) 79bp | 445bp
H1C22218.7 Coding A 1 1 3 3 3 0 853 bp 723 bp ( 241aa) | 67 bp 63 bp

FIGURA 6: Transcrits de CD84 descrits a la base de dades ECgene (http://genome.ewha.ac.kr/ECgene/). A la part superior

es mostra un esquema de les (isoformes) transcrits mentre que a la taula inferior es pot trobar informacié sobre cada un

d’ells.

1.2.2.2. Estructura i lligand

La proteina té un pes molecular d’'uns 72-86 kDa que varia en funcié del seu grau de glicosilacié (de la
Fuente et al., 1999). La cua citoplasmatica conté quatre tirosines, dos d’elles formant part de motius
ITSM on s’uneixen molécules adaptadores amb motius SH2 com ara SAP i EAT2 (Veillette, 2010)
(veure figura 7). Estudis comparatius mostren la similitud entre les seqliéncies d’aminoacids dels
dominis extracel-lulars de CD84 amb altres proteines de la familia SLAM, especialment amb CD229,
presentant una homologia del 34,6% i del 30,3% de la seqiiencia d’aminoacids entre el domini IgV de

CD84 i els dominis 1 i 3 de CD229, respectivament. El domini 1gC2 mostra una homologia del 38,9%
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. . o
CD84 muri CD84 huma amb el domini 2 i del 33,3% amb el

domini 4 de CD229 (de la Fuente et al.,
1999). CD84 s’uneix homofilica i
especificament a través del seu primer

domini extracel-lular amb una forta

)
4

’

Hﬂ]mﬁm associacié de constant de dissociacié (Ky)
?

7

en el rang micromolar (Yan et al., 2007).

FIGURA 7: Esquema de I'estructura de la proteina CD84 murina i humana. La cua citoplasmatica de CD84 conté dos residus de
tirosina que formen part dels motius ITSM als que s’uneixen diferents proteines adaptadores. S’indica la posicié de les

tirosines relativa a I’extrem N-terminal. També s’indica el percentatge d’identitat entre la molecula humana i la murina.

El dimer format pel parell de proteines de CD84 és similar al descrit per a I'antigen NTB-A ja que
ambdues proteines contenen una lamina que forma ponts d’hidrogen a la interficie, i un residu
aromatic (Y42 en el cas de CD84) en el centre de la unid entre les dues molécules. Tanmateix, hi ha
certs detalls estructurals a la interficie d’ambdues interaccions que eviten les interaccions no
especifiques entre ells, com ara que la interficie del dimer en CD84 és de naturalesa hidrofilica,
mentre que NTB-A conté un gran nombre d’aminoacids hidrofobics (veure figura 8). A més, la

interficie de NTB-A és menys plana que la de CD84 (Yan et al., 2007).

EAT-2 EAT-2 APC
b"‘Q{ q SR Cpss
NTBA X% | . -
ki ~ = >
\P\‘f T 4
NTB-A \\-‘: CR 16 CD
) \
Y/ -
4 9

T Cell

FIGURA 8: Model d’interaccié de CD84 entre una cél-lula T i una cél-lula APC. El diagrama evidencia la distancia

molecular d’interaccié d’aquesta molecula amb NTBA:NTBA, MHC, TCR i CD58:CD2 (Chattopadhyay et al., 2009).
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A la figura 8 es pot veure la distancia entre les molécules en aquesta unié homofilica, que és
d’uns 140 ,&, i que coincideix amb la distancia entre d’altres parells de moléecules de la sinapsi
immunologica (per exemple TCR:MHC, (CD28:CD80, (CD279:CD274 or (CD152:CD80),
(Chattopadhyay et al., 2009), el que permetria que aquesta proteina formés part de la
interaccio entre la cél-lula T i la cél-lula presentadora d’antigen. A més, aquesta unié homofilica
fa que CD84 actui com a molécula d’adhesio, de la mateixa manera que esta descrit per altres
membres de la familia SLAM (Cao et al., 2006); (Falco et al., 2004); (Kumaresan et al., 2002);
(Mikhalap et al., 1999); (Romero et al., 2005).

1.2.2.3. Expressio

Estudis de citometria de flux i d’expressié génica duts a terme en el nostre laboratori i
en d’altres demostren que CD84 s’expressa ampliament en el sistema hematopoeétic tant
d’huma com de ratoli, essent el seu patrd d’expressiod forca heterogeni i depenent del tipus
cel-lular, I'estat de diferenciacié o d’activacié de la cél-lula. CD84 es troba diferencialment
expressat també en les subpoblacions de cel-lules T i B, suggerint que pot tenir un paper
funcional en el desenvolupament dels limfocits (Chtanova et al., 2004); (De Salort et al., 2011).
Aguesta proteina es troba lleugerament expressada en cel-lules progenitores derivades de
medul-la (CD34°CD38") i de cordd umbilical tant en huma (Tangye et al., 2002), (Zaiss et al.,
2003) com en ratoli (Sintes et al., 2010), fet que ha portat a alguns autors a considerar CD84
com un marcador de cel-lules progenitores en estadis d’activacié ja coneguts. En canvi, en

cél-lules B d’amigdala i melsa s’han observat alts nivells de CD84 (De Salort et al., 2011).

En cel-lules B humanes es troba expressada en tots els estats de diferenciacid, presentant una
expressid moderada en cél-lules pro-B i augmentant durant el desenvolupament (De Salort et
al., 2011). En quant a les poblacions de cél-lules B memoria (CD19°CD27%), aquestes presenten
una expressié més elevada que les poblacions verges (CD19*CD27°) (Romero et al., 2004). CD84
també es troba expressada en la majoria de limfocits T madurs i de timocits. En aquest cas,
CD84 s’expressa en les etapes més primerenques del desenvolupament com ara en timocits
doble negatius (CD4'CD8) i en simple positius (CD4" o CD8") tot i que en un nivell més baix
(Martin et al., 2001); (Romero et al., 2004). Les cél-lules T citotoxiques presenten nivells més
elevats d’aquesta proteina (Romero et al., 2004), a diferéncia del que succeeix en ratoli, on els
nivells de CD84 en cel-lules CD4+ sén més elevats no només en sang periférica sind també en

esplenocits (Sintes et al., 2010). Les cél-lules T verges i memoria de sang periférica sén també
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positives per CD84, encara que amb un nivell més baix que les cél-lules B (Romero et al., 2004).
En ratoli, I'expressi6 de CD84 baixa durant el desenvolupament dels limfocits del timus i
medul-la Ossia, trobant-se altament expressada en cél-lules T i B madures (Sintes et al., 2010).
Els majors nivells d’expressid per activacid en huma es troben en les cel-lules T CD45RO0high.
En canvi en ratoli s’ha observat que els limfocits que expressen quantitats més elevades de
CD84 son les cel-lules NKT i les cél-lules B de la zona marginal (Sintes et al., 2010), ambdues

poblacions considerades com a limfocits de tipus innat.

A més, com ja s’ha comentat, CD84 també es troba molt expressat en cel-lules presentadores
d’antigen, com ara els monocits o les cél-lules dendritiques, i la seva expressidé s’incrementa
amb la diferenciaci6 (Romero et al., 2004), contrariament al que succeeix en ratoli, on
I’expressié de CD84 en cél-lules dendritiques immadures provinents de medul-la presenten una
expressio més alta que les cel-lules dendritiques (Sintes et al., 2010). Recentment s’ha
confirmat que CD84 es troba expressada en totes les poblacions de cél-lules dendritiques de
sang periferica (Ding et al., 2011) i plasmacitoides (Cabezon et al., 2011).

També s’ha trobat que CD84 s’expressa a la membrana de la majoria dels granulocits i
mastocits (Martin et al., 2001); (Romero et al., 2004) i en els blasts de la majoria de leucemies
mieloides i limfoblastiques agudes (Zaiss et al., 2003). De tots els tipus cel-lulars, les plaguetes
son les cél-lules que expressen uns nivells més elevats de CD84, mentre que en cél-lules NK i

eritrocits es troba en proporcions poc importants o absent (Romero et al., 2004).

1.2.2.4. Funcio

En unir-se homofilicament, CD84 ddna lloc a la seva fosforilacié a través de les
tirosines presents a la cua citoplasmatica i recluta les proteines adaptadores SAP, en el cas de
les cél-lules T, NK i NKT (Nagy et al., 2002), i EAT-2, en el cas de macrofags (Morra et al., 2001),
procés en que participen també diferents cinases com ara Lck (Tangye et al., 2003) i Fyn (Sayos
et al., 2001). S’"ha comprovat que la fosforilacié no requereix la unié de SAP en el cas de les
cél-lules T, ja que també es ddna en linies cel-lulars deficients per SAP i en pacients amb XLP

(Tangye et al., 2002); (Tangye et al., 2003) (veure figura 9).

Estudis bioquimics demostren que la tirosina Y,s,, que forma part del primer motiu ITSM de
CD84, és imprescindible pel reclutament de SAP, mentre que EAT-2 pot ser reclutat a més per

Y,q5 (Oliver-Vila et al., 2008); (Sayos et al., 2001); (Tangye et al., 2002); (Tangye et al., 2003).
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També s’ha demostrat que SAP, SHP-2 i SHIP poden unir-se al residu no fosforilat de la tirosina
262, encara que aquesta unio és més eficient quan la proteina esta fosforilada (Li et al., 2003).
S’ha demostrat in vitro que la unid homofilica de CD84 incrementa la secrecié d’IFN-y en
cel-lules T estimulades amb un anticos monoclonal a-CD3, perd no en cél-lules no activades,
suggerint que CD84 pot tenir algun paper co-estimulatori en la senyalitzacié mitjancada pel
TCR (Martin et al., 2001); (Tangye et al., 2003). Recentment s’ha comprovat que la senyalizacié
mitjangant el TCR és necessaria per a una interaccid prolongada entre cél-lules Ti B i per a un
funcionament optim de les cel-lules T helper fol:liculars, aixi com per una bona formacié dels
centres germinals.

Estudis amb el ratoli deficient per CD84, Cd84’/’, mostren que la formacié dels centres
germinals es veu significativament reduida, suggerint que CD84 és imprescindible per a una
interaccid cél-lula T:cel-lula B sostinguda. Aquesta interaccié no es veu afectada amb altres
cél-lules presentadores d’antigen, com ara les cél-lules dendritiques (Cannons et al., 2010).
CD84 també participa en I'activacié de les cel-lules B, ja que és fosforilat en produir-se la
interacci6 amb un anticos monoclonal a-CD84, el que sembla que activaria les vies de
senyalitzacié en aquest tipus cel-lular i contribuiria a I'activacié, proliferacié i diferenciacié
(Tangye et al., 2002). Tanmateix, la funcié de CD84 en cel-lules B humanes aixi com la ruta de

senyalitzacié que aquesta segueix roman desconegut fins el moment.

Y Y
TIY*262TYI 279 TVY*29QSEV YL

FIGURA 9: Cua citoplasmatica de CD84 on es mostren les tirosines i molécules adaptadores implicades en

senyalitzacié

Darrers estudis del nostre grup demostren que CD84 modula la senyalitzacié del TLR4 i regula
les funcions efectores dels macrofags murins (Sintes et al., 2010). Estudis recents mostren que
CD84 inhibeix la senyalitzacid del receptor IgE d’alta afinitat en mastocits humans, on la
proteina es troba en nivells alts. Aquesta senyalitzacié implica tant la degranulacié com la
secrecié de citocines, en les vies independents de SAP i EAT-2 com en les dependents de Fas i
SHP-1 (Alvarez-Errico et al., 2011). D’altra banda, un estudi recent demostra que CD84 pot ser

un marcador en el tractament amb milatuzumab en pacient amb leucemia limfocitica cronica i
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que la inhibicié d’aquesta proteina déna lloc a una reduccidé de Bcl-2 i conseqiientment a un
augment de la mort de les cél-lules leucemiques (Binsky-Ehrenreich et al., 2013). Recentment
també s’ha observat una correlacié important entre els nivells d’ARN de CD84 i el tractament
amb etanercept en pacients amb artritis reumatoide, indicant que els pacients amb una millor
resposta al tractament presenten un nivell més elevat de CD84 en cel-lules de sang periférica

(Cui et al., 2013).

2. AUTOIMMUNITAT

El sistema immune és el responsable de defensar I'organisme davant una gran diversitat de
patogens, pero sense respondre contra ell mateix. Nombroses evidéncies cliniques als anys 60
van demostrar |'existéncia de diverses malalties com a resultat d’'una resposta aberrant del
sistema immune en les quals, cél-lules i teixits del propi organisme sén atacades (Mak, 2011).
Tots els individus sans presenten un cert grau d’autoimmunitat, degut a la preséncia de titols
baixos d’autoanticossos al sérum, els quals es veuen incrementats com a conseqiieéncia a
processos infecciosos i inflamatoris. Es important pero, diferenciar entre autoimmunitat i
malaltia autoimmune, ja que aquesta només apareix quan hi ha un dany tissular. En una
resposta autoimmune, la reaccié contra I'autoantigen es prolonga en el temps degut a la
presencia continuada dels autoantigens, motiu pel qual les malalties autoimmunes sén

croniques i prevalen durant tota la vida.

2.1- MECANISMES DE CONTROL DE LA TOLERANCIA

Durant el desenvolupament dels limfocits T al timus i dels limfocits B al moll de I'os, s’inicien
diversos mecanismes de tolerancia central que vetllen per la correcta eliminacid dels limfocits
autorreactius. Cal que aquests limfocits reconeguin molecules MHC propies perdo que no
s’activin en front d’antigens propis. En aquest cas, aquests limfocits sén seleccionats
negativament per tal d’evitar la seva maduracid i migracio als teixits periferics, essent eliminats
per apoptosi o entrant en estat d’anérgia. Alguns limfocits B poden modificar I'especificitat cap
a I'antigen en induir-se un canvi a la cadena lleugera. Els limfocits T CD4+ autorreactius poden
diferenciar-se a limfocits T reguladors, migrar cap a la periféria i impedir reaccions en front

d’antigens propis.
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Malgrat el procés de seleccidé negativa, alguns limfocits autorreactius aconsegueixen escapar
d’aquesta seleccié i anar cap a la periféria, on es troben amb el segon mecanisme de
tolerancia. La tolerancia periferica actua a diferents nivells, com ara ignorant als antigens
propis per una accessibilitat deficient del sistema immune o bé per una carrega antigénica
insuficient. Si el limfocit reconeix un antigen a la periféria, s’indueix I'anergia mitjancant una
activacid deficient. Quan aquests mecanismes de tolerancia fallen i hi ha una expansio clonal
d’un limfocit autorreactiu, es posa en marxa un canvi de fenotip, de manera que canvia la seva

composicio en receptors de quimiocines i en el tipus de citocines produides.

A la figura 10 es mostren alguns d’aquests mecanismes. Els diferents colors mostren I'avidesa
dels diferents BCRs o TCRs pels antigens propis (veure llegenda). Cada mecanisme de
tolerancia cel-lular per part del BCR als organs limfoides centrals s’assenyala amb un nombre
diferent. Aquests son: (1) Detencio de la maduracio de les cél-lules B; (2) Edicio de la cadena
lleugera del BCR per recombinacié del V(D)J; (3) Mort i eliminacid de les cél-lules B immadures.
Mecanismes de tolerancia per part del TCR als organs limfoides centrals: (4) Edicié de la
cadena lleugera del TCR per recombinacio del V(D)J; (5) Mort i eliminacié de les cél-lules T
semimadures. Regulacié intrinseca de receptors autorreactius per anergia i ajustament
bioquimic: (6) Ajustament/anérgia del BCR; (7) Ajustament/anérgia del TCR. Regulacié
intrinseca de receptors autorreactius per limitacio dels estimuls immunogénics: (11) Control de
la disponibilitat de les cel-lules T cooperadores extrafol-liculars; (12) Control dels lligands del
TLR i de la senyalitzacié; (12) Mort de les ceél-lules B induida per FASL de les cél-lules T; (14)
Inhibicié del BCR de la diferenciacié de cél-lules plasmatiques; (15) Control dels lligands de B7 i
altres molecules coestimuladores; (16) Mort de cel-lules T induida per FASL; (17) Supressio de
cél-lules T per part de les cel-lules T reguladores; (18) Control d’ICOS i de la diferenciacié de
cél-lules T cooperadores; (19) Mort cel-lular dels centres germinals induida pel BCR; (20) Mort
cel-lular de les cél-lules B dels centres germinals per la competicié per cel-lules T cooperadores
fol-liculars; (21) Control de la concentracié d’anticossos i de la inflamacié dels teixits (Goodnow

et al., 2005).
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FIGURA 10: Mapa dels punts de control de la regulacié dels receptors autorreactius. Els diferents colors mostren

I'avidesa dels diferents BCRs o TCRs pels antigens propis (veure llegenda) (Modificat de (Goodnow et al., 2005)).

L'autoimmunitat és una causa important de malaltia en I'ésser huma i es calcula que afecta
entre el 2% i el 5% de la poblacié mundial (Jacobson et al., 1997). Malgrat que actualment la
causa d’aquestes malalties no es coneix de manera completa, I'estudi de I'autoimmunitat ha
permes extreure diversos conceptes generals. En primer lloc, 'autoimmunitat es deu a la
insuficiencia o perdua dels mecanismes que en condicions normals sén els responsables del
manteniment de la tolerancia dels limfocits T i/o B (veure figura 10). Tots els individus poden
presentar autoimmunitat ja que durant el seu desenvolupament, els limfocits poden expressar
receptors especifics per a autoantigens i molts d’aquests autoantigens sén accessibles al
sistema immunitari. Com ja s’ha mencionat, en condicions normals, la tolerancia als
autoantigens es manté gracies als processos de seleccié mostrats a la figura 10 que eviten la
maduracié d’alguns limfocits especifics per autoantigens i per mecanismes que inactiven o
eliminen els limfocits autorreactius que arriben a madurar. La perdua de |'autotolerancia pot
ser conseqiiéencia d'una selecci6 o regulacio anormal dels limfocits autorreactius o
d’alteracions de la presentacié dels autoantigens al sistema immunitari. En I’actualitat es creu
que la intervencié dels limfocits T en I'autoimmunitat és important principalment per dues
raons. En primer lloc, perque els limfocits T cooperadors sén els reguladors clau de totes les
respostes immunes a les proteines. En segon lloc, diverses malalties autoimmunes estan
relacionades amb el complex HLA huma i la funcié de les molécules d’aquest complex és
presentar els antigens peptidics als limfocits T. Per tant, la perdua de tolerancia dels limfocits T

és un mecanisme important a les malalties autoimmunes. La pérdua de I|'autotolerancia
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d’aquests limfocits pot causar malalties autoimmunes en les que les lesions es deuen a
reaccions immunitaries de tipus cel-lular. Les anomalies dels limfocits T cooperadors també
poden donar lloc a la sintesi d’autoanticossos, ja que aquestes cél-lules sén necessaries per a la
produccié d’anticossos d’afinitat elevada contra els antigens de naturalesa proteica (Ohashi,

2002).

També se sap que els factors principals que contribueixen al desenvolupament de
I"'autoimmunitat sén la predisposicié genética i els factors ambientals, com per exemple les
infeccions (Bach, 2005) (veure figura 11). Tant la predisposicid genética com les infeccions
contribueixen a la pérdua de I'autotolerancia, i a més les segones afavoreixen la migracid als
teixits i 'activacié dels limfocits T autorreactius, amb la subseqiient lesid histica. Les infeccions
i les lesions dels teixits poden alterar també la presentacid dels autoantigens al sistema

immunitari, el que origina una pérdua de I'autotolerancia.

A més, les malalties autoimmunitaries poden ser sistemiques, degut a la formacié
d’'immunocomplexes circulants formats per autoantigens i anticossos especifics, com en el cas
del LES; o especifiques d’organs, quan els autoanticossos o les respostes dels limfocits T contra
autoantigens de distribucié restringida en els teixits produeixen malalties especifiques

d’organs, com ara I'esclerosi multiple o la diabetis de tipus I.

Predisposicio Infeccio, inflamacio
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: \ * Infeccions,
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I Teixit
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7/ Activacio de
L lesCPA dels
4 i teixits ) . ;)\ L
Fracasde l'autotolerancia @ } \ Actvacio dels
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als teixits MALALTIA AUTOIMMUNE

Limfocits autorreactius

FIGURA 11: Possibles mecanismes d’autoimmunitat. En aquest model de malaltia autoimmune duta a terme per
limfocits T especifics d’organ, diversos locus génics poden conferir propensid a I'autoimmunitat, en influir en part en
el manteniment de |'autotolerancia. Els desencadenants ambientals, com les infeccions i altres estimuls inflamatoris
estimulen la migracid dels limfocits als teixits i I'activacié dels limfocits T autorreactius, com la conseqiient lesid

histica. (Figura adaptada de (Abul K Abbas, 2011)
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Diversos mecanismes efectors son els responsables de la lesid dels teixits en les diferents
malalties autoimmunes, com ara els immunocomplexes, els autoanticossos circulants i els

limfocits T autorreactius, com ja s’"ha comentat anteriorment.

2.2. LUPUS ERITEMATOS SISTEMIC

2.2.1- EI LES

El lupus eritematds sistémic (LES) és una malaltia autoimmune cronica que afecta
principalment a dones i que s’inicia en el periode fertil. La incidéncia varia molt entre
poblacions, essent des de 40 casos de cada 100000 persones entre la poblacid europea, fins a
més de 200 casos de cada 100000 en la poblacié afrocaribenya (Johnson et al., 1995).
L'esperanca de vida ha augmentat considerablement en els ultims anys (Merrell and Shulman,
1955); (Rahman and Isenberg, 2008). Es creu que el fet que aquesta malaltia, com la majoria
de les malalties autoimmunes (Almeida Gonzalez et al., 2010), afecti a 9 dones per cada home
no només es deu a una contribucié dels estrogens femenins, sind que tant les hormones
masculines com els gens del cromosoma Y poden estar jugant un paper protector. La
caracteristica principal del LES és la produccié d’autoanticossos patogénics contra diversos
d’antigens nuclears; que donen lloc a diferents lesions dels teixits com a conseqiiéncia de la
deposicié dimmunocomplexes. Posteriorment un 50% dels malalts presenten altres
complicacions severes, com ara nefritis, vasculitis que afecta al sistema nervids central,
hipertensié pulmonar i dany pulmonar intersticial, entre d’altres. Els pacients amb aquesta
malaltia pateixen brots i remissions que afecten a diversos organs, aixi com els efectes
secundaris que produeix el tractament amb immunosupressors emprats per controlar la
malaltia i el dany tissular. Un dels motius pels quals és dificil avancar en el tractament del LES
és la dificultat en I'avaluacié dels resultats dels tractaments degut a la complexitat de la
patologia i I'heterogeneitat de les manifestacions cliniques. Es per aixd que s’han proposat
diversos métodes per mesurar I'index d’activitat de la malaltia, com ara el de I'’American
College of Rheumatology, que ha establert onze criteris fixos per diagnosticar aquesta malaltia
amb I'index SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Activity Index). Aquest métode és el que es
va utilitzar des de I'inici als Estats Units, i consisteix en fer un seguiment al pacient durant deu

dies controlant 24 parametres diferents, els quals es puntuen segons la intensitat del
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simptoma (Bombardier et al., 1992), i dels quals el pacient ha de presentar almenys quatre

(veure taula 3).

Criteri Definicid

Eritema malar Erupcid a les galtes
Eritema discoide Erupcié que apareix en forma de taques discoides vermelles
Fotosensibilitat Reaccid a la llum que produeix un augment de I’eritema cutani

Ulceres bucals Ulceres a nas i boca, generalment indolores

Artritis Artritis no erosiva que afecta dues o més articulacions perifériques
Serositis Pleuritis o pericarditis
Afeccio renal Excés de proteines a I'orina i/o cilindres cel-lulars
Afeccié neurologica Convulsions, trastorns neurologics i/o psicosi en abséncia de medicaments

Anéemia hemolitica, leucopeénia (globuls blancs per sota de 4000 cél/mm3),
Afeccié hematologica limfopénia (limfocits per sota de 1500 cel/ mm3) o trombocitopénia
(plaquetes inferiors a 100000 cel/ mma)
. . Prova positiva pels anticossos antinuclears en abséncia dels farmacs
Anticossos antinuclears .
coneguts per produir-los
Examen de laboratori positiu per anti-ADN de doble cadena, anti-Sm

Afeccié immunologica . . . . . o
positiu, anticoagulant Idpic o anticossos anticardiolipina

TAULA 3: index d’activitat del LES (Modificat de http://www.funcalup.org)

2.2.2- Fisiopatologia del LES

Actualment s’entén el LES com un grup heterogeni de disfuncions en el qual tant els

factors ambientals com la susceptibilitat genética donen lloc a I'activacié del sistema immune
innat i adaptatiu, i conseqlientment a una perdua de la tolerancia als antigens propis.
S’han identificat tres causes principals que impliquen el sistema immune en el
desenvolupament de la malaltia: en primer lloc, una eliminacié deficient de les restes dels
acids nucleics i dels complexos antigen-anticos; en segon lloc, una activacié excessiva del
sistema immune innat que implica els toll-like receptors (TLRs) i als interferons de tipus | (IFNs);
i finalment, a una activacié anormal dels limfocits Ti B (Liu and Davidson, 2012).
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L’eliminacié de les restes cel-lulars és una funcié del sistema immune clau per al manteniment
de l'autotolerancia. Sén moltes les vies que existeixen per tal d’eliminar aquestes restes
generades diariament, com ara |’eliminacié de les cél-lules apoptotiques per part dels fagocits,
a través de receptors que reconeixen l'alteracié dels components de la membrana, o els
antigens propis, els quals sdn opsonitzats pels anticossos de tipus IgM presents al serum dels
individus sans. A més, les nucleases sén les encarregades d’eliminar els acids nucleics
circulants, la qual cosa evita el seu reconeixement per part dels receptors innats. Un mal
funcionament dels mecanismes d’eliminacié doéna lloc a una necrosi secundaria i a una
concentracié molt elevada d’autoantigens que, en comptes de ser eliminats pels fagocits,
interaccionen amb els receptors proinflamatoris com ara els receptors Fc (FcR) o els receptors

tipus toll (TLR).

El sistema immune adaptatiu també juga un paper important en el desenvolupament
d’aquesta malaltia, ja que inclou I'expansié clonal dels limfocits i la generacié de cel-lules Ti B
efectores. Els limfocits autorreactius es generen continuament per recombinacié somatica,
gue és I'encarregada de la gran diversitat de receptors de cel-lules T i B necessaris per a la
proteccié davant dels patogens. Malgrat que els anticossos IgM naturals de baixa afinitat
produits per subpoblacions especifiques de cel-lules B ajuden en la prevencié d’'una possible
resposta immune davant dels productes derivats de la mort cel-lular, la possible resposta dels
limfocits autorreactius potencialment patogénics s’evita mitjancant diversos mecanismes com
ara la seva eliminacié en punts de control especifics, 'anergia, el reemplagament dels seus
receptors o l'eliminacié per part de moléecules reguladores o cel-lules. En el LES, aquests
mecanismes reguladors poden estar alterats genética i/o ambientalment. Hi ha evidéncies que
demostren que hi ha una afectacié en I'expansio clonal dels limfocits B autorreactius (Arbuckle
et al., 2003), i molts estudis en ratoli que mostren una contribucié de les cél-lules T en l'inici de

la malaltia (Perl et al., 2009); (Crispin et al., 2010b); (Harley et al., 2009).

El paper de les cél-lules T helper fol-liculars (THF), recentment descobertes (Breitfeld et al.,
2000), també sembla tenir importancia en el desenvolupament del LES. Una regulacié irregular
d’aquestes cel-lules déna lloc a una diferenciacié de les cél-lules B en els centres germinals,
efecte que s’associa amb el LES en models animals (Linterman et al., 2009). També s’ha vist en
els malalts de LES una expansié de la poblacio circulant de cel-lules THF (Simpson et al., 2010).
En els models de LES, s’han vist nombroses cél-lules tipus THF a l'exterior dels centres
germinals, les quals contribueixen al desenvolupament de les cel-lules B extrafol-liculars

(Odegard et al., 2008).
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Altres disfuncions en el LES descrites inclouen una disminucié de les cél-lules T reguladores i
una expansio de la poblacié CD3"CD4CD8 (Crispin et al., 2008), que produeix la secrecié de la
citocina IL-17 i probablement contribueixi a la inflamacid dels ronyons. La manca de tolerancia
de les cel-lules B també ajuda al desenvolupament de la malaltia. Els punts de control
periferics i centrals encarregats d’eliminar les cél-lules B autorreactives immadures son
defectuosos en malalts de LES (Goodnow et al., 2010). Una sobre-senyalitzacié del BCR ddna
lloc a una autorreactivitat, probablement com a resultat d’'una excessiva activacié de cel-lules
B després de I'Ultim estadi transicional, quan el BCR comenca a activar les cél-lules en comptes
de tolerar-les. El trencament de la tolerancia de les cél-lules B també es pot donar durant
I'activacié antigenica. La regulacié dels centres germinals és una de les arees de més intereés, ja
qgue és on té lloc I'expansio clonal juntament amb la mutacié somatica, el canvi de classe i la
diferenciacid a cel-lules efectores. La seleccid dels centres germinals és defectuosa en el LES,
cosa que permet als limfocits B autorreactius diferenciar-se a cel-lules memoria patogeniques
(Cappione et al., 2005). Els limfocits B autorreactius poden expandir-se fora dels centres
germinals degut a un excés de senyals inflamatories com ara la produida per la citocina IL-12
(Ohl and Tenbrock, 2011), la Iligacié dels TLR (Herlands et al., 2007) o de CD40 (Erickson et al.,
2002).

2.2.3- Geneética del LES

Tot i que la comunitat cientifica ha centrat molts esforcos des de fa anys a entendre les bases
genétiques del LES, els estudis d’associacié de amplitud genomica (genome-wide association
studies, GWAS) duts a terme darrerament, han permeés la identificacié de més de 30 gens
associats a la malaltia, (veure taula 4). Des d’un punt de vista funcional, aquests gens que
participen en una gran varietat de processos biologics com ara I'apoptosi, la resposta immune

innata, la ubiqitinacid o la fagocitosi (Guerra et al., 2012).

En I'apoptosi, o mort cel-lular programada, intervenen diversos gens i tipus cel-lulars. En
individus sans, els macrofags son els encarregats d’eliminar les cél-lules apoptotiques o
mortes. En pacients amb LES, I'apoptosi és defectuosa i és una de les principals responsables
en la manifestacid de la malaltia (Bannister et al., 1984), ja que els pacients presenten una
eliminacié deficient de les cel-lules apoptotiques. Uns dels gens encarregats d’una eliminacio

eficient sdn els que formen part del sistema del complement.
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Es creu que una deficiéncia total o parcial dels gens que formen part de les fases primerenques
de la cascada del complement (C1, C2 i C4) pot contribuir a una mala eliminacié dels
immunocomplexes i del material apoptotic (Crispin et al., 2013). En no ser eliminades
correctament, les cel-lules passen al procés de necrosi secundaria, alliberant autoantigens
nuclears i activant la produccié de citocines inflamatories i interferé-alfa (IFN-a), amb la qual
cosa s’afavoreix que els limfocits perdin la tolerancia, i s’indueixi la produccié d’autoanticossos
i la deposiciéo d'immunocomplexes. L'endocitosi d’aquests immunocomplexes activa diversos
receptors cel-lulars i estimula la produccid d’IFN per part de les cel-lules dendritiques
plasmacitoides, el que propaga la peéerdua de tolerancia i la inflamacié cronica, trets
caracteristics de la malaltia. Alguns dels gens implicats en aquest procés son ITGAM i els gens
FCGR. ITGAM codifica per a la cadena a de la integrina aMp2 (CD11b), la qual té un paper molt
important en la fagocitosi i I'adhesié dels leucocits. Mutacions d’aquesta proteina produeixen
modificacions de la seva estructura i fan variar la seva afinitat pel lligand, traduint-se en una
fagocitosi i eliminacié d’'immunocomplexes deficients (Nath et al., 2008); (Hepburn et al.,
2006). Els gens FCGR codifiquen pels receptors FCy, que reconeixen la porcid Fc de les
immunogobulines G. Diversos polimorfismes de FCGR2A, FCGR2B i FCGR3A veuen alterada la
seva afinitat per determinades subclasses d’lgG i s’associen al LES (Karassa et al., 2003):
(Brown et al., 2007); (Floto et al., 2005). A la taula 4 es mostren alguns dels gens implicats en

aquests processos.

Cel-lules Vies de senyalitzacio Gens

i IRF TAT4 PP1 IRAK1 TREX1
Ceél-lules dendritiques VERY A L 5 IS JLs |1 | ]

Macrofags Via TNF/NFkB TNFAIP3

T L Viacel-lules T | HLA-DR || PTPN22 || STAT4 || pDCD1 || IRAKL || TNFSF4

- Cal-lules B autorreactives Viacel-lules B |_HLA-DR || BLK || BANK1 || FCGR2B || YN |

Macrofags Fagocitosi LFCGR3A || FCGR3B || CRP_|[ ITGAM |
Neutrofils Compl it C4A I Cc4B I Clq

Apoptosi ATG5 || STAT4|
Ubigiiitinitzacié uBe213_|[ TnFaIP3 |
Metilacié de 'ADN
Adhesié cel-lular E

Desconeguda [Tpxk ][1car ][ scuser |[NvnNAT2 ][ xkre |[ KiAAL542 |

TAULA 4: Gens implicats en el desenvolupament del LES, pertanyents a diferents processos biologics i vies de

senyalitzacié (modificat de Moser et al., 2009).
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L'ubiqgitinacié és un procés bioquimic pel qual les proteines sén marcades per tal de ser
degradades proteoliticament pel proteosoma. Els gens que codifiquen pels diferents
components d’aquest procés també han estat relacionats amb el LES. Dos exemples son els
gens TNFAIP3 i TNFIP1. El primer codifica per a I’enzim A20, el qual ha estat associat en molts
casos amb diferents malalties autoimmunes, com ara artritis reumatoide i malaltia de Crohn
(Moser et al., 2009). TNIP1 és una proteina adaptadora induida per NF-kB que s’uneix a A20.
En el LES, aquest gen fa que la via de NF-kB sigui menys efectiva, el que propaga la resposta

pro-inflamatoria i la inflamacid cronica.

Una altra de les vies afectades en aquesta malaltia és la regulacié de I'IFN. Més de la meitat
dels malalts de LES mostren una alteracié en els gens implicats en la via de senyalitzacié de
I'IFN. Els IFN de tipus | sén potents citocines (IFNa i IFNB) que modulen la resposta Thy,
mantenen l'activacié de les cel-lules T, afavoreixen la maduracié de les cél-lules dendritiques i
la produccié de citocines entre d’altres. En el LES aquesta via contribueix també a Ia
propagacido de la resposta pro-inflamatoria i la inflamacié cronica. Hi ha diversos gens
involucrats en aquests processos que s’han relacionat amb el LES, com ara els gens IRF5, IRF7 i
IRF8, IRAK, IFIH o STAT4. Els gens IRF5, IRF7 i IRF8 sén factors de transcripcid amb un paper
important en la senyalitzacid de I'IFN de tipus | i el desenvolupament cel-lular. Els estudis
genomics mostren variants d’aquests gens que incrementen el nombre de transcrits i
I'expressié de les proteines, especialment de IRF5, la qual augmenta la produccié d’ IFNa
(veure figura 12).

En aquests estudis genomics també s’han identificat gens que participen en el
desenvolupament dels limfocits T i B. S’ha vist que en el LES, les cel-lules T mostren una
deficient redistribucié cap al teixit (tissue homing), un increment de la secrecid de les citocines
i una activacio de les cel-lules B i dendritiques. Alguns dels gens implicats sén ETS1 i IKZF1, que
son factors de transcripcid que regulen la diferenciacio i el desenvolupament dels limfocits. Els
pacients amb LES mostren una reduccié de I'expressié del gen ETS1, que ddéna lloc a una a una
diferenciacié incorrecta de les cel-lules B a cél-lules plasmatiques i a un nombre elevat de
cél-lules Thy;. També s’han observat nivells més baixos de IKZF1 a les cél-lules de sang
periférica (Yang et al., 2010), el que produeix una regulacio erronia de la diferenciacio cel-lular
i en consequéncia de I'autotolerancia a través de la senyalitzacié del BCR (Woijcik et al., 2007).
La hiperactivacié de les cél-lules B juguen un paper important en la patogénesi del LES. Amb la
produccié d’autoanticossos i una prolongacié de la vida cel-lular, la regulacié d’aquestes
cél-lules és important per assegurar un bon funcionament del sistema immune. S’ha vist que

els pacients amb LES presenten una induccié de les cél-lules T helper CD4" (Th,/Th,), inhibeixen
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les cel-lules T reguladores i secreten citocines pro-inflamatories (Sanz and Lee, 2010). Alguns
dels gens implicats en aquests processos son BANK1, BLK i LYN, que participen en la via de

senyalitzacio del BCR.
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FIGURA 12: Esquema del funcionament deficient del sistema immune en malalts de LES (Modificat de Guerra et al

2012)

Els pacients amb LES mostren també un nombre elevat de cél-lules T CD3'CD4°CD8 i Thy; i un
mal funcionament de les cel-lules T reguladores, el que fa que augmenti la inflamacié, la
interaccié amb les cél-lules B i el dany tissular (Zhou et al., 2009). Es en aquesta malaltia on les
cél-lules T desencadenen la via del CD3 i TCR més rapid, donant lloc a una hiperactivacioé de les
cél-lules T. S’ha vist també que alguns tipus de cél-lules T, com ara les CD4°CD25", s6n
defectuoses. També s’ha vist que en aquesta malaltia, les cél-lules T presenten més apoptosi.
Alguns gens que contribueixen a aquests efectes son STAT4, PTPN22 i TNFSF4. STAT4 és un
factor de transcripcid de les cel-lules Thy encarregat de modular la resposta i la secrecié de
citocines d’aquest tipus cel-lular, aixi com d’intervenir en la senyalitzacié d’IL-12, IL-23 i IFNy.
S’ha vist que algunes mutacions en aquest gen estan implicades en diverses malalties
autoimmunes com ara l'artritis reumatoide (Remmers et al., 2007), el sindrome de Sjogren
(Korman et al., 2008) o la diabetis de tipus | (Martinez et al., 2008). PTPN22 codifica per la
fosfatasa LYP, que esta involucrada en la regulacio de I’activacio de les cél-lules T a partir de la
interaccid amb la proteina CSK i la supressio de les cel-lules T reguladores. S’ha vist que en
pacients amb LES aquesta interaccid és menys efectiva, la qual cosa redueix la senyalitzacié del

TCR (Vang et al., 2005). TNFSF4 és una proteina que s’expressa a la membrana de les cél-lules
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presentadores d’antigen i que s’uneix Unicament al seu lligand OX40, expressat en cel-lules T
CD4" i CD8" activades. Aquesta proteina es troba sobreexpressada en malalts de LES, el que
produeix un augment del senyal entre les cel-lules T i les cel-lules presentadores d’antigen,
afavorint la supervivéncia de les cel-lules T i 'autoimmunitat (Guerra et al., 2012).

Malgrat se sap que el LES és una malaltia en el que cada gen té una contribucié petita, el
complex d’histocompatibilitat (MHC) és la regid genica que mostra una associacio més forta
amb el LES. Els gens del MHC sén els responsables de la resposta immune en front un patogen,
i sén els que determinen 'efectivitat d’aquesta resposta. Aixi doncs, els gens del MHC també
son els responsables de la produccié d’anticossos especifics en el LES. S’ha vist que una de les
regions amb més rellevancia és una zona de 180 kb del HLA de classe Il, que inclou HLA-DRB1,
HLA-DQA1 i HLA-DQB. Recentment s’ha trobat que la regié Ill pot tenir una contribucié molt

important a la susceptibilitat al LES (Guerra et al., 2012).

2.3 ARTRITIS REUMATOIDE

L'artritis reumatoide és una malaltia
articular inflamatoria cronica
multisistemica d’etiologia
desconeguda. Afecta de forma
simetrica les articulacions sinovials,
tot i que també afecta altres organs,
per la qual cosa és considerada com

una malaltia sistémica. La inflamacio

sinovial persistent destrueix el

cartilag articular, provoca erosions a

FIGURA 13: Imatge de rajos X de les mans d’un malalt d’artritis
reumatoide I'epifisi i en fases avancades

deforma les articulacions i provoca incapacitat funcional (veure figura 13). Tot i aix0, I’evolucio
de la malaltia és molt variable. La malaltia es distribueix equitativament entre la poblacio
mundial, amb una incidéncia més elevada en dones que en homes (3:1). La prevalenca oscil-la
entre el 0.3% i el 1.2%. Es presenta a qualsevol edat, essent més comu entre els 40 i els 60

anys.

A la majoria dels casos, a I'inici de la malaltia predominen les manifestacions articulars, a les

que s’associen altres simptomes com ara asténia, anoréxia o perdua de pes. Inicialment es
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presenta com una hiperplasia i hipertrofia de la capa sinovial, juntament amb la lesi
microvascular. Amb el temps, el teixit sinovial edematés protueix a la cavitat sinovial. L’artritis
afecta a una o diverses articulacions simultaniament a les quals es van sumant més
articulacions que les afectades al primer estadi. Pot romandre en una articulacid durant
setmanes, mesos i fins i tot anys fins a generalitzar-se. La distribucio inicial acostuma a ser per

les petites articulacions de les mans, canells, peus i genolls (veure taula 5).

2.3.1. Fisiopatologia de I’AR

A I'artritis, els vasos del sinovi sdn envoltats per un infiltrat mononuclear, format per limfocits
T, macrofags i limfocits B. Totes aquestes cel-lules rebel-len I'afectacié activa en el procés
inflamatori cronic, a través de I'expressid de marcadors d’activacié i diferenciacié. Entre els
limfocits T, el nombre de cél-lules CD4 és molt superior al de CD8, i també el de limfocits T que
expressen el receptor de I'antigen y6 i que forma un component diferenciat de l'infiltrat
(Abbas AK, 2011). En un context patogenic, les molecules de classe Il presentarien un
autoantigen peptidic aritrogenic als limfocits T CD4, que estan especialment ben representats i
en un estat d’activacié dins el sinovi reumatic. Aquests limfocits T col-laboradors activarien, al
seu torn, els limfocits T citotoxics CD8, els macrofags i els limfocits B. L'augment dels nivells de
citocines derivades dels monocits, com ara TNF-a i IL-1 al sinovi, al liquid sinovial i a la

circulacid posa en evidéencia I'activacio dels macrofags (Carmona et al., 2010).

2.3.2. Patogenesi de I’AR

La causa de I'artritis reumatoide és desconeguda. Es creu que sobre una base geneética, que
constitueix aproximadament un 60% del risc a patir la malaltia, actuarien un o diferents
antigens ambientals que desencadenarien la malaltia a través d’'una reaccié inflamatoria
perpetuada per mecanismes autoimmunes. No esta clar quin es I'antigen que causaria la
malaltia, els agents bacterians i virics com micoplasma, virus d’Epstein-Barr (Balandraud et al.,
2004) o citomegalovirus sén alguns dels agents amb els que s’ha especulat. També hi ha

controvérsia entre els mecanismes que desencadenen la reaccié inflamatoria cronica articular
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a partir d’una infeccid. Es creu que una infeccid persistent de les estructures articulars aixi com

una retencié dels productes microbians a la membrana sinovial podrien ser les causes.

Una de les teories més acceptades és la descrita per Zvaifler I'any 1973 (Zvaifler, 1973).
Aguesta teoria sosté que el factor reumatoide, aixo és, 'autoanticos contra la porcié Fc de les
IgG que es produeix en aquesta malaltia, forma immunocomplexes que fixen el complement
donant lloc a I'alliberament de factors quimiotactics com ara C5a. Aquest autoanticos és
produit pels limfocits B sinovials i poden pertanyer a qualsevol de les tres classes principals

d’'lg (G, Ai M), pero el factor reumatoide classic és una IgM pentamérica. Conseqlientment, les

Criteri Definicio

Rigidesa matutina Rigidesa a les articulacions i periarticular que persisteix durant una hora

Com a minim tres arees articulars, observades per un metge, presenten

simultaniament inflamacié/tumefaccié dels teixits tous o vessaments

Artritis de tres o més articulars i no només proliferacié oOssia; les 14 possibles arees articulars
arees articulars afectades son les articulacions interfalangiques proximals esquerra i
dreta, les metacarpofalangiques, el canell, el colze, el genoll, el turmell i

les metatarsofalangiques

Artritis de les Artritis de I'articulacié del canell, les metacarpofalangiques o les
articulacions de les mans interfalangiques proximals
Afectacioé simultania de les mateixes arees articulars en ambdues parts del

Artritis simeétrica
cos

Noduls subcutanis sobre les prominéncies ossies, superficies extensores o
Noduls reumatoides

regions juxtaarticulars, observades per un metge

Demostracié de quantitats anomales del factor reumatoide seric

Factor reumatoide séric  mitjancant qualsevol métode per al qual el resultat ha estat positiu en

menys del 5% dels individus control sans

Canvis tipics d’artritis reumatoide a la regié posteroanterior de les
Canvis radiologics radiografies de ma i canell, que han d’incloure erosions o una

descalcificacio ossia clara (osteoporosi), localitzada a I'articulacié afectada

TAULA 5: Guies per a la classificacio de I'artritis reumatoide. Per a que la malaltia sigui detectada el pacient ha de
patir almenys quatre dels set criteris mostrats a la taula (Adaptat de Inmunologia Bdsica y Clinica 22 Ed. (Peakman

and Vergani)
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cél-lules inflamatories migren cap a aquesta articulacié i destrueixen el teixit. En particular els
neutrofils s’acumulen en el fluid sinovial, on fagociten els complexes immunes i alliberen

enzims proteolitics.

Pero tot i que moltes caracteristiques de la malaltia podrien explicar-se amb aquesta teoria,
existeixen nombroses malalties inflamatories croniques que produeixen un valor alt del factor
reumatoide a la sang, sense donar lloc a una resposta inflamatoria. A més, moltes malalties
inflamatories estan caracteritzades per la preséncia de complexes immunes, per la qual cosa

aquesta teoria no explicaria algunes de les caracteristiques Uniques de I'artritis reumatoide.

2.3.3. Genetica de I’AR

L'any 1969 alguns experiments fets amb cultius de limfocits mixtes van demostrar que aquests
no eren reactius en front a cel-lules d’altres pacients amb AR (Astorga, 1969). Aquest fet posa
en evidencia que aquests pacients compartien els mateixos gens HLA (Stastny, 1976), el que
explicaria la manca de reactivitat en aquests cultius mixtes. Es va identificar I'epitop de
susceptibilitat, present en diversos gens DR, com ara DR1, DR4 i DR14. Més tard, es va veure
que els al-lels de risc es troben basicament a HLA-DRB1 (Stastny, 1978), i que aquest epitop
s’ha vist relacionat amb el desenvolupament d’anticossos anticitrulina (ACPA), que en la

majoria dels casos son presents en el serum de pacients amb AR.

Fora de la regi6 MHC, s’han identificat alguns locus de susceptibilitat a aquesta malaltia. El
desenvolupament d’estudis associatius del genoma (GWAS) ha fet possible interrogar un gran
nombre de SNP, assegurant la cobertura de tot el genoma. Alguns dels SNPs trobats
corresponen a diferents gens agrupats en un mateix locus de susceptibilitat. Una de les
primeres aproximacions va ser interrogar al-lels amb un risc ja conegut per altres malalties
autoimmunes, com ara CTLA4, relacionat amb la diabetis de tipus |, o la regid del gen PTPN22,
relacionada amb diabetis tipus I, LES i d’altres malalties autoimmunes. Els resultats obtinguts
van permetre demostrar el fet que un mateix SNP pot predisposar a I'individu a desenvolupar
I"'autoimmunitat en general. D’aquesta manera, dues regions han estat associades amb I’AR.
Remmers et al (Remmers et al., 2007), demostraren una relacié entre un SNP al tercer intro del
gen STAT4 i un increment a patir AR aixi com LES, el que suggeria una possible via de
desencadenament de la malaltia compartida per ambdues malalties. Un any després, Suzuki et

al (Suzuki et al., 2008) identificaren una associacié important entre la poblacié japonesa, a la
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regié del cromosoma 1 on es troben els membres de la familia SLAM. En aquest treball, es van
estudiar 830 casos i es van trobar dos SNPs localitzats als introns del gen CD244. Recentment
un estudi d’associacié del genoma (GWAS) en pacients d’AR tractats amb etanercept (Cui et
al., 2013), mostra que un al-lel de CD84 es relaciona amb una millor resposta al tractament,

augmentant aixi I'expressié d’aquest gen Unicament en pacients tractats amb aquest farmac.

3. SPLICING ALTERNATIU

Literalment, I'splicing és el procés postranscripcional pel qual els introns d’'un gen soén
eliminats donant lloc a la unié directa de dos exons. Es juntament amb el capping 5’ i la
poliadenitzacié , la modificacid postranscripcional més important en el processament del pre-
ARNm. Sovint aquesta unid és alternativa, que vol dir que els exons poden unir-se seguint
diferents patrons, generant multiples ARNm diferents. L’splicing alternatiu del precursor d’ARN
missatger (pre-ARNm) va ser descrit per primer cop fa una trentena d’anys, quan es va
descobrir que tant els anticossos units a la membrana de les cél-lules B com els secretats,
estaven codificats pel mateix gen k (Alt et al., 1980). Més tard es van trobar altres exemples
d’aquest fenomen (Rosenfeld et al., 1982). Actualment se sap que gairebé la totalitat dels gens
gue codifiquen per a una proteina contenen introns que sén eliminats al nucli per splicing de

I’ARN durant el processament d’aquest.

Estudis recents emprant la técnica de seqlienciacié d’alt rendiment HTS (high-throughput
sequencing) indiquen que un 95%-100% del pre-ARNm huma amb gens multiexonics sén
empalmats alternativament (Pan et al., 2008); (Wang et al.,, 2008). Aixi doncs, I'splicing
alternatiu és un elaborat procés de regulacid génica i un potent generador de diversitat
proteica, ja que un unic pre-ARN missatger pot donar lloc a diversos ARN missatgers degut a la
combinacié dels diferents patrons d’splicing, que poden ser regulats per diverses vies.
Aguestes vies inclouen les especifiques de cada teixit, les que sén especifiques de I'estadi de
desenvolupament o les que depenen dels estimuls. Les diferents isoformes generades d’una
mateixa proteina poden diferir en les seves propietats biologiques com ara en la interaccié

proteina:proteina, en la localitzacio cel-lular o en la funcié biologica (Evsyukova et al., 2010).

A més de I'splicing alternatiu, hi han dos mecanismes principals pels quals es poden generar
diferents ARNm a partir del mateix gen: els promotors multiples i mdultiples llocs de
poliadenilacié. L'ds de promotors multiples es descriu més aviat com un mecanisme de

regulacié transcripcional que no d'acoblament alternatiu, ja que al comencar la transcripcié en
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diferents promotors, es poden generar la majoria dels exons (transcripcions amb diferents
extrems 5'). D'altra banda, els diversos llocs de poliadenilacid permeten obtenir diferents
punts 3' finals per a la transcripcié. Aquests dos mecanismes es troben combinats amb

I'splicing alternatiu i proporcionen encara més varietat als ARNm derivats d'un gen.

3.1- SPLICING DEL PRE-ARN

Com s’ha comentat anteriorment, una de les modificacions més importants en el procés de
maduracié del pre-ARNm és I'eliminacié dels introns i 'empalmament dels exons. Tal i com es
mostra a la figura 14, durant el procés d'splicing es determina quins exons es mantenen a
I'ARNm, mitjancant la regulacié i la seleccié dels llocs d'acoblament. La maquinaria
encarregada de les reaccions de splicing es I'spliceosoma, un complex format per centenars de
proteines i petits ARNs nuclears (snRNAs) (Wahl et al., 2009). La regulacié d’aquest procés es
duu a terme per elements d’accio cis, que son sequiéncies contingudes en els exons i/o introns
i que poden ser tant repressores com activadores, i proteines d'accié trans, les quals vetllen
per una correcta inclusié dels exons i pel reconeixement del lloc d’acoblament. Les seqliencies
cis poden ser potenciadores (intronic/exonic splicing enhancer, ISE/ESE o silenciadores
(intronic/exonic splicing silencer, 1SS/ESS), com les riboproteines heterogénies nuclears
(hnRNP) (Ward and Cooper, 2010). L'intré tipic d'una cel-lula eucariota té seqiencies de
consens que defineixen regions importants: Cada intré té les bases nitrogenades GU (guanina-
uracil) al seu extrem 5', mentre que a prop de l'extrem 3' hi ha un lloc de ramificacié que
sempre s’inicia amb adenina (Gao et al., 2007). Seguidament, es troben una série de
pirimidines, i després els nucleotids AG (adenina-guanina) a I'extrem 3' (Matlin et al., 2005). La
reaccié d’splicing per si mateixa esta regulada per un conjunt d’interaccions controlades entre
ribonucleoproteines nuclears petites (snRNPs), anomenades U1, U2, U4, U5 i U6, proteines i el
transcrit de pre-ARN (Ward and Cooper, 2010); (Tazi et al., 2009). La riboproteina U1 s'uneix
als nucleotids GU de l'extrem 5' i U2 s'uneix al lloc de ramificacié. La formacié d'aquest
complex determina els extrems de I'intrd per on es tallara i els extrems de I'exé que s'han de
mantenir. Els complexos U4, U5, U6 s'uneixen i a continuacid, el complex que queda realitza
dues reaccions de transesterificacié. U4 deixa el complex permetent que U6 sigui reemplacat
per Ul al lloc d’acoblament 5. A la primera transesterificacid, U6 interacciona amb U2 i
I'extrem 5' de I'intré s'escindeix de I'exé anterior unint-se al lloc de ramificacié a través d'un

enllag 2',5'-fosfodiester. A la segona transesterificacid participa la snRNP U5 i I'extrem 3' de
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I'intré s'escindeix de I'exd posterior, fent que els dos exons s'uneixen mitjangant un enllag

fosfodiéster. L'intrd s'allibera en forma de llag i es degrada (Black, 2003).

A Lloc Lloc
d’acoblament 5’ d’acoblament 3’
— Exo1l BU——————a—VYYYY —ag — Ex02 -
Lloc de Conjunt de
B ramificacio pirimidines
— Exo1l gU ———————a ——YYYy —ag - Exo 2 —
y
— Exo1l a——yyyy —ag Ex0 2 —
a——YYYyy —ag
Exo 1 Exo 2

FIGURA 14: Procés d’splicing. A) Els exons es representen per caixes i els introns per linies. Es mostren els llocs
d’acoblaments invariants 5’ | 3’, aixi com el lloc A de ramificacié i el conjunt de pirimidines . B) Reaccions de

transesfericacid i unié dels exons (Adaptat de (Douglas and Wood, 2011).

3.1.1-Mecanismes d’splicing alternatiu

Generalment es reconeixen cinc formes diferents d'splicing alternatiu, les quals es mostren
a la figura 15 (Tazi et al., 2009); (Evsyukova et al., 2010) (1) L'omissié d'ex6 o exons cassette, en
el que un exd pot ser tallat de I’ARN original o retingut a la cadena. Aquesta és la manera més
comu d'splicing als pre-ARNm dels mamifers. (2) Exons mutuament excloents; només un dels
dos exons es manté en I'ARNm després de I'empalmament, perd mai els dos a I’'hora. (3) Lloc
donant alternatiu; s'utilitza una unié 5' (lloc donant) diferent, canviant I'extrem 3' de I'ex6
contigu. (4) Lloc acceptor alternatiu: s'utilitza una unié 3' (lloc acceptor) diferent, canviant
I'extrem 5' de I'exd que el precedeix. (5) Retencio d'intré: una seqiliéncia pot ser tallada com un

intré o simplement retinguda. Aix0 es distingeix de I'omissié d'exd perque la seqliéncia
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retinguda no es troba flanquejada per introns. Si I'intré retingut esta a la zona de codificacio,
ha de codificar els aminoacids amb els exons veins, existint la possibilitat de que un codéd de
parada o un canvi a la pauta de lectura faci que la proteina no sigui funcional. Aquesta és la

manera més poc freqlient d'splicing en els mamifers (Evsyukova et al., 2010).

(1) (2)
[TEx61 | Ex62 | Exo3 CBel | ex62 [TB3a

/\ r | s 1 - s
T W CEai Ceéad SRR SRR
Exo 1 Exo 3 Exo 1 Exo 3 D

(3) - T - | (4) — T - : (5) - -
C Ex61 | Ex62 | | Ex61 | Ex62 | [ Ex61 | Ex62 |
() () 0
N\
Exo6 1 | Ex62 ||| Ex61 | Ex62 ||| Ex61 ——— Ex62 |
\/
! d y
" Ex61 | | Ex62 | U Ex61 | | Ex62 | | Ex61 | | Ex62 |

FIGURA 15: Esquema de les cinc formes diferents d’splicing alternatiu: (1) L'omissid d'exd o exons cassette, (2)
Exons mutuament excloents, (3) Lloc donant alternatiu, (4) Lloc acceptor alternatiu i (5) Retencio d'intré (Adaptat

de (Evsyukova et al., 2010).

4. SPLICING | PATOLOGIA

L'splicing alternatiu és un procés clau que contribueix a la gran complexitat fenotipica
incrementant la diversitat protedomica. La seva importancia es veu reflectida per la seva
prevalenca al llarg de I'evolucié i per les nombroses malalties provocades per defectes en
elements involucrats en la regulacié d’aquest procés. El seu paper en el desenvolupament de
diferents malalties i cancers pot manifestar-se de diferent manera, ja sigui com a causa
primaria, com a responsable en la modificacié de la severitat d’aquesta o com a determinant
en la seva susceptibilitat (Orengo and Cooper, 2007). Els mecanismes que alteren la regulacio
de I'splicing poden involucrar els elements reguladors ja esmentats cis o trans, amb
conseqliencies molt diferents. Els efectes en cis tenen un impacte directe sobre |'expressio

d’un Unic gen, com ara I'splicing que es produeix en el gen KLF6, un supressor tumoral
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(Benzeno et al., 2004). En canvi, els efectes en trans afecten a I'expressié de diversos gens
degut a que les mutacions es produeixen en elements regulatoris de I'splicing. Un exemple és
la proteina SF2/ASF, la qual recentment ha estat relacionada amb cancer d’ovari (Fischer et al.,
2004) i d’altres tipus de cancers (Ezponda et al., 2010); (Karni et al., 2007). Altres alteracions
poden modificar la proporcioé d’isoformes d’una proteina, com ara la que afecta el gen FDTP-
17, relacionat amb demeéncia frontotemporal i Parkinson (D'Souza et al., 1999). Hi ha
nombrosos exemples de mutacions en factors cis i trans relacionats amb el desenvolupament

de malalties (Ward and Cooper 2010).

4.1-SPLICING | AUTOIMMUNITAT

La mutacidé d’una proteina clau en la regulacié d’un procés del sistema immune pot donar lloc
a diferents situacions com ara ser la causa directa de la malaltia, modificar la severitat
d’aquesta o conferir susceptibilitat (Evsyukova et al., 2010). Es possible que alguns dels
defectes generats no siguin compatibles amb la vida, mentre que els canvis siguin tolerats pels
organismes, encara que puguin donar lloc al desencadenament d’'una malaltia (Tazi et al.,
2009). Hi ha molts exemples de malalties autoimmunes en les que el procés d’splicing patit per

una proteina té un paper clau (veure taula 6).

4.1.1- . Splicing alternatiu als receptors de membrana del sistema
immune

Com ja s’ha comentat, es creu que aproximadament un 95-100% dels gens pateixen el
procés d’splicing alternatiu i les proteines del sistema immune, juntament amb les del sistema
nervids, son les que presenten més diversitat generada per aquest procés. Aixd es deu a que
un sistema immune funcional necessita d’'una banda, un alt grau de diversitat, i de I'altra,
I’habilitat per part de les cel-lules d’adaptar-se rapidament als canvis de I'entorn. Técniques de
cribatge d’alt rendiment en els que hi ha involucrats gens que participen en I'activacié de les
cél-lules T'i B, mostren que hi ha tres tipus de gens: els que estan diferencialment expressats i
pateixen el procés d’splicing, els constitutivament expressats que pateixen I'splicing i els
diferencialment expressats que no presenten aquest procés (Grigoryev et al., 2009). Aixi

doncs, esta demostrat que el procés d’splicing alternatiu afecta a funcions tan importants del
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sistema immune com ara l'activacié de cel-lules T i B (Lynch, 2004). Hi ha diversos exemples
ben documentats, com ara el de la proteina CD45, el de CTLA-4 o el d’un dels seus lligands,

CD86, CD44 o BANK1, els quals s’expliquen a continuacio.

Malaltia Pre-ARNm -
. Consequiéncia
autoimmune afectat
IL17R Més produccio d’IL7R soluble
Esclerosi miiltiple MOG Multiples isoformes
PLP Dues isoformes
LILRA2 Nova isoforma
TCRT Diferents isoformes
. 3 RasGRP1 Aparicié d’isoformes aberrant
Lupus eritematos
sistémic
! : CD72 Nova isoforma
IL20R Receptor soluble
CR2 Disminucio de I'eficiencia d’splicing de I'exd 11
TNFR2 Nou receptor soluble
Ccbhid Isoforma soluble
Cbh44 Noves isoformes
Artritis reumatoide
Fibronectina Isoforma que conté una regié EDA
CD137 Receptor soluble
IL6R Dues isoformes

TAULA 6 : Splicing alternatiu d’alguns gens implicats en malalties autoimmunes (Modificat de Evsyukova et al

2010)

La proteina CD45 és una proteina transmembrana de tipus | membre de la familia de les
tirosinfosfatases (PTP), les quals participen en processos de senyalitzacié que regulen una gran
varietat d’activitats cel-lulars com el creixement cel-lular, la diferenciacié o la mitosi. Es
I'antigen leucocitari comu implicat en la transmissié de senyals intercel-lulars entre cel-lules T i

B i és essencial per a I'activacié de les cel-lules T (Lynch, 2004). Es troba present en tots els
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tipus cel-lulars hematopoétics madurs excepte en els eritrocits i les cel-lules plasmatiques.
Aquesta proteina juga un paper clau en la regulacié de les senyals que provenen del receptor
de la cél-lula T (TCR). Tal i com es veu a la figura 16, existeixen diferents isoformes de CD45:
CD45RA, CD45RB, CD45RC, CD45RAB, CD45RAC, CD45RBC, CD45R0, CD45R (ABC); I'expressio
de les quals a la superficie dels limfocits varia durant la diferenciacié cel-lular. Les isoformes de
CD45 sén generades per un conjunt de tres exons (A, B i C) del gen independentment regulats,
donant lloc a cinc isoformes de CD45 que difereixen en els dominis extracel-lulars (Lynch,
2004). Usplicing d’aquesta proteina es veu significativament alterat en resposta a una activacio

prolongada de les cél-lules T (Trowbridge and Thomas, 1994), (Lynch, 2004).

Pre-ARNm de CD45
[ ]
1 —~#4~— 3 — 4 — 5 —8— 6. —— 7 — 8 ¥4 33
—
[ ]
CD45RABC 3 4 5 6 7
% I
[='4
w
=t
a
o
CD45RAB 3 4 5 7
_ Cél-lulesT
— latents
3 5 6 7
CD45RBC [
CD45RB 3 > 7
CD45RO 3 7 CeéllulesT
© activades

FIGURA 16: Isoformes de CD45 (Adaptat de Lynch 2004. La designacié com a RA o RO es refereix a isoformes que

contenen I'exd A o que perden tots tres exons respectivament (Streuli et al., 1987).

Basicament, les cél-lules verges pertanyen a la subpoblacié que expressa la isoforma CD45RA,
mentre que la isoforma CD45R0O esta expressada en cel-lules T memoria (Alexander et al.,
1992). CD45R és la proteina completa i s’expressa en cél-lules T i en cel-lules presentadores
d’antigen; entre d’elles una poblacié de cél-lules B que no expressen el marcador de memoria
CD27 (Rodig et al., 2005). La proteina CD45 té tendéncia a dimeritzar, inhibint d’aquesta
manera la seva activitat fosfatasa i conseqiientment, augmentant el llindar d’activacio de les
cél-lules T. Alguns SNP s’han relacionat amb I'esclerosi multiple. Per exemple, hi ha un SNP que

ddéna lloc a una produccid més elevada de les isoformes més llargues, les quals tenen una
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senyalitzacid del TCR més eficient. Una activacid continuada del TCR pot contribuir a la

resposta inflamatoria responsable de I'esclerosi multiple (Jacobsen et al., 2000).

Un altre exemple és la proteina CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4), també coneguda
com a CD152, un receptor regulador del sistema immune. Esta expressat a les cél-lules T i
competeix amb CD28 per unir-se a CD80 i CD86, inhibint d’aquesta manera la senyal de CD28
necessaria per a l’activacié de les cel-lules T verges (van der Merwe et al., 1997), (Krummel and
Allison, 1995). S’expressa a la membrana dels limfocits després de la seva activacié (Perkins et
al., 1996). Aquest increment en I'expressio és degut en part a un canvi en el procés d’splicing
alternatiu. Esta format per quatre exons. L'exd de la proteina CTLA-4 que codifica per a la regio
transmembrana funciona com un exd cassette, i és exclos de la majoria de transcrits d’ARN
missatger de les cel-lules T latents, fent que la major part de la proteina s’expressi com a forma
soluble. En canvi quan les cel-lules T sén activades, el procés d’splicing s’altera i I'exd cassette
és inclos, donant lloc a la proteina amb domini transmembrana (Magistrelli et al., 1999), (Oaks
et al., 2000). S’ha comprovat que una alteracié de les proporcions d’aquestes isoformes déna
lloc a una funcié immune alterada i a I'aparicié de diverses malalties autoimmunes, com ara
I’hipotiroidisme autoimmune, malaltia de Graves, diabetis de tipus | o Miastenia gravis, entre
d’altres (Evsyukova et al., 2010). Sembla ser que en LES també podria tenir un paper important
ja que un estudi demostra que una de les isoformes d’aquesta proteina en les cel-lules T,

agreuja els simptomes d’aquesta malaltia en models murins de LES (Ichinose et al., 2013).

El lligand de CD28, B7-2 (CD86) també compta amb dues isoformes generades per splicing
alternatiu. B7-2 és una glicoproteina de tipus | formada per una regié extracel-lular que
consisteix en dos dominis immunoglobulina. El primer és un domini immunoglobulina de tipus
variable, a través del qual es produeix la interaccié amb el seu lligand; i el segon és un domini
immunoglobulina de tipus constant. A diferéncia de B7-1, que s’uneix preferentment a CTLA4,
B7-2 té una interaccido més forta amb CD28, jugant un paper molt important en la iniciacié de
la resposta immune i I'autoimmunitat. Actualment hi ha descrits tres transcrits d’aquesta
proteina: la proteina completa, una isoforma soluble a la que li manca I'ex6 6 que codifica per
la regid transmembrana; i una isoforma de membrana anomenada B7-2C (veure figura 17).
Aguesta isoforma esta caracteritzada per la delecié de I'exd 4, que codifica pel primer domini
immunoglobulina, i la seva expressid es troba reduida durant I'activacié (Kapsogeorgou et al.,

2008).
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FIGURA 17: Isoformes de CD86 (Modificat de (Kapsogeorgou et al., 2008))

Per ultim CD44 és una glicoproteina transmembrana d’adhesié que participa en processos de
transduccio de senyals aixi com en el creixement, la supervivencia i la diferenciacié cel-lulars
(Ponta et al., 2003). Esta codificada per un gen capag¢ de generar almenys vint transcrits
diferents d’ARN per splicing alternatiu (Fox et al., 1994), dels quals sis s’"han confirmat a nivell
de proteina. Tal com mostra la figura 18, aquest gen conté deu exons cassette variables, els
guals poden ser omesos en el transcrit final o inclosos en diferents combinacions. Aquests deu
cassettes codifiquen per regions extracel-lulars proximes a la membrana i s’"ha demostrat que
la preséncia d’alguns d’aquests exons, com v3, v6 i v7, afavoreixen I'associacié de CD44 amb
I'acid hialuronic de la matriu extracel-lular (Ponta et al., 2003); (Crispin et al., 2010a). A més,
s’ha observat una gran correlacid entre la severitat de determinats tumors i I'expressio
d’isoformes de CD44 que contenen els exons v4-v7, v3 o v9 (Gunthert et al., 1991); (Eisterer et
al., 2001); (Bartolazzi et al., 1995). També s’ha observat que les cel-lules T verges expressen
principalment la isoforma de CD44 a la que li manquen tots els exons variables, mentre que les
cél-lules T activades expressen multiples isoformes que contenen diferents exons variables
com ara vl1, v3, v4, v5, v7 o v10 (Arch et al., 1992); (Konig et al., 1996), demostrant que
I'splicing alternatiu de CD44 es un procés clau en la regulacié de la funcié de les cél-lules T.
L'expressié de dos de les isoformes més importants, CD44v3 i CD44v6, esta incrementada a les
cél-lules T de pacients de LES. Aquest fet esta relacionat amb I'agreujament de la malaltia, la
preséncia de dany renal i la preséncia d’anticossos contra I’ADN de doble cadena (Crispin et

al., 2010b).
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FIGURA 18: Isoformes de CD44, el qual conté una regié amb deu exons cassette variables que generen sis

transcrits diferents que s’han identificat com a proteina (Lynch, 2004).

4.1.2- Splicing en els receptors SLAM i autoimmunitat

Hi ha molts estudis que suggereixen que les malalties autoimmunes sén degudes a la
contribucid de diversos factors genetics. L'avaluacié d’un gran nombre de gens mitjangant
d’arrays genomics assenyalen determinats gens com uns dels causants de la susceptibilitat a
les malalties autoimmunes (Vyse and Todd, 1996); (Wandstrat and Wakeland, 2001).
Sorprenentment, les vies de senyalitzacié funcionals afectades tant en humans com en ratolins
acostumen a coincidir (Krishnan et al., 2006); (Morel, 2010). Diversos dels gens amb
polimorfismes associats a diverses malalties autoimmunes com ara I'esclerosi multiple (EM), la
malaltia cronica intestinal (MIl), I'artritis reumatoide (AR) o el LES, es troben situats al

cromosoma 1, de la mateixa manera que els membres de la familia SLAM (veure figura 19).
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FIGURA 19: Locus cromosomics associats al LES. Els gens es divideixen en sis categories segons la funcié principal

del gen. La regiod assenyalada en taronja representa una alta associacié amb el LES (Tsokos, 2011).

Donada la importancia de la familia SLAM en diferents funcions immunoreguladores, en els
ultims anys ha crescut I'evidencia de que aquesta familia pot estar involucrada en I'augment
de la susceptibilitat a patir determinades malalties autoimmunes, principalment LES
(Chatterjee et al., 2012), (Koh et al., 2011). Esta demostrat que una senyalitzacié defectuosa
de diversos membres de la familia SLAM esta relacionada en anomalies en les cél-lules T, B i NK
i amb una produccié d’anticossos defectuosa (Detre et al., 2010). Recents estudis demostren
que els malalts de LES presenten una expressié incrementada de dos membres de la familia
SLAM, SLAMF3 i SLAMF6, la qual cosa incrementa la secrecid de IL-17, promovent la
diferenciacié dels limfocits T cap a Th17 (Chaterjee et al.,, 2012). La contribucié d’aquesta
familia de receptors al desenvolupament de I'autoimmunitat pren més forca pel fet que un
locus de susceptibilitat d’aquesta malaltia, Sle1b, es troba a la mateixa regié cromosomica on
es troben gran part dels membres de la familia SLAM (Wang et al.,, 2010a). Les analisis
genomiques i genetiques d’aquest locus mostren I'elevat polimorfisme d’aquests gens tant en

humans com en ratolins.

Aguest polimorfisme dels membres de la familia SLAM déna lloc a I'expressié diferencial

d’isoformes generades per splicing alternatiu, les quals tenen conseqliencies funcionals
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(Evsyukova et al., 2010); (Gillett et al., 2009). Un dels exemples més clars de polimorfismes
lligats a la susceptibilitat al LES en ratoli és el gen SLAMF6 (Ly108). El polimorfisme d’aquest
gen ddna lloc a dues isoformes generades per splicing alternatiu que difereixen en la seva cua
citoplasmatica. Mentre Ly108-1, que conté dos dominis ITSM a la seva cua citoplasmatica,
s’expressa majoritariament en ratolins susceptibles al LES, la isoforma Ly108-2, amb tres
dominis ITSM, ho fa en cel-lules de ratolins normals (Wandstrat et al., 2004); (Kumar et al.,
2006). Es creu que I'expressié més elevada de Ly108-1 en limfocits de ratolins susceptibles al
LES esta relacionada amb un increment de la taxa de supervivéncia i una eliminacié defectuosa
dels limfocits B autorreactius, donant lloc a un augment de la produccié d’autoanticosos.
Recentment s’ha trobat una altra isoforma, Ly108-H1, a la que li falten els exons 7 i 8. El ratoli
transgenic que expressa Ly108-H1 mostra una important reduccié de I'autoimmunitat deguda
a cél-lules T CD4" dependents, demostrant que aquesta isoforma podria tenir un paper de

supressio de la resposta immune i regular d’aquesta manera el lupus (Keszei et al., 2011).

Un estudi basat en I'analisi genetic de diferents families amb LES de Canada i Regne Unit,
evidencia la preséncia de multiples polimorfismes (SNPs) en el promotor i en la regié codificant
de dos membres de la familia SLAM, SLAMF3 i SLAMF7 (Cunninghame Graham et al., 2008). En
aquest estudi es revela que 'associacié més evident és la d’'un SNP a I'exd 8 de la proteina
SLAMF3, el qual produeix un canvi en la cua citoplasmatica comprometent la seva unié amb
SAP i conseqiientment la seva senyalitzacié cap a l'interior de la cél-lula. També s’han trobat

polimorfismes a la proteina SLAMF4 associats amb AR i LES (Suzuki et al., 2008).

L’estudi de les isoformes dels membres de la familia SLAM també relaciona aquesta familia de
proteines amb el desenvolupament d’autoimmunitat. Kim et al. demostren que existeix una
alteracio en I'expressié de SLAMF4 i SLAMF7 i de les seves isoformes en PBMCs de pacients
amb lupus (Kim et al., 2010). La proteina SLAMF4 (2B4) déna lloc a dues isoformes, h2B4-A i
h2B4-B, les quals difereixen en que la segona té cinc aminoacids més entre el primer i el segon
domini Ig. Aquestes dues proteines tenen papers ben diferenciats en les cél-lules NK (Mathew
et al., 2009). La regié extracel-lular de les dues isoformes descrites de la proteina SLAMF7 (CS1-
L i CS1-S), en canvi, és idéntica pero difereixen en la seva cua citoplasmatica. Mentre a CS1-S li
manquen els dos motius ITSM necessaris per a la senyalitzacié intracel-lular i no sembla tenir
cap paper funcional en la senyalitzacid, CS1-L actua com a activador i es troba molt més

expressada que CS1-S en pacients sans. En pacients amb LES pero, aquesta proporcié varia.
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Recentment s’ha demostrat que els nivells de CD84, juntament amb altres gens com SAP i IL10,
es troben alterats en les cel-lules T CD4+ de pacients de LES, donant lloc a una hiperactivacié

d’aquestes i a una resposta exacerbada de les cel-lules B (Ding et al., 2012).

En treballs recentment publicats, Hagberg i col-laboradors demostren que els
immunocomplexes que es formen durant el LES regulen alguns receptors de la familia SLAM en
cél-lules dendritiques plasmacitoides i cel-lules NK ja que s’observa una expressio
incrementada de CD319 i CD229 en aquests tipus cel-lulars. A més, també s’ha observat una
expressié més baixa de CD229 en cél-lules NK CD56"™ i més alta de CD319 i CD48 en cél-lules
NK CD56"™, indicant un cop més que la familia SLAM esta implicada en el desenvolupament

de I'autoimmunitat (Hagberg et al., 2013).
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Hipotesi de treball

La familia de molécules de senyalitzacié de I'activacié limfocitaria (SLAM) es troba a un locus
genétic que ha estat identificat com una de les regions geniques de susceptibilitat al lupus
eritematds sistémic (LES), la regié Slelb. Nombrosos estudis indiquen que els membres de la
familia SLAM estan implicats en I'autoimmunitat. Molts treballs a més relacionen la preséncia
de diferents variants polimorfiques amb el desenvolupament de la malaltia del LES, malaltia
multifactorial en la que intervenen diferents factors com ara una regulacié deficient de la
interaccié entre cél-lula T i B, aixi com una funcié defectuosa de cel-lules dendritiques i

macrofags.

Aquests evidencies sén les que fan pensar que una expressié diferencial d’algunes isoformes
de CD84 poden estar implicades en el desenvolupament d’aquesta malaltia, la qual podria
venir donada per la presencia d’isoformes, que tindrien una relacié directa amb el trencament
de la tolerancia, un pas important en el desenvolupament de I'autoimmunitat. Hi ha alguns
treballs que identifiquen diferents isoformes de CD84 pero fins ara no hi ha evidéencies que

aquestes isoformes estiguin implicades en autoimmunitat.

Tot i aixd, es pensa que la preséncia de variants polimorfiques de la cua citoplasmatica dels
membres de CD84 i en general, de qualsevol membre de la familia SLAM afectarien la
transduccio del senyal, ja que estarien alterats els motius ITSM d’unié a proteines adaptadores
importants per dur a terme aquest procés, com ara SAP o EAT-2. A més, si SAP i els receptors
SLAM sén crucials per generar una resposta humoral depenent de cél-lules T, I'alteracié en la

seva funcio podria afectar la generacid d’una resposta immune amb un component humoral.

En aquest estudi es treballa amb la hipotesi que CD84 o alguna de les seves isoformes podria
trobar-se alterat en pacients amb LES i AR, per la qual cosa podria emprar-se com a marcador

de la malaltia o com a possible diana terapeutica.
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L'objectiu principal d’aquest projecte és caracteritzar les diferents isoformes de CD84. Els

objectius especifics d’aquest estudi son tres:

= Caracteritzar I'expressio diferencial d’isoformes de CD84 en linies de limfocits T, B, NK i

mielomonocitiques; cél-lules de sang periferica i teixits limfoides

= Estudiar la funcié de les isoformes de CD84 utilitzant models in vitro de cél-lulesBi T

= Determinar i caracteritzar I'expressid d’isoformes de CD84 en mostres de sang

periférica de pacients amb malaltia de lupus eritematds sistémic i artritis reumatoide.
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1. CEL-LULES

1.1- CEL-LULES B

Les linies cel-lulars emprades Ramos, Namalwa, Raji i Daudi sén cél-lules B humanes provinents
de limfoma de Burkitt. La linia cel-lular Cess és una linia de cel-lula B transformada amb el virus
d’Epstein Barr. Les cel-lules van ser cultivades en medi RPMI complet (RPMI-1640 (Lonza)
complementat amb un 10% de sérum bovi fetal (Biological Industries) inactivat per calor, 100

U/ml penicilina, 100 mg/ml estreptomicina (Lonza) i glutamina 2 mM (Lonza)).

1.2- CEL-LULEST

Les linies cel-lulars emprades Jurkat, HSB2 i MOLT4 son cél-lules T humanes provinents d’una

leucémia aguda de cél-lules T. Les cel-lules van ser cultivades en medi RPMI complet.

1.3- CEL-LULES D’ORIGEN MIELOIDE

Les linies cel-lulars d’origen mieloide HL60 (cél-lules humanes provinents de leucémia
promielocitica aguda), U937 (cel-lules humanes provinents de limfoma histoicitic. Condicions
de cultiu), K562 (cél-lules humanes provinents de leucémia cronica mielogénica) van ser
cultivades en medi RPMI complet. La linia mieloide THP1, que provenen d’una leucémia
monocitica aguda, va ser cultivada en medi RPMI complet i 50 uM de 2-Bmercaptoetanol

(Gibco).

1.4- CEL-LULES NK

Les cél-lules YT, cél-lules leuceémiques natural killer humanes provinents d’un limfoma

limfoblastic i timoma van ser cultivades en medi RPMI complet i 25 mM de HEPES (Gibco). Les

67




Materials i métodes

cél-lules NKL, ceél-lules leucémiques natural killer humanes provinents d’una leucémia granular

van ser cultivades en medi RPMI complet + 100 IU/ml hrIL-2.

1.5- ALTRES

La linia cel-lular COS-7, fibroblasts de mico verd africa (Cercopithecus aethiops), van ser
cultivades en medi DMEM complet (Medi DMEM (Lonza) complementat amb un 10% de sérum
bovi fetal inactivat per calor, 100 U/ml penicilina, 100 mg/ml estreptomicina (Lonza) i

glutamina 2 mM (Lonza)).

Les cel-lules NS1 soén cél-lules de mieloma de ratoli. Van ser cultivades amb medi RPMI
complementat amb un 10% de sérum bovi fetal inactivat per calor, 1% de L-Glutamina, 1% de

Penicil-lina/Streptomicina.

1.6- AILLAMENT DE PBMCs DE SANG PERIFERICA

Per a la obtencié de les cél-lules mononucleades de sang periferica (PBMCs) es van prendre 20
ml de sang humana i es van diluir en PBS a parts iguals. Es va dividir la mescla en 4 parts de 10
ml i es van afegir en un tub amb 3 ml d’Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich). Aquest es va
centrifugar durant 30 min a 2000 rpm. L’histopaque-1077 és un medi de separacio cel-lular per
gradient de polisucrosa i ditrizoat de sodi que permet I’aillament de limfocits i d’altres cel-lules
mononucleades d’una manera eficient. Un cop centrifugades, les PBMCs i els mondcits van

quedar a la interfase, es van recollir i es van rentar amb PBS.

2. ANALISI D’EXPRESSIO GENICA

2.1- AILLAMENT DE L’ARN TOTAL

Per a I'extraccié d’ARN de linies cel-lulars, es van utilitzar uns 5-10° cel-lules per mostra. Per a
I'extraccié d’ARN de cél-lules de sang periférica, es van emprar uns 1-10” cél-lules per mostra.

Es va quantificar I’ARN obtingut amb I’aparell Epoch (Biotek).
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2.2- ANALISI DE LA QUALITAT DE L’ARN

Per tal de comprovar la integritat de I’ARN aillat es va utilitzar I'aparell 2100 BioAnalyzer
(Agilent Technologies), un aparell basat en una plataforma microfluidica que analitza la mida,

la quantitat i la qualitat de I'acid nucleic.
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rRNA Ratio [28s / 18s]: 1,8
RNA Integrity Number (RIN): 9,5 (B.02.05)
Result Flagging Color: |
Result Flagging Label: RIN: 9.50

FIGURA 20: Analisi de les mostres d’ARN pel BioAnalizer. A) Electroferograma del RNA analitzat. El valor del rRNA
ratio indica la proporcié entre el RNA ribosomal 28S i 18S, que ha d’estar al voltant d’1,9. El valor del RIN (RNA
Integrity Number) estima la integritat de I’ARN analitzat en una escala del 1 al 10, tenint en compte la

preséncia/abscéncia de components que degraden I’ARN

2.3- RETRORANSCRIPCIO

Per dur-la a terme es va utilitzar el Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). Tenint en compte el nombre de mostres que s’han de retrotransciure, es van

mesclar en un tub, els reactius del kit en la seglient proporcié:
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Mescla pl/tub
Buffer RT 2
Nucleotids 25x 0,8
Random Primers 2
Enzim RT 1
H,0 4,2

Es va afegir 1 pg d’ARN i la quantitat necessaria d’H,0 per tal d’arribar a 10 pl i posteriorment

es van afegir 10 ul de la mescla dels reactius.

Es van introduir les mostres en el termociclador i es van mantenir a 252C durant 10 minuts,
372C durant 2 hores i 852C durant 5 minuts. Finalment es va mantenir a 42C durant almenys 15

minuts.

2.4- AMPLIFICACIO PER PCR

L'expressid del gen d’interés i de les seves variants, es va determinar per amplificacié per PCR
de I'ADN complementari obtingut de la retrotranscripcié de la linia cel-lular i I'ds d’uns
oligonucleotids especifics, els quals sén els encarregats d’amplificar unicament el fragment

d’interes.

Pel disseny dels oligonucleotids es va emprar el programa Amplify (MacOS X), un programa de
simulacié de PCRs. Aquests van estar dissenyats a les unions dels exons per tal d’aconseguir
una major especificitat a I’hora d’amplificar el fragment d’interes. Per detectar la isoforma
CD84_A2,5 es va utilitzar la combinacié de primers 1-3, 7-8; per detectar les isoformes

CD84_FL, CD84_A5 iCD84_AS5,6 es va utilitzar la combinacié de primers 3-4, 7-8.

Oligonucleotid Seqiiéncia Longitud Tm % AT
1-2 CAAACCTGGCCGGAAGCAG 19 66.3 36.8
1-3 CTGCAAACCTGGCGCCTTG 19 67.4 36.8
7-8 TGGCTTTCCCCATCTTATCAGC 22 64.6 64.6
5-6 CTTTGAGGCAGCATAAGGGTTC 22 62.3 62.3
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De la mateixa manera que per preparar la mescla de reactius per a la retrotranscripcié, tenint
en compte el nombre de mostres que s’han d’amplificar, es van mesclar en un tub els reactius

del kit en la seglient proporcio:

Mescla ul/tub
5x Green Buffer 5
MgCl, 25 mM 2,5
PCR dNTPs 0,5
Primer FW 0,25
Primer RV 0,25
GoTaq Polymerase 0,125
H,O 13,875
Template 2,5

Es van emprar 2,5 pl del producte de retrotranscripcio en un volum final de 25 ul. El programa

d’amplificacio és el segiient:

1) 95°C durant 5 minuts

2) 952C durant 30 segons

3) XeC durant 30 segons

4) 72°C durant 1 minut

5) Repetir des del pas 2 durant 39 cicles
6) 72°Cdurant 5 minuts

7) Mantenir a 42C

On X és la temperatura de lligacié i depéen de cada PCR.

3. ELECTROFORESI D’ACIDS NUCLEICS

3.1- GEL D’AGAROSA PER ADN

El percentatge del gel a preparar varia en funcié de la mida dels fragments a separar. El
volum del gel dependra del nombre de mostres a carregar. Generalment es va treballar amb

gels del 1% d’agarosa per a fragments de 100 pb fins a 1000 pb, i es va augmentar el
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percentatge d’agarosa fins al 3% en els casos en que els fragments a separar diferien en menys
de 100 pb. El gel es va cérrer emprant TAE 1x com a tampd (TAE 50x: 242 g de Tris-Base, 54,1
ml acid acetic glacial, 100 ml EDTA 0,5 M pH 8 en aigua). Per visualitzar les bandes es va afegir
SyBR-Safe DNA (Invitrogen Cat No. S33102) a I’hora de fer el gel. Les imatges van ser captades
amb I'aparell GBOX.

3.2- GEL DESNATURALITZANT PER ARN

Per tal de comprovar la integritat de ’ARN també es van utilitzar els gels desnaturalitzants
d’ARN. Aquests gels difereixen dels gels d’agarosa per ADN en la seva composicio, ja que ’ARN
pot donar lloc a estructures secundaries si no es tracta amb reactius desnaturalitzants com el
formaldehid. L’agarosa es va dissoldre en tampd MOPS 1x (Ambion) i un 7% de formaldehid al
37%. Per visualitzar les bandes, el gel va ser tractat amb SyBR-Safe RNA (Invitrogen, Cat No.
S7564), i les mostres amb Tampo de carrega RNA Loading Buffer (Promega; Cat No. G3191). La

imatge va ser captada amb I'aparell GBOX (Syngene).

4. CONSTRUCCIO DE PLASMIDS

Per als diferents estudis funcionals, es van generar construccions de plasmids de cadascuna de
les isoformes de CD84. La integritat de tots els plasmids obtinguts es va confirmar amb el kit de

sequenciacio ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit.

4.1- CLONATGE DE LES ISOFORMES EN EL VECTOR pGEMT

Els oligonucleotids a emprar per fer el clonatge sén els seglients:

Oligonucleotid Seqiiéncia Longitud | Tm % AT

CLONING FW CGCAGATCTAAAGACTCAGAAATC 24 62,1 58,4
CLONING D5,6 RV CTGCAGCATAGCTTGAAGTCCC 22 67,1 | 45.5
CLONING D5 RV CTGCAGCTAGATCACAATTTCATAG 25 62,8 60

On Tm és la temperatura de desnaturalitzacié de I'oligonucleotid i % AT és el percentatge de
bases adenina-timina.
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Pel clonatge de les isoformes CD84_FL i CD84 A5 es van utilitzar els oligonucleotids CLONING
FW i CLONING D5 RV; per al clonatge de la isoforma CD84_A5,6 es van utilitzar els
oligonucleotids CLONING FW i CLONING D5,6 RV. Els plasmids es van obtenir comercialment a

Genscript.

Inicialment es va fer una PCR dels plasmids comercials seguint el protocol abans
descrit. Es va cérrer un gel del 1% d’agarosa per comprovar la qualitat dels fragments
d’interes. Posteriorment es va cérrer un gel quantitatiu del 1% d’agarosa per tal d’aillar la
banda d’interes. A continuacid, es va tallar la banda amb I'ajuda d’una lampara ultraviolada i
s’ailla 'ADN amb el kit Nucleic Acid and Protein Purification (Macherey-Nagel), seguint el

protocol que indica el fabricant. Es va quantificar I’ADN obtingut amb I'aparell Epoch.

4.1.1- Lligacio del fragment amplificat amb el plasmid pGEMT

Per dur a terme la lligacié entre el plasmid i I'insert, es va seguir el protocol del kit pPGEMT Easy

Vector Systems (Promega Cat No A-1360). La proporcié optima plasmid:insert va ser 1:1.

4.1.2- Seleccié de clones positives mitjangant plaques tractades amb IPTG i
XGal

La seleccié es va dur a terme pel metode de la X-Gal i el IPTG. La X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranosid (Sigma-Aldrich Cat No. B425) s’utilitza una solucié 20 mg/ml
diluint el reactiu en dimetilsulfoxid (DMSO). L'isopropil B-D-1-tiogalactopiranosid (IPTG; Sigma-
Aldrich, Cat No. 15502) s’utilitza a una dilucié 0.1 M. El component X-Gal és hidrolitzat per la B-
galactosidasa a galactosa i 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol. Aquest ultim és oxidat a 5,5'-
dibromo-4,4'-dicloro-indic, un compost blau insoluble. D’aquesta manera, si X-Gal i un inductor
de la B-galactosidasa (en aquest cas IPTG) han estat incorporats a la placa de cultiu on se
sembra el producte de lligacid, les colonies crescudes a la placa que tinguin el gen lacZ
funcional podran ser clarament distingides per la seva coloracié blava i seran rebutjades,
seleccionant només aquelles colonies que siguin blanques, és a dir, que no tinguin el gen lacZ

funcional.
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Aixi doncs, es va afegir a cada placa de LB-agar (afegir 15 g d’agar a 1 | de LB. Autoclavar. Un
cop lleugerament atemperat s’afegeix 1 ml d’ampicilina 1000x) 40 ul d’'IPTG i 40 pl de X-Gal

impregnant bé tota la placa, deixant que el reactiu fos absorbit completament.

4.1.3- Transformacid de cel-lules DH5a amb el producte de lligacié

Per a cada transformacio a realitzar es van utilitzar 100 pl de cel-lules supercompetents
DH5a. Es van afegir 10 pl del producte de lligacié i es va mantenir la mescla a 42C durant 20
minuts. Passat aquest temps, es va procedir a fer el xoc termic en un bany d’aigua a 429C,
submergint els tubs i mantenint-los en agitacié manual durant 45 segons. Després daixo, es
van mantenir en gel durant 2 minuts i passat aquest temps es van afegir 500 pl de medi SOC
(Per 1 1 d’H,0: 20 g de bactotriptona, 5 g d’extracte de llevat, 0.5 g NaCl, 0.186 g KCI. Filtrar i

autoclavar. Un cop fred, afegir 20 ml de glucosa 1 M filtrada i autoclavada).

Es van deixar a 372C i agitacid constant durant almenys 1 hora. Passat aquest temps el cultiu es
va sembrar en plaques tractades amb IPTG i X-Gal. Es van deixar en una estufa a 372C durant

tota la nit.

4.1.4- Mini-prep de les colonies

A I'endema es va posar un cultiu de 3 ml de medi LB (Per 1 | d’'H,0: 10 g de bactotriptona, 5 g
d’extracte de llevat, 10 g NaCl. Ajustar a pH 7,5. Autoclavar) amb ampicil-lina 1x com a
antibiotic d’aquelles colonies blanques que havien crescut i es va deixar el cultiu en agitacié
constant durant tota la nit a 372C. Al dia seglient es va procedir al processament dels cultius

per tal d’extreure I’ADN i comprovar que aquest correspon a la seqliéncia desitjada.

Es va passar cadascun dels cultius bacterians on havien crescut les colonies, a un tub de 1.5 ml.
Es van centrifugar durant 2 minuts a 13200 rpm i temperatura ambient. Un cop les cél-lules
estan en forma de pel-let, es va afegir 100 pl de la solucié 1 (Per 100 ml: 0.9 g de glucosa, 0.4 g
de Tris-HCl pH 8, 0.37 g Na,EDTA en aigua. Autoclavar i emmagatzemar a 42C) a cada tub. En
dissoldre’s, es van afegir 200 ul de la solucid 2 (Es prepara la quantitat necessaria al moment.

NaOH 0.2 M, 1% SDS). Després de mesclar i incubar durant 5 minuts en gel, es va afegir la
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solucié 3 (Per 100 ml: 60 ml acetat sodic 5M, 11.5 ml acid acetic en aigua. No autoclavar.
Emmagatzemar a 42C) i es va mesclar i deixar en gel durant 5 minuts. La centrifugacié a 13200
rom i 49C durant 5 minuts va permetre la separacido de la fase aquosa. Aguesta va ser
transferida a un tub nou al qual es van afegir 450 pl de fenol:cloroform:alcohol isoamilic
(Sigma-Aldrich) per procedir amb I'extraccié d’ADN. Després de centrifugar a 13200 rpm
durant 5 minuts es va transferir la fase aquosa a un tub nou i es van afegir 450 pl de
fenol:clorofom (Sigma-Aldrich). La centrifugacid va permetre separar la fase aquosa. Per
procedir a la precipitacié de I’ADN, es van afegir 800 pl d’etanol 100% fred, i es va mantenir
durant almenys 1 hora a -702C. Passat aquest temps, es van centrifugar els tubs a 13200 rpm
durant 5 minuts a 49C. Es va descartar el sobrenedant i es va afegir 1 ml d’etanol al 70%. Un
cop centrifugades les mostres, es va resuspendre el pel-let en 50 ul d’aigua amb 0.5 pl de
ARNasa. Es va quantificar ’ADN obtingut a I'aparell Epoch i es va cérrer un gel d’agarosa al 1%

amb diferents enzims de restriccié per tal de comprovar que I’ADN aillat era el d’interés.

4.1.5- PCR de seqiienciacio amb el plasmid pGEMT

Per tal de comprovar la identitat i la integritat de I’ADN obtingut, es va seqlienciar el fragment
d’ADN d’interés. El primer pas es basa en una PCR, seguint el protocol descrit anteriorment. El
producte de PCR es va cérrer en un gel d’agarosa del 1% i es talla la banda d’interés amb
I'ajuda d’una lampara ultraviolada per tal d’aillar TADN amb el kit de Macherey-Nagel Nucleic
Acid and Protein Purification, seguint el protocol que indica el fabricant. Es va quantificar I’ADN
obtingut amb I'aparell Epoch. Amb I’ADN obtingut es va procedir a fer la PCR de seqiienciacio
amb el kit de sequienciacié ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit,

seguint el protocol que indica el fabricant.
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FIGURA 21: Mapa del plasmid pGEMT

4.2- LLIGACIO DE L'INSERT D’INTERES AMB EL PLASMID pDISPLAY

L'objectiu d’aquest pas és insertar el gen que codifica en la proteina d’interés al plasmid

pDisplay (Invitrogen), que conté el tag HA en I'extrem 5.

En primer lloc, es va tallar I'insert d’interés del plasmid pGEMT mitjangant els enzims de
restriccio adequats. Per fer-ho, es va deixar a 372C durant 2 hores. Passat aquest temps, es va
correr un gel per tallar la banda d’interes i poder extreure ’ADN que corresponia a l'insert. Es

va quantificar 'ADN amb I'aparell Epoch.

D’altra banda, calia obrir el plasmid pDisplay amb els mateixos enzims de restriccié amb els
que s’havia tallat I'insert per a que la lligacié entre insert i plasmid fos possible. Es va procedir
de la mateixa manera que per l'insert, deixant el plasmid a 372C durant 2 hores, i es va cérrer

un gel per comprovar que la digestié havia anat bé.

Amb l'insert aillat i el plasmid linealitzat, es va procedir a fer la lligaci6 mantenint una relacié
insert:plasmid 10:1. Es van afegir al tubs les quantitats recomanades pel fabricant d’enzim T4

lligasa (Promega Cat No. M1801) i es va deixar a 162C durant tota la nit.

76




Materials i métodes

Xma |

~Sssoz=3
Signal PRCESERCRA-CRANN PDGFR Transmem-
Peptide B= S brane Domain

FIGURA 22: Mapa del plasmid pDisplay. L’insert es va incloure entre els enzims Bgl Ili Pst |

Al dia seglient, es va procedir a fer la transformacid seguint el protocol explicat anteriorment.
Amb les clones que havien crescut, es va procedir a processar el cultiu tal com s’explica a
I'apartat 4.1.4. L'ADN obtingut de les clones va ser analitzat i es va correr en un gel d’agarosa al
1% per tal de comprovar si la lligacié havia estat efectiva. Amb la mostra que va presentar un
resultat més optim, es va procedir a fer una extraccié a escala més gran. Per fer-ho, es va
preparar un cultiu en un erlenmeyer s’afegeixen 25 ml de LB amb ampicil-lina 1x i 25 ul del
cultiu de Mini-Prep. Es va deixar amb agitacié constant durant tota la nit a 372C. A '’endema,
es va processar el cultiu emprant el kit Qiagen Plasmid Midi kit (Qiagen Cat No. 12143), seguint
les instruccions del fabricant. L’ADN extret es va quantificar amb I'Epoch. Aquests

transfectants finalment no van ésser emprats pels estudis funcionals

5. PRODUCCIO D’ANTICOSSOS MONOCLONALS

5.1- IMMUNITZACIO

Femelles de ratolins de la soca Balb/c van estar immunitzades amb el péptid corresponent a la
sequencia contra la que es vol generar I'anticos. En cas que la regié d’interés fos molt extensa,
s’ha fet préviament un estudi d’immunogenecitat per determinar la seqiiéncia peptidica

optima. El peptid esmentat portava conjugat una proteina transportadora, que podia ser KLH o
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BSA en funcié de la seva naturalesa hidrofobica, per tal d’'augmentar la resposta immune de
I'animal. A la primera immunitzacié es van inocular 30 ug de peptid en PBS amb adjuvant de
Freund complet. A les dues immunitzacions seglents, fetes en un interval d’una setmana
cadascuna, es va inocular la mateixa quantitat de peptid amb adjuvant de Freund incomplet.
Una setmana després de cada immunitzacié i abans de procedir a la seglient, es va testar el
titol d’anticos en el sérum dels ratolins. La ultima immunitzacié, feta tres dies abans de la

fusid, es van inocular 30 pg de péptid en PBS sense adjuvant .

5.2- FUSIO CEL-LULAR

Aguesta técnica es basa en el fet que cada limfocit B genera anticossos d’'una especificitat
Unica. Degut a que els limfocits B no poden créixer de manera indefinida, és necessari
immortalitzar aquells que produeixen un anticos especific. Aixd0 s’aconsegueix mitjancant la
fusid cel-lular entre un limfocit B normal productor d’anticossos i una cel-lula de mieloma. El
resultat de la fusié és un hibridoma, una cél-lula que adquireix la caracteristica d’'immortalitat
de la cél-lula cancerigena i la capacitat que li confereixen els limfocits B per a produir I'anticos
d’interés. La fusid cel-lular té lloc tres dies després de la Ultima immunitzacid, emprant una
modificacié de la tecnica original de Kohler i Milstein (Kohler et al., 1977). Els esplenocits es
fusionen amb les cél-lules de mieloma muri NS1 en una proporcio 4:1, utilitzant polietilenglicol

al 50% (Sigma-Aldrich Cat No. P-7181)

5.2.1. Obtencio dels esplenocits

En primer lloc, es va extreure la melsa del ratoli immunitzat i es va col-locar en una
placa de Petri amb 10 ml de medi RPMI complet. Amb I'ajuda de dues agulles torcades de 25G,
es van extreure els esplenocits i es van recollir en un tub de 15 ml. Després d’haver esperat a
que sedimentessin els agregats al fons del tub, es va transferir el contingut a un tub nou,
evitant I'arrossegament dels agregats. Es van rentar els esplenocits tres vegades amb medi
RPMI sense sérum fetal, amb centrifugacions a 1500 rpm durant 5 minuts a temperatura

ambient.
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5.2.2. Preparacio de les cél-lules de mieloma de ratoli NS-1

Es van descongelar les cel-lules una setmana abans de la fusid i es van mantenir en
medi RPMI complet. El dia abans de la fusié es va afegir el doble de medi per tal que a
I’endema es trobin en fase exponencial i la fusié sigui més efectiva. Es necessita una proporcié
de cel-lules per a la fusié de I'ordre de 4:1 respecte els esplenocits. El dia de la fusid, es van
prendre els mil-lilitres corresponents al nombre de cel-lules que es necessiten i es van rentar
dues vegades en medi RPMI sense serum fetal, amb centrifugacions a 1500 rpm durant 5

minuts a temperatura ambient.

5.2.3. Fusio de les cél-lules NS-1 amb els esplenocits

Es van resuspendre en un tub de 50 ml els esplenocits i les cél-lules de mieloma de
ratoli i es van centrifugar en condicions suaus. Passat aquest temps, es va treure tot el
sobrenedant, es va col-locar el tub en un bany a 372C en condicions esterils i es va addicionar
polietilenglicol (PEG) al 50% gota a gota i amb agitacié constant. Gota a gota es va omplir el tub
amb medi RPMI. Es van centrifugar les cel-lules fusionades a 1000 rpm durant 10 min a
temperatura ambient. Es van resuspendre les cél-lules en el volum corresponent de medi per
100 pl/pou en unes 15-20 plaques, depenent del nombre de ceél-lules. El medi que es va
utilitzar és medi RPMI suplementat amb HAT, que fa que el medi sigui selectiu, i amb

Hybridoma Fusion and Cloning Supplement 50x (HFCS; Cat No 1136375001, Roche).

5.3. CULTIU DE LES CEL-LULES FUSIONADES EN MEDI SELECTIU

La tecnica de produccié d’hibridomes necessita linies cel-lulars de mieloma cultivades que
creixen en un medi de cultiu normal, perdo no en un medi de “seleccié¢” definit, ja que no
posseeixen determinats gens funcionals que es necessiten per a la sintesi d’ADN en aquest
medi de seleccid. La fusid de cel-lules normals, com sén els esplenocits, amb cél-lules de
mieloma, com soén les NS-1, proporciona a les cel-lules fusionades els gens necessaris per
poder sobreviure en medi selectiu. A més, la propietat de creixement descontrolat que tenen

les cel-lules de mieloma fa que aquests hibrids siguin immortals.
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Les linies cel-lulars de mieloma que es poden utilitzar com a parelles de fusié, es creen

mitjangant la induccid de defectes en la sintesi de nucleotids.
Hi ha dues vies de sintesi:

e La via de novo, on se sintetizen els nucleodtids de purina i timidilat a partir de
tetrahidrofolat activat. Farmacs com [I'aminopterina bloquegen I'activacié del

tetrahidrofolat, inhibint per tant la sintesi de nucleotids per aquesta via.

e La via de salvament, la qual és utilitzada per les cél-lules tractades amb aminopterina,
on les purines soén sintetitzades a partir d’hipoxantina, addicionada exogenament , per
I’enzim HGPRT (Hipoxantina-guanosina fosforribosiltransferasa). El timidilat en canvi és
sintetitzat per I'enzim TK (timidina-quinasa) a partir de timidina. Aixi doncs, les
cél-lules poden créixer en preséncia d’aminopterina si el medi de cultiu esta

suplementat amb hipoxantina i timidina (medi HAT).

5.4- SELECCIO DELS HIBRIDOMES D’INTERES

La seleccio d’hibridomes secretors d’anticossos reactius en front a la seqliencia peptidica de
CD84 d’interes es va testar en primer lloc per la tecnica d’ELISA indirecte. Les clones positives
es van testar per citometria de flux en transfectants transitoris de cél-lules COS (veure apartat

11).

5.4.1- ELISA indirecte

La deteccid d’hibridomes que secretessin anticossos especifics contra el peptid d’interes es va
dur a terme mitjangant la tecnica ELISA indirecte. Es van sensibilitzar plaques de 96 pous
(Corning Costar) amb el péptid d’interés a 3 pug/ml durant 24 h a 49°C. Las plaques es van
bloguejar durant 1 h amb PBS al 2 % de BSA (Albumina de serum bovi) a 372C i posteriorment
es van incubar els sobrenedants diluits un quart durant 1 h a temperatura ambient.
Posteriorment, es va emprar un anticos policlonal de cabra dirigit contra IgG de ratoli conjugat
amb HRP (Horse red peroxidase, Sigma-Aldrich Cat No. A-3673) per tal de detectar els
anticossos positius. L'anticos de deteccié es va deixar 30 minuts a temperatura ambient i
finalment es va emprar SIGMAFAST™ OPD (Orthophenylenediamine, Sigma-Aldrich Cat No. P-

9187) o TMB Substrate Reagent (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine, BDBiosciences Cat No.
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555214) com a substrat de la peroxidasa, el qual en reaccionar amb la peroxidasa ddna lloc a

un color detectable per densitometria optica a 405 nm.

5.5. CULTIU SECUNDARI

Les clones positives per ELISA van ser transferides a plaques de 24 pous en medi HT menys

restrictiu, suplementat amb HFCS.

5.6- SUBCLONATGE DELS HIBRIDOMES PER DILUCIO LIMIT

Les clones positives per citometria de flux van ser subclonades per la técnica de dilucid limit
amb l'objectiu d’obtenir anticossos que provinguessin d’una Unica clona. Les cel-lules dels
hibridomes a subclonar es van repartir en plaques de 96 pous de fons pla. Les cél-lules es van
sembrar a cada placa a una concentracié de 1, 2, 4 i 8 cel-lules per pou (100 pl/pou)

respectivament.

Deu dies després es van testar els sobrenedants dels pous on hi ha hagut creixement cel-lular.
En el cas en que hi hagi creixement a totes les concentracions estudiades, es van testar
aquelles clones que corresponguessin a la concentracié on hi havia aproximadament una clona
cada 4 pous. El criteri per acceptar com a bo un subclonatge és que tots els hibridomes testats
provinents d’aquell hibridoma siguin positius. En cas que no sigui aixi, es realitza un altre

subclonatge a partir d’'una de les clones positives.

5.7- EXPANSIO DELS HIBRIDOMES

Un cop subclonat I'hibridoma d’interés, es va procedir a la seva expansié. Inicialment es va
passar a placa de 24, on es van adaptar les cél-lules a medi sense HT i complementat amb un
20% de sérum fetal per a hibridomes. Quan els hibridomes mostraven un bon creixement, es
van passar a flascé de 25 cm?, per posteriorment passar-ho a flascé de 75cm? i de 150 cm”. En
cada punt es van congelar els hibridomes d’interes, ja que en cas que hi hagués qualsevol

problema aixd ens permetia recuperar-lo.
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Un cop els hibridomes creixien bé en flascd de 150 cm?, el cultiu es va passar a un flascd de
cultiu d’alt rendiment (INTEGRA CELLine-1000, Cultek Cat No. 90005), on la concentracié
aproximada d’anticos present en el sobrenedant és de 1 mg/ml. Els flascons d’alt rendiment
Integra CELLine tenen dos compartiments separats per una membrana semipermeable amb un
tamany de porus de 10 kDa, la qual permet la difusié continua dels nutrients dins el
compartiment cel-lular i la introduccié de medi fresc sense interferir en el cultiu. Una
membrana de silicona assegura la transferencia d’oxigen i controla els nivells de dioxid de

carboni a l'interior del flasco.

El cultiu en aquest flasco es manté

Nutrients Waste products
. . Glucose Lactate
durant uns tres mesos, i cal recollir  guamine Ao Medium compartment

sobrenedant un cop a la setmana, _ l T ' 0 ibasenioumesbie
J membrane
aspirant amb una pipeta per la 3 }O A o >

Cell compartment

obertura de la part superior del s 5 g 3 o
) ‘ O g(? }— ’\\1/1 cflls
flascé. El sobrenedant recollit oY Ty ‘,’ et [ proteins
< Silicone membrane

també contindra restes cel-lulars, '
0: CO:

les quals sén eliminades per

centrifugacio. El sobrenedant es va FIGURA 23: Funcionament dels flascons d’alt rendiment (Fotografia

guardar a 42C a I'espera de reunir extreta de la web http://www.integra-biosciences.com)
tot el volum final. Un cop a la setmana es van afegir cél-lules noves al flascé d’alt rendiment

provinents del cultiu del flascé de 150 cm”.

5.8- PURIFICACIO D’ANTICOSSOS MITJANCANT COLUMNA D’AFINITAT

El sobrenedant provinent dels flascons de cultiu d’alt rendiment es va purificar mitjangant
cromatografia d’afinitat amb el kit de purificacié d’anticossos monoclonals Affi-Gel Protein-A
MAPS Il (Monoclonal Antibody Purification System, Biorad Cat No 153-6159), que es basa en
I’afinitat que presenta la proteina A aillada de Staphylococcus A per la regid Fc dels anticossos,
amb la qual s’uneix de manera no covalent. El grau d’afinitat de la proteina A per I'anticos

depén del seu isotip i de I'espéecie en que hagi estat produit.

En primer lloc es va purificar I'anticos seguint les instruccions del kit de BioRad. Seguidament,
es va dialitzar amb I'objectiu d’eliminar les sals que puguin interferir o malmetre I'anticos. Per

fer-ho, es va col-locar I'anticos purificat en una membrana de dialisi Slide-A-Lyzer Gamma
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Irradiated Dyalisis Cassette Extra-Strength 10.000 MWCO (Pierce Cat No. 66383), i aquest es va
submergir en 1 | de PBS 1x a 42C en constant agitacié. Es van fer tres canvis de PBS cada 12
hores. Es va concentrar I'anticos amb els filtres Amicon Ultra Centrifugal Filters 50 K (Amicon
Cat No. UFC905024) i es va quantificar mitjangant el kit BCA Protein Assay kit (Thermo
Scientific Cat No. 23225). Es va portar a una concentracié de 2 mg/ml i s’analitza per

electroforesi en condicions reductores i no reductores (veure apartat 6.4).

5.9- BIOTINITZACIO D’ANTICOSSOS

La biotinitzacié d’anticossos permet la utilitzacié d’avidines conjugades a enzims o fluorocroms
per a la deteccid de la proteina d’interés. Per fer-ho s’utilitza una solucié 1M de HCO*/CO5* a
pH = 9.5 (per 100 ml: 8,4 g de NaHCO; + 5,3 g Na,COs) i biotina (Stock: 2,5 mg/ml en DMSO)
(Sigma-Aldrich Cat No. B-2643).

Per a cada mil-ligram d’anticos a biotinar, es va afegir 50 ul de tampd carbonat i 30 pl de la
solucid de biotina en DMSO. Es va portar a un volum final d’1 ml amb PBS. Es va mantenir en
rotacio, tapat de la llum a 49C durant 4 hores. Passat aquest temps, es va dialitzar amb PBS

autoclavat, seguint el procés explicat anteriorment.

6.IMMUNOPRECIPITACIO

Aguesta tecnica permet identificar associacions entre proteines. Consisteix en precipitar la
proteina d’interes en condicions natives amb un anticos especific. Durant tot el procés, és molt

important mantenir les mostres i tots els reactius a 49C.

Les solucions de rentat emprades sén:

10x Solucié RIPA

500 ml | []final
Tris-HCI 1M pH=8 50 ml 100 mM

EDTA 1,86 g 10 mM
EGTA 1,90¢g 10 mM
NaF 0,21g 10 mM
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“High salt RIPA”

100 ml [ ]final
NaCl 293¢g 0,5M
Trito 1ml 1%
BSA 100 mg | 1 mg/ml
Solucid RIPA 10x 10 ml 1x
Low salt RIPA”
100 ml [ ]final
NacCl 0,87¢g 0,15M
DOC 02g 0,2%
BSA 100mg | 1 mg/ml
SDS 10 % 0,5 ml 0,05 %
Solucid RIPA 10x 10 ml 1x
TNE
500 ml | []final
Tris-HCl 1M pH=8 25 ml 50 mM
NaCl 5M 15ml | 150 mM
EDTAO5 M 5ml 5mM

6.1- BIOTINITZACIO | LLISAT DE LES CEL-LULES

6.1.1. Biotinitzacio i llisat de cél-lules en suspensio

Es van rentar amb PBS tres vegades 50-10° cél-lules per mostra. Es van afegir 2 mg de biotina
(Biotin 3-sulfo-N-hydroxy-succinimide ester) (Sigma-Aldrich Cat No. B-5161) per cada 50-10° de
cél-lules, diluits en 4 ml de PBS. Es van mantenir en agitacié circular durant 30 minuts a 42C
tapat de la llum. Passat aquest temps, es va centrifugar a 1500 rpm i 42C durant 5 minuts. El
pel-let es va bloquejar amb 10 ml de RPMI sense serum durant 10 minuts en gel per tal d’evitar
unions inespecifiques. Passat aquest temps, es va centrifugar a 1500 rpm i 42C durant 5
minuts, es va extreure el sobrenedant i es va passar la mostra a un tub de 50 ml, on es van
rentar les cél-lules amb PBS. Amb les cel-lules a un eppendorf, es van afegir 1 ml de tampd de
llisi (1 % de Trit6-X 100, 50 mM de Tris-Base (pH 7.4), 150 mM de NaCl, 10 ul EDTA, 10 pl Halt

Protease Inhibitor Cocktail (Pierce Scientific, Cat No. 78430)) i es va deixar en agitacio circular
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durant 20’ a 49C. Passat aquest temps, es va centrifugar a 13200 rpm i 42C durant 20 minuts i

es va recollir el sobrenedant.

6.1.2. Biotinitzacio i llisat de cél-lules adherides

Es van rentar amb PBS tres vegades un flascé de 75 cm? amb cél-lules en una confluéncia del
90-95%. Es van afegir 4 mg de biotina diluits en 12 ml de PBS. Es van mantenir en agitacio
circular durant 30 minuts a 49C tapat de la llum. Passat aquest temps, es va bloquejar amb una
solucié de glicina 50mM durant 10 minuts a 42C per tal d’evitar unions inespecifiques. Passat
aquest temps, es van rentar les cel-lules amb tres rentats de 15 ml de la solucié de glicina. Es
va afegir 1 ml de tampd de llisi (1 % de Trit6-X 100, 50 mM de Tris-Base (pH 7.4), 150 mM de
NaCl, 10 ul EDTA, 10 ul Halt Protease Inhibitor Cocktail (Pierce Scientific, Cat No. 78430)) i es va
deixar en agitacié circular durant 20’ a 49C. Passat aquest temps, es van recollir les cel-lules
amb un scrapper i es van centrifugar a 13200 rpm i 42C durant 20 minuts i es va recollir el

sobrenedant.

6.2- PREPARACIO DE LES BOLES D’AFINITAT | PRE-CLEARINGS

Es van rentar les beads de proteina G necessaries (Proteina G Sepharose 4 Fast Flow (GE
Healthcare)) amb TNE dues vegades a 42C amb un pols de centrifuga. Es van fer dos tipus de

pre-clearings:

a) Pre-clearing per evitar unions inespecifiques: Amb aquest primer pre-clearing es pretén

eliminar totes les inespecificitats que poden interferir en I'experiment. Al llisat s’afegeixen 60
pl de beads, es manté en agitacio circular durant 30 minuts a 42C. Passat aquest temps es

passa el llisat a un altre tub. Aquest rentat es fa tres cops.

b) Pre-clearings amb un mAb d’igual isotip: Al llisat s’afegeixen 60 ul de beads i 5 ug

d’anticos d’igual isotip que no reconegui cap proteina del llisat i es manté en agitacid circular
durant 30 minuts a 42C. Passat aquest temps es passa el llisat a un altre tub. Aquest rentat es

fa tres cops.
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6.3-IMMUNOPRECIPITACIO DE LES PROTEINES D’INTERES

Es van separar els llisats per a cadascuna de les mostres i es van afegir 5 pg de I'anticos
especific per a cada immunoprecipitacié. Es va deixar a la noria a 42C durant tota la nit. A
lendema, es van afegir 40 pl de boles/mostra i es van deixar 1 hora amb agitacié circular a 4°C.
Per fer els rentats es van fer tres series de la seqliéncia RIPA HIGH, RIPA LOW, afegint 1 ml del
tampd corresponent i fent un pols de centrifuga. Finalment es va rentar dues vegades amb

TNE.

Per ultim, es van afegir 30 ul de tampé reductor (2.5 ml Tris-HCI 0.5 M pH=6.8, 2 ml Glicerol
87%, 4 ml SDS 10%, 0.5 ml bromofenol 0.1%, 1 ml DTT 1 M afegit al moment, en 10 ml H,0)
per mostra. Es van bullir les mostres durant 6 minuts a 100 2C i es va cérrer un gel d’acrilamida

del 12%.

6.4- ELECTROFORESI DE PROTEINES (SDS-PAGE)

Com el seu nom indica, la técnica SDS-PAGE (Sodium Dodecyl! Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis), consisteix en |'electroforesi de proteines en un gel de poliacrilamida. Amb
aquesta técnica s’aconsegueix que les proteines migrin en funcié de la seva mida, ja que
gracies a l'accié del detergent SDS, les proteines queden embolcallades adquirint totes la
mateixa carrega, de manera que la migracié depén només de la relacié carrega/massa, és a dir,

de la llargada de la cadena peptidica.

Aguesta tecnica requereix la preparacié de dues fases en el gel d’acrilamida: el gel apilador i el
gel separador. Ambdues fases varien en el percentatge d’acrilamida, el pH, i la molaritat dels
components. La finalitat del gel apilador és aconseguir un empaquetament correcte de les
mostres per tal que entrin de manera correcta al gel separador. En el gel separador té lloc la
fase resolutiva, on les proteines se separen segons el seu pes molecular. El percentatge
d’acrilamida del gel pot variar depenent de la mida de les proteines que es vulguin separar; per
a proteines de baix pes molecular s’empraran altes concentracions d’acrilamida (15%), mentre
que per proteines d’alt pes molecular es treballara amb baixes concentracions d’acrilamida

(8%).
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Les quantitats de cada reactiu per a un gel d’acrilamida del 12% sén:

Gel separador | Gel apilador

Poliacrilamida 30% 3,3 ml 750 ul
Tris base (pH=8,8) BioRad 3,7 ml -

Tris base (pH=6,8) BioRad - 625 ul

H,0 2,9 ml 3,5 ml

SDS 10% Sigma 100 pl 50 ul

APS 20% GEHealthcare 150l 70 pl

TEMED Applichem 20 ul 10 ul

En primer lloc es va fer el gel separador. Un cop solidificar es va procedir a a fer el gel apilador.
Quan aquest estava solidificat, es va posar a la cubeta d’electroforesi amb tampd (10x: 30 g
Tris-Base, 144 g Glicina, 10 g SDS en 1 | d’aigua a pH 8,4. Es treballa a 1x) i s’aplica un voltatge

d’uns 100 V fins que el front del gel va arribar al final.

7. IMMUNOFLUORESCENCIA

La immunofluorescencia permet detectar antigens en cél-lules aillades o teixits mitjancant

anticossos els quals tenen unida una moléecula fluorescent.

7.1. IMMUNOFLUORESCENCIA DE CEL-LULES ADHERENTS

A cada pou d’una placa de 24, dins dels quals hi havia cubre-objectes de 12 mm de diametre
préviament rentats amb etanol i assecats completament, van ser transferides 100 000 cél-lules
COS. 24 hores després, es van rentar amb 3xPBS i es van tractar amb formaldehid al 1,5%
durant 10 minuts en gel per tal de fixar-les. Després de rentar-les, es va procedir a la seva
permeabilitzacié amb PBS-Tritd 0.01% durant 5 minuts en gel. Posteriorment, es van bloquejar
amb PBS amb un 5% de BSA i un 20% de sérum de conill durant 1 hora. Es va afegir I'anticos
primari a-CD84 1.21 purificat a un dilucié 1/50 i es va incubar durant 1 hora. Passat aquest
temps, es va rentar amb 3xPBS i es va incubar amb a-mouse-A555 a una dilucié 1/1000 durant
3’ minuts. Es va rentar amb 3xPBS i es va incubar amb DAPI a una dilucié 1/1000000 durant 10

minuts. Després de rentar 3xPBS, es va submergir un moment el cubre-objectes en aigua per
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tal d’eliminar I'excés de sals. Els cubre-objectes es van posar sobre els porta-objectes amb

medi de muntatge i les mostres van ser llegides amb el Microscopi Nykon Eclypse E600 .

7.2. IMMUNOFLUORESCENCIA DE CEL-LULES EN SUSPENSIO

Per a la immunofluorescéncia de cel-lules en suspensid, aquestes van ser préviament
adherides a un porta-objectes mitjancant una citocentrifuga i centrifugant a 500 rpm durant 5
minuts. Immediatament després de les centrifugacions, les cel-lules van ser submergides
durant uns segons amb acetona freda per tal de fixar i permeabilitzar les cél-lules. Passat
aquest temps, es van deixar assecar els porta-objectes i es va procedir al bloqueig de les

cel-lules seguint el protocol descrit a I'apartat anterior.

8. WESTERN-BLOT

La tecnica del Western-Blot consisteix en la transferencia del gel d’electroforesi a una
membrana, que pot ser de diferents materials, com ara la nitrocel-lulosa i el PVDF

(Polivinylidene Fluoride). La membrana permet la incubacié amb els anticossos d’interes.

En aquest cas s’utilitza la transferéncia en semi-sec emprant I'aparell TransBlot SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell (Biorad, Cat No. 170-3940) i una membrana de PVDF. El gel i la
membrana es van posar entre dues espongetes de transferencia (BioRad) impregnades amb
tampd de transferencia (25 mM Tris-Base, 129 mM Glicina, 20 % Metanol. Cal mantenir-lo a
49C). S'aplica un amperatge que no excedia els 20 V i per a minigels i es va mantenir constant

durant 20 minuts.

Un cop finalitzada la transferéncia es va bloquejar la membrana amb solucié de bloqueig (llet
en pols Sveltesse al 5% en PBS). Es va incubar amb I|’anticos primari i secundari o amb
I’estreptavidina segons convingués, a la dilucié adequada, fent rentats amb TBST entre
incubacions (Tris Buffered Saline Tween-20, 10x, 1 |: 24 g Tris-Base, 80 g NaCl, 20 ml Tween
20%. Es treballa a 1x) i es va revelar la membrana, emprant com a substrat, el reactiu més
adient segons la sensibilitat que es volgués aconseguir (Supersignal West Pico

Chemiluminiscence Substrate (Pierce Cat No. 34077), ECL Prime Western Blotting Detection
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Reagent (Amersham, Cat No. RPN2232 o ECL Plus (Amersham, Cat No. RPN2132)), i com
aparell de deteccié el LAS4000 (GE Healthcare).

9. SISTEMES DE TRANSFECCIO

Les diferents construccions de plasmids es van utilitzar per transfectar cel-lules de manera

transitoria i/o de manera estable.

9.1- TRANSFECCIONS TRANSITORIES

L'objectiu de transfectar una linia cel-lular de manera transitoria és que pugui incorporar el
plasmid d’interés durant unes 24-72 hores, moment en que es realitzen els experiments
desitjats. L'interés rau en el fet que les cel-lules transfectades no expressen la proteina a
estudiar de manera intrinseca, per la qual cosa es poden avaluar els efectes d’aquesta d’una
manera neta. Per obtenir aquests transfectants transitoris, s’ha utilitzat el sistema

d’electroporacié d’Amaxa.

9.2- TRANSFECCIONS ESTABLES

Per poder comptar amb un transfectant que incorpori el plasmid permanentment, s’han
generat transfectants estables. Per a que aix0 sigui possible, cal utilitzar mecanismes de

seleccid per a les cel-lules transfectades, com ara la resisténcia a farmacs.

Cél-lules Jurkat van ser transfectades establement amb diferents construccions, emprant el
sistema d’electroporacié BioRad Gene Pulser, seguint les instruccions indicades pel fabricant.
Deu milions de cél-lules es resuspenen en 800 pl de RPMI complet i s’introdueixen a una
cubeta esteril de 0.4 cm (Biorad, Cat No.165-2088). Es mantenen en gel durant 10 min. Passat
aquest temps, es procedeix a la descarrega electrica seguint els parametres indicats pel
fabricant. Es deixen en gel 10 minuts i es sembren en un flascé de 75 cm2. Passades 24 hores,
s’afegeix el farmac selectiu G418 (Invivogen, Cat No 108321-42-2), a la concentracié adequada

per a cada tipus cel-lular, ja que el plasmid insertat li ha aportat el gen de resisténcia a aquest
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farmac. Dues setmanes després, es testa |'expressid de les cél-lules transfectades per

citometria de flux.

10. ASSAJOS FUNCIONALS

10.1. ASSAJOS D’ACTIVACIO EN LiNIES CEL-LULARS

10.1.1. Expressido del ARNm de CD84 en linies cel-lulars Jurkat, Ramos i

YT activades

Cel-lules Jurkat, Ramos i YT van ser tractades amb diferents estimuls durant 2, 6 i 24 hores per
tal de veure I'expressié de CD84 i de la isoforma CD84_A5,6 a nivell génic passat aquest temps.
Per fer-ho, 200 000 cel-lules de cada tipus es van sembrar en pous de placa de 24, amb el seu
control i per duplicat. Les cél-lules Jurkat van ser activades amb a-CD3 a una concentracio de
0.5 pg/ml i a-CD28 a una concentracié de 2 pg/ml. Les cél-lules Ramos van ser activades amb
a-1gM a una concentracié 0.5 pg/ml. Per ultim, les cél-lules YT van ser activades amb IL-2 a una

concentracié de 100 U/ml.

Passat el temps corresponent, les cel-lules van ser recollides i es va procedir a I'extraccié del

RNA i la posterior reaccié de PCR, tal com es descriu a I'apartat 2.

10.1.2. Expressio de la proteina cd84 en la linia cel-lular jurkat com a

model de cél-lula T

Cel-lules Jurkat transfectades amb el plasmid de la proteina integre de CD84 i amb el de la
isoforma CD84 _A5,6, van ser activades amb a-CD3 a una concentracié de 0.5 pg/mli a-CD28 a
una concentracio de 2 pg/ml durant 6 i 24 hores. Passat aquest temps, les cél-lules van ser
marcades amb els anticossos a-CD69-PE (Biolegend, Cat No. 310905), a-CD25-V450 (BD
Pharmingen Cat No. 560355) i a-CD84 1.21 Biot durant 45 minuts. Les cél-lules van ser
incubades un segon cop amb estreptavidina-PECy5 (Cat No. 405205) i llegides als citometres

indicats a 'apartat 11.
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Els sobrenedants de les cél-lules incubades 24 hores van ser testats per comprovar la
concentracié d’IL-2 mitjangant el kit d’ELISA Human IL-2 Duoset (R&D Systems), seguint les

instruccions que indica el fabricant.

10.2. ASSAJOS D’ACTIVACIO EN CULTIU PRIMARI

Cel-lules mononucleades de sang periferica provinents de Buffy Coat de voluntaris sans i
cél-lules d’'amigdala de donant van ser activades amb diferents estimuls. Concretament, 20-10°
PBMCs van ser estimulades amb a-CD3 a una concentracié de 0.5 pg/ml, i amb PHA al 1%
durant 72 hores. Quant a les cel-lules d’amigdala, 20-10° cellules van ser activades amb
proteina G al 1%, i 20-10° cél-lules amb PMA a una concentracié de 0.1 ng/ml durant el mateix
temps. Pels controls es van utilitzar cel-lules del mateix individu sense activar. Passades les 72
hores, les PBMCs van ser marcades amb a-CD4-FITC (BD Pharmingen Cat No 550628), a-CD8-
A647 (BD Pharmingen Cat No. 557708), a-CD25-APC (Immunotools, Cat No. 21270256) i a-
CD84 1.21 (Biolegend, Cat No 326007); mentre que les ceél-lules d’amigdala es van incubar amb

a -CD19-PB (Biolegend, Cat No H1B19), a-CD25-V450 i a-CD84 1.21.

11. CITOMETRIA DE FLUX

La citometria de flux és una técnica d’analisi cel-lular que implica mesurar les caracteristiques
de dispersio de llum i fluorescéncia que tenen les cel-lules fent-les passar per un feix de llum.
Per la seva analisi amb citometria de flux cal que les cél-lules es trobin individualment en

suspensid en un fluid.

En travessar el feix de llum, les cel-lules interaccionen causant la dispersié de la llum, basant-se
en |'efecte de la difraccié de la llum en sentit frontal, gracies a la qual cosa es pot avaluar la
mida de les cel-lules que passen, parametre anomenat Forward Scatter, i en mesurar la reflexio
de la llum es pot avaluar la granularitat o complexitat d’aquestes (Side Scatter). A més de la
dispersié de la llum, si préviament a la seva analisi es col-loquen les cél-lules en presencia
d’anticossos monoclonals marcats amb moléecules fluorescents, es pot avaluar quines cel-lules
tenen determinats antigens. L'Us de molecules fluorescents diferents permet analitzar la

preséncia de diversos marcadors de manera simultania.
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Si I'analisi inclou la deteccid de fluorescéncia es parla estrictament de citofluorimetres de flux,
els quals poden analitzar particules en funcié de la seva fluorescéncia i mida. Els citometres
coneguts com a separadors o sorters, també poden purificar poblacions de caracteristiques

determinades en diferents fraccions finals.

En primer lloc es van comptar les cél-lules i es van passar a un tub de FACS afegint unes 200000
cél-lules per tub. Es van rentar amb tampd de rentat (2% FCS en PBS i 0.01% d’azida sodica.
S'utilitza per fer els rentats i la suspensié de les cél-lules) centrifugant a 1500 rpm durant 5
minuts a 42C. S’incuba I'anticos primari diluit en tampé de fenotipat (Serum de conill inactivat
en percentatge variable generalment entre el 1 i el 20% en PBS. S’inactiva per calor a 562C
durant 30 minuts. S'utilitza per fer les dilucions dels anticossos i de les cél-lules) en un volum
final de 100 ul, a la concentracié optima durant 45 minuts a 42C. Passat aquest temps, es van
rentar les cél-lules. Si procedia, s’incubaven les cel-lules amb I'anticos secundari a la
concentracié optima durant 20 minuts a 42C. Passat aquest temps, es rentaven les cél-lules. En
el cas que l'anticos secundari estigués biotinat, calia fer una tercera incubacié amb
estreptavidina unida a un fluorocrom a la concentracié optima, durant 20 minuts a 42C. Passat
aquest temps, es rentaven les cél-lules i es llegien les mostres al citometre FACSCantoll (BD
Pharmingen) i les dades van ser analitzades emprant el software FlowJo (Tree Star, San Carlos,

CA), FACSDiva (BDBiosciences) o CellQuest (BDBiosciences).

11.1. ESTUDI DE L’EXPRESSIO DE CD84 | DE LA SEVA ISOFORMA CD84_A5,6 EN
LES DIFERENTS SUBPOBLACIONS DE MELSA

Per a I'estudi de I'expressié de CD84 i de la isoforma CD84_AS5,6 en les subpoblacions de melsa
de voluntaris sans, va ser necessaria la combinaciéd de diferents anticossos. Per diferenciar
entre cel-lules naive, pre-centre germinal i centre germinal es van emprar els anticossos a-
CD38-PECy7 (BDBiosciences Cat No. 555462), a-CD19-PB i a-IgD-FITC (BD Pharmingen Cat No.
562023). Els marcadors a-CD19-PB, a-CD27-APC (Cat No 302809) i a-lgD-FITC van permetre
diferenciar entre cel-lules que han fet el canvi de classe i les que no. Es va diferenciar entre
plasmablasts i cél-lules plasmatiques amb els marcadors a-CD19-PB, a-CD27-APC, a-CD38-
PECy7 i a-IgD-FITC. Per ultim, les cél-lules de la zona marginal i les folliculars van ser
identificades amb els marcadors a-CD19-PB, a-CD21-FITC (Cat No. 315104) i a-CD23-APC (Cat
No 558690).
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11.2. ESTUDI DE LES DIFERENTS SUBPOBLACIONS EN LIMFOCITS DE SANG
PERIFERICA

Per a I'estudi de les diferents subpoblacions de PBMCs en voluntaris sans i pacients amb LES
per citometria de flux, va ser necessaria la combinacié de diferents anticossos. Per a les
cél-lules B, es van emprar els anticossos a-IlgM-FITC, a-CD5-PerCPCy5.5 (Biolegend, Cat No
B115140), a -CD19-PB. Per a determinar la poblacid de cel-lules NK es van utilitzar els segilients
anticossos: a-CD16-FITC (BD Pharmingen Cat No 555406), a-CD56-PerCPCy5.5 (BD Pharmingen
Cat No. 560842) i a-CD3-VB (Miltenyi Biotech Cat No 130-094-363). Les diferents
subpoblacions de cél-lules T CD4+ van ser determinades amb els anticossos a-CD3-VB, a-CD4-
FITC i a-CD45R0O-APC (Miltenyi Biotech Cat No 130-095-460). Les subpoblacions de cél-lules T
CD8+ es van determinar amb els anticossos a-CD8-A647, a-CD45RA-FITC (BD Pharmingen Cat
No. HI100), a-CCR7-PerCPCy5.5 (BD Pharmingen Cat No. 561144). Per ultim, la subpoblacié de
cél-lules T reguladores va ser determinada emprant els anticossos a-CD4-FITC, a-CD25-V450 i
a-FoxP3-A647 (Biolegend, Cat No 320013). L’expressié dels monocits va ser determinada per

FSC/SSC.

11.2.1. Estudi de les diferents subpoblacions en limfocits de sang
periférica en pacients de LES i AR

Dotze voluntaris sans formats per onze dones i un home d’edats compreses entre els 24 i el 50
anys van participar en aquest estudi. Per I'estudi de LES es va establir una col-laboracié amb el
Servei de Malalties Autoimmunes de I’"Hospital Clinic de Barcelona. Van participar deu pacients
d’edats compreses entre els 24 i els 59, formats per un home i nou dones. Tots els pacients es
trobaven en una etapa de la malaltia de remissid. Els criteris d’exclusié pels pacients de LES
van ser:

-Edat inferior a 18 anys o superior a 70 anys

-Embaras

-Neoplasia activa

-Procés infeccids sistémic a I'Gltim mes

-Tractament amb immunosupressors als ultims 3 mesos

-Tractament biologic als Ultims 12 mesos
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-Malaltia activa moderada-greu als ultims 3 mesos (definida com un brot de la malaltia
amb una puntuacié a I'escala SLEDAI > 12
-Tractament actual amb corticoides superior a 10 mg/dia

-Tractament amb corticoides superior a 30 mg/dia als Ultims 3 mesos.

Per l'estudi amb els pacients d’AR, es va establir una col-laboraci6 amb el Servei de
Reumatologia de I’'Hospital Clinic de Barcelona. Els pacients estaven formats per deu dones i
dos homes d’edats compreses entre els 25 i els 68 anys, amb una durada mitjana de la malaltia
de 2,7 anys. Els criteris d’exclusié de la malaltia van ser:

-Edat inferior a 18 anys o superior a 70 anys

-Embaras

-Neoplasia activa

-Tractament biologic als ultims 12 mesos

-Tractament actual amb corticoides superior a 10 mg/dia

Complint aquests criteris, dels dotze voluntaris, vuit estaven en un estadi de la malaltia no
activa o poc activa, mentre que els quatre restant estaven en fase aguda. Un 80% dels pacients

eren factor reumatoide (FR) i/o anticossos anticitrulina positius.

11.3. PERMEABILITZACIO CEL-LULAR

La fixacid i permeabilitzacio cel-lular va ser necessaria per detectar antigens intracel-lulars. Per
fer-ho es va utilitzar el kit FoxP3 (eBiosciences, Cat No. 00-5523-00) seguint el protocol que
indica el fabricant. Breument, es van incubar els anticossos de superficie durant 15 minuts a
49C, i després es van fixar i permeabilitzar les cel-lules. Un cop permeabilitzades, es van

incubar amb els anticossos intracitoplasmatics durant 1 hora a temperatura ambient.

11.4. ESTUDI DE LA INTERNALITZACIO AMB EL CITOMETRE IMAGESTREAM

El citometre ImageStream Il (Amnis), que combina la citometria de flux amb la microscopia,

permet fer estudis de marcatge més acurats, fent possible per exemple, I'estudi de la
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internalitzacié d’una proteina en l'interior d’'una ceél-lula. El protocol difereix lleugerament de
I'emprat en la citometria convencional, entre d’altres modificacions que cal fer és utilitzar els
anticossos a una concentracid més elevada, ja que I'excitacié dels fluorocroms no té lloc a

través de fotomultiplicadors com en un citometre convencional.

En primer lloc, es van plaquejar 200 000 cel-lules en plaques de Petri de 10 mm en un volum
final d’1 ml de RPMI complet i una concentracié final d’anticos de (1/50). Es va deixar 45 i
passat aquest temps, es va sotmetre cadascuna de les mostres a les diferents condicions de

temps (0i 120 min) i temperatura (372C) per afavorir la internalitzacio de la proteina d’interes.
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VI. RESULTATS
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1. EXPRESSIO DE LES ISOFORMES DE CD84

1.1. CD84 TE ALMENYS QUATRE ARN MISSATGERS DIFERENTS

L'analisi de diferents bases de dades va mostrar informacié similar quant a les variants de CD84
(veure figura 24A), pel que es va prendre com a referéncia la base de dades ECgene, que com s’ha
explicat anteriorment, recull totes les variants generades per splicing alternatiu, d’acord amb un
algoritme de prediccié basat en clusters d’ESTs. Aquesta base de dades descriu set transcrits del gen
CD84 (veure figura 24B). Per quatre d’aquestes variants s’han descrit seqiéencies d’ARN missatger i
d’ESTs, que juntament amb una estructura exd/intré compatible, farien possible que aquestes

isoformes s’expressessin a nivell de proteina i fossin potencialment funcionals.

Un estudi exhaustiu de la base de dades demostra que el transcrit H1C22218.5, amb dues seqliencies
d’ARNm i 91 ESTs correspondria al gen integre o full length (CD84_FL); amb una regid codificant de
1017 pb formada per vuit exons. El transcrit H1C22218.2, amb una seqiiéncia d’ARNm i 66 ESTs té
una regio codificant de 642 pb a la qual li falten els exons 2 i 5 (CD84_A2,5). En canvi, el transcrit
H1C22218.3, amb 5 seqliencies d’ARNm i 93 ESTs esta format per 984 pb i li falta I'exd 5 (CD84_A5).
Per ultim, el transcrit H1C22218.4, amb una seqliéncia d’ARNm i 88 ESTs esta format per 816 pb i li
falten els exons 5 6 (CD84_A5,6).
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A

B

Transeript 1D

H1C22218.1
H1€22218.2
H1€22218.3# R
H1C22218.4
H1C22218.5
H1C22218.6
H1C22218.7

FIGURA 24: A) Esquema de [lestructura exd/intré del gen CD84.
(http://genome.ewha.ac.kr/ECgene) on s’indica el tipus de transcrit, el nivell de confianca, les minimes clones
trobades, els ARNm identificats, les sequiencies EST, les seqiiéncies ESTs amb splicing, el nombre d’exons de cada

isoforma, les seqiiencies polyA, el nombre de pb que conté el ARNm, la longitud de les regions codificants (CDs), i la

11 [ 2 1 [ 31 [4] B [6] [7] [8]cpsaFL

(1] ] 2 |J3CD84A5

[ 6] 8] CD84 A2,5

(1] 2 |I3|I4|CD84A5,6

Coding A 1 0 63 2 5] 0 4,694 bp 189 bp ( 63aa)

Coding A 1 1 66 5 6 0 4777 bp | 642 bp ( 214aa)
Coding A 1 5 93 32 7 0 5,168 bp | 984 bp ( 328aa)
Coding A 1 1 88 27 6 0 5,060 bp | 816 bp ( 272aa)
Coding A 1 2 91 30 8 0 5,181 bp | 1,017 bp ( 339aa)
Coding A 1 1 23 22 4 0 1,364 bp | 840 bp ( 280aa)
Coding A 1 1 3 3 3 0 853 bp 723 bp ( 241aa)

llargada de les regions 5’UTR i 3" UTR.

Estudis previs de citometria de flux realitzats pel nostre grup, demostraren que la proteina
CD84 s’expressa en diverses linies cel-lulars del sistema immune (Romero et al., 2004). Amb la
intencidé d’esbrinar si les variants descrites a les bases de dades estaven presents en aquestes
linies, es van dur a terme en primer lloc un analisi de RT-PCR. En les diferents reaccions de PCR
es van utilitzar oligonucleotids especifics dissenyats a les unions dels exons per tal
d’aconseguir una major especificitat. La primera PCR correspon a una amplificacié de la cua
citoplasmatica i déna lloc a tres bandes de 341 pb, 308 pb i 210 pb. La seqlienciacid de les
bandes obtingudes va demostrar que la banda de 341 pb corresponia al gen integre (CD84_FL),
mentre que la banda de 308 pb corresponia a una cua citoplasmatica amb un exé menys, que

coincidia amb les seqléncies dels transcrits CD84_A2,5 i CD84_AS5. Per ultim, la banda de 272

pb va amplificar una seqiiéncia coincident amb CD84_AS5,6.
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Resultats

1.1.1. Totes les linies cel-lulars testades expressen almenys una variant

L'amplificacié de la cua citoplasmatica en les diferents linies cel-lulars demostra que almenys
tres de les quatre variants esmentades s’expressen diferencialment en les diverses linies
cel-lulars estudiades com ara cél-lules B (Ramos, Namalwa, Raji, Daudi i CESS), cel-lules T

(Jurkat, HSB2 i MOLT4), cél-lules mieloides (HL60, U937, K562 i THP-1) i NK (YT i NKL).

Tal i com es pot veure a la figura 25, els transcrits tenen una expressidé molt diferent entre
llinatges. Aixi doncs, mentre en la majoria de linies de cel-lules B i T les variants predominants
semblen ser CD84_A5 i/o CD84_A2,5, en les linies de cél-lules NK testades destaca I'expressio
de CD84_A5,6. Quant a les linies mieloides, tot i que I'expressiéo de CD84 A5 també és la més

destacable, la variant CD84_A5,6 també té una preséncia important.

Dins de cada llinatge també hi ha diferéncies. D’aquesta manera, en les linies de cél-lules B, el
patré d’expressié de la linia Ramos, Raji i Daudi és similar, mentre que Namalwa sembla que
no tindria un nivell detectable d’ARNm per a les variants CD84 FL, CD84_A5 i CD84 A2,5. En
cel-lules T, les linies Jurkat i HSB2 tenen expressions similars, mentre que MOLT4 tindria una
expressio més baixa de CD84 A5,6. En llinatge mieloide és on hi ha una diferencia més
important entre linies. Mentre K562 i THP-1 tindrien una expressio de CD84 FL, CD84_AS5 i
CD84_A2,5 similar, I'expressido de CD84_A5,6 seria més baixa en el cas de THP-1. La linia U937
té una expressio global de CD84 més baixa que la resta del seu llinatge, mentre que en HL60
predominen els transcrits CD84_A5 i/o CD84_A2,5.

. CEL-LULES CEL-LULES
CEL-LULESB CEL-LULEST MIELOIDES NK

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

. —» FL
341 bp — —— —>» A5,A2,5
308 bp - - - - - -

210 bp — —» 156

FIGURA 25: Deteccié6 d’ARNm de les variants del gen CD84. Els productes d’amplificacié de la cua citoplasmatica amb
oligonucleotids en les unions dels exons 3-4 (sense) i 7-8 (antisense) van ser analitzats per electroforesi en gel d’agarosa del
3%. Les mostres sén: 1) CTL FL, 2) CTL A5, 3) CTL A2,5, 4) CTL A5,6; 5) RAMOS; 6) NAMALWA; 7) RAJI; 8) DAUDI; 9) CESS; 10)
JURKAT 11) HSB2; 12) MOLT4; 13) HL60; 14) U937; 15) K562; 16) THP-1; 17) YT 18) NKL; on CTL sén els plasmids control de
cadascuna de les isoformes. La banda de 341 pb correspon a la proteina integre (CD84 FL), mentre que la banda a 308 pb

amplifica la cua citoplasmatica de les isoformes CD84 A5 i CD84 A2,5. La banda de 210 pb correspon a la isoforma CD84 A5, 6.
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1.1.2. El transcrit CD84_A2,5 té una expressiéo molt feble en les linies cel-lulars
testades

Una segona PCR amb els oligonucleodtids dissenyats a la unié dels exons 1-3, unié present
Unicament en la possible isoforma CD84_A2,5 (veure figura 26A), va permetre diferenciar
entre aquest transcrit i el CD84_AS5. La seqiienciacié de la banda obtinguda va confirmar que es

corresponia amb el transcrit CD84_A2,5.

La PCR especifica pel transcrit CD84_A2,5 en linies cel-lulars (veure figura 26B) va demostrar
que aquesta isoforma es troba lleugerament expressada en la majoria de cel-lules B testades
amb una clara expressié en cél-lules Raji, en totes les linies de cel-lules T i en algunes linies

mieloides, pero no en les dues linies de cel-lules NK testades.

A
—7>

[ 3 | _[4] | 6] [8] cD84_A2,5
<—

CEL-LULES CEL-LULES

B CEL-LULESB CEL-LULEST MIELOIDES NK
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
556 bp ' - . — —» A25

FIGURA 26: Detecci6 d’ARNm de les variants del gen CD84. Els productes d’amplificacié per PCR del transcrit
corresponent a la isoforma CD84_A2,5 amb oligonucleotids en les unions dels exons 1-3 (sense) i 7-8 (antisense) (A)
van ser analitzats per electroforesi en gel d’agarosa del 1%. B) Les mostres sén: 1) CTL FL, 2) CTL A5, 3) CTL A2,5, 4) CTL
A5,6; 5) RAMOS; 6) NAMALWA; 7) RAJI; 8) DAUDI; 9) CESS; 10) JURKAT 11) HSB2; 12) MOLT4; 13) HL60; 14) U937; 15)
K562; 16) THP-1; 17) YT 18) NKL; on CTL sén els plasmids control de cadascuna de les isoformes. La banda de 556 pb

correspon a la isoforma CD84 A2,5
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1.1.3. Les cel-lules primaries testades expressen els transcrits CD84 FL,
CD84_A5 CD84_A2,5i CD84_A5,6

Les mateixes reaccions PCR van ser utilitzades per analitzar I'expressié de les isoformes en
diferents mostres de cel-lules de sang periféerica de voluntaris sans (PBMCs), en melsa i en

amigdala.

Tal i com es veu a la figura 27A, les mostres de PBMCs tenen una expressio de les isoformes
molt diferent segons l'individu. D’aquesta manera, a la mostra 2 predomina principalment la
isoforma CD84 FL, tot i que la isoforma CD84_A5,6 també té una expressié important. A les
mostres 1 i 3 la isoforma principal és CD84_A5,6, amb una expressid de la resta d’isoformes no
detectable. A la mostra 4 en canvi, I'expressié més important es deu a les isoformes CD84_ A5
i/o CD84_A2,5, amb una expressié de CD84 A5,6 molt lleugera i similar a la observada a les
mostres de melsa i amigdala, on també les les isoformes predominants son CD84 A5 i/o

CD84_A2,5.

A la figura 27B s’observa una expressio lleugera de la variant CD84_A2,5 en les mostres de
PBMCs. L'expressid més alta es troba en les mostres 2 i 4, mentre que en melsa i amigdala té

una expressiéo molt minoritaria.

PBMCs

A B PBMCs
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
— —FL, '—-
34100 - e s 556 bp .. - 025
[— A5,6
210bp A -_—

FIGURA 27: A) Amplificacid de la cua citoplasmatica de CD84 amb oligonucleotids en les unions dels exons 3-4 (sense) i
7-8 (antisense). Les mostres son: 1-4) PBMCs, 5) Melsa 6) Amigdala 7) CTL A5,6; on CTL s6n els plasmids control de
cadascuna de les isoformes. La banda de 341 pb correspon a la proteina integre (CD84 FL), mentre que la banda a 308
pb amplifica la cua citoplasmatica de les isoformes CD84 A5 i CD84 A2,5. La banda de 210 pb correspon a la isoforma
CD84 A5,6. B) : Amplificacié per PCR del transcrit corresponent a la isoforma CD84_A2,5 amb oligonucleotids en les
unions dels exons 1-3 (sense) i 7-8 (antisense). Les mostres sén: 1-4) PBMCs, 5) Melsa 6) Amigdala 7) CTL A2,5; on CTL
son els plasmids control de cadascuna de les isoformes.; on CTL sén els plasmids control de cadascuna de les isoformes.

La banda de 556 pb correspon a la isoforma CD84 A2,5.
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1.2. ESTUDI DE LA ISOFORMA CD84_A2,5

1.2.1. Laisoforma CD84_A2,5 no s’expressa a la membrana

Per tal de comprovar si el transcrit CD84_A2,5 s’expressava a nivell de proteina, es van dur a
terme diversos assajos per FACS en cel-lules COS-7 transfectades transitoriament amb la
construcci6 pCDNA3.1 CD84_A2,5 i amb I'anticos a-CD84 2.151, el qual reconeix el segon
domini immunoglobulina de la proteina. Aquests assajos no van permetre detectar la isoforma,
malgrat la seqlienciacié del cDNA va confirmar que la seqiieéncia de nucleotids es corresponia
amb la descrita a les bases de dades. El marcatge intracel-lular per citometria per comprovar la
preséncia de la isoforma al citoplasma, també va ser negatiu. Es va decidir doncs utilitzar una
construccié de la isoforma que contingués el tag fluorescent GFP (veure figura 28A), per tal
d’estudiar la localitzacié de la proteina. Es van transfectar transitoriament cél-lules COS-7 i es
va comprovar per citometria de flux que el transcrit s’expressava a nivell de proteina de fusio
(Veure figura 28B). No obstant, per microscopia de fluorescéncia (veure figura 28C) es va

observar que la proteina no es troba localitzada a la superficie cel-lular.

A B

GFP

PCMV6-AC GFP

FIGURA 28: A) Esquema del plasmid comercial pPCMV6-AC CD84_A2,5, que conté el tag GFP en el seu extrem 5’. B)
Expressio del tag GFP en cél-lules COS-7 transfectades amb la construccié pCMV6-AC CD84_A2,5 per citometria de
flux. C) Imatge de microscopia de fluorescencia de cél-lules COS-7 transfectades amb la construcci6 pCMV6-AC

CD84_A2,5
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El nostre interés per aquesta isoforma radicava en el possible rol funcional que podria tenir en
mancar-li el domini responsable de I'adhesié. Degut a que els experiments realitzats indiquen
gue no es localitza a la membrana plasmatica, tal i com es preveia, es va decidir no continuar

aprofundint en 'estudi d’aquesta isoforma.

1.3. ESTUDI DE LA ISOFORMA CD84_A5,6

1.3.1. L'anticos 688.1 contra la cua citoplasmatica de CD84_A5,6 reconeix

especificament aquesta isoforma

Per estudiar i caracteritzar la isoforma CD84_A5,6 es va generar un anticos monoclonal que la
reconeix especificament (veure figura 29). Aprofitant que la isoforma CD84 A5,6 té en la
seqlencia de nucleotids de la seva cua citoplasmatica un canvi en la pauta de lectura que
genera una seqiéncia d’'aminoacids Unica, es va sintetitzar un peptid amb aquesta seqiéncia.
Es van fusionar esplenocits de ratoli immunitzat amb aquest péptid unit a BSA amb cél-lules
NS1. Les cel-lules van créixer en medi selectiu durant 15 dies, afavorint el creixement
Unicament d’aquelles que s’havien fusionat. Es van obtenir unes 800 clones,els sobrenedents
de les quals va ser testat. Deu d’aquestes clones van ser positives per ELISA, i d’aquestes, sis
van donar positives per citometria de flux amb transfectants de cél-lules Jurkat CD84_AS5,6. Les
clones 111.1, 368.2 i 688.1 es van cultivar en flascons d’alt rendiment, obtenint una quantitat
final d’anticos de 40 mg, 25 mg i 30 mg respectivament. L'isotip dels tres anticossos va ser

1gG2b.
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A
CD84FL

MAQHHLWILLLCLOTWPEAAGKDSEIFTVNGILGE
SVTFPVNIQEPRQVKITIAWTSKTSVAYVTPGDSET

CD84 A5,6

MAQHHLWILLLCLOQTWPEAAGKDSEIFTVNGILGE
SVTFPVNIQEPRQVKITIAWTSKTSVAYVTPGDSET

APVVTVTHRNYYERIHALGPNYNLVISDLRMEDAG
DYKADINTQADPYTTTKRYNLQIYRRLCKPKITOS

APVVTVTHRNYYERIHALGPNYNLVISDLRMEDAG
DYKADINTQADPYTTTKRYNLQIYRRLGKPKITOS
SVNSTCNVTLTCSVEKEEKN
NVLOIFQTPEDQELTYTCTAQNPVSNNSDSISARQ
LCADIAMGFRTHHTGLLSVLAMFFLLVLILSSVFL
FRLFKRRQGASLQGRASEHSLFRSAVC

NVLOQIFQPEDQELTY TCTAQN S
CADIAMGFRTHHTGLLSVLAMFFLLVLILSSVFLFE
RLFKRRQGSCLNTFTKNPYAASKKTIYTYIMASRN
TQPAESRIYDEILQSKVLPSKEEPVNTVYSEVQFA
DK

B

CD84 A5,6 CD84FL CD84 AS CD84 A2,5

Bl Motiu d'uni6 ITSM
I Peptid Gnic

FIGURA 29: A) Seqliencia d’aminoacids de les isoformes CD84 FL i CD84 A5,6, on s’indiquen cadascun dels exons
amb colors diferents. En vermell s’assenyala el péptid lider, en blau el domini immunoglobulina variable, en taronja
el domini immunoglobulina constant de tipus 2 i en grana el domini transmembrana. La cua citoplasmatica, la qual
difereix en ambdues isoformes, esta subratllada. La cua citoplasmatica de la isoforma CD84_A5,6 conté el peptid
Unic generat pel canvi en la pauta de lectura que crea la manca del exons 5 i 6. B) Estructura proteica de les
isoformes de CD84. La isoforma CD84_A5,6 no té motius de fosforilacié en la seva cua citoplasmatica, mentre que la

resta d’isoformes en conserven els dos que formen part dels motius ITSM i les dues tirosines.

Els experiments duts a terme per a la validacié de I'anticos, en transfectants transitoris de
cél-lules COS-7 analitzats per FACS, demostraren que aquest reconeix la isoforma d’interés
(veure figura 30A) pero no la resta d’isoformes de CD84. També s’ha demostrat que I'anticos
688.1 immunoprecipita especificament la isoforma CD84_A5,6 en transfectants estables de
cél-lules Jurkat (veure figura 30B). Els estudis d’'immunofluorescéncia en cel-lules adherents
transfectades transitoriament també mostra I'especificitat d’aquest anticos en front la

proteina integre (veure figura 30C).
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A a-CD84 688.1 a-CD84 1.21

CD84 FL CD84 15,6
f\\ CTL- CTL+ 688.1 CTL- CTL+ 688.1
i
{ /1
CD84FL | || ,’ WA . CTL-mLya.KO
/i [~ - » § CrLvcDs4 L7
L\ \_J \_|

R
CD84A56 |\
|

a-CD84 a-CD84 A5,6

CD84FL

CD84A5,6

FIGURA 30: Caracteritzacié de I'anticos contra la isoforma CD84_A5,6. A) Especificitat de I'anticos a-CD84 A5,6

688.1 generat contra la cua citoplasmatica de la isoforma CD84 A5,6. A la columna de I'esquerra es mostra la
reactivitat de I'anticos generat en front a COS-7 transfectades amb CD84 A5, CD84 FL i CD84 A5,6, respectivament. A
la columna de la dreta es mostra com a control I'expressié de la proteina total CD84. B) Immunoprecipitacié en
cél-lules Jurkat transfectades amb CD84 FL i CD84_AS5,6. Com a control negatiu es va utilitzar un anticos del mateix
isotip que el que es volia testar (IgG2a), contra la proteina Ly9 murina. Com a control positiu es va utilitzar un
anticos que reconeixia el primer domini de la proteina CD84. En la imatge es veu com I'anticos generat (688.1) no
reconeix cap proteina en el transfectant CD84 FL, mentre que en el transfectant CD84_A5,6 apareix una banda del
tamany esperat. C) Immunofluorescéncia en cel-lules COS-7 transfectades amb CD84 FL (imatges part superior) i
CD84_A5,6 (imatges part inferior). A la columna de I'esquerra es mostra la reactivitat de I'anticos generat A la
columna de la dreta es mostra com a control I'expressié de la proteina total CD84. El marcatge en blau tenyeix els
nuclis cel-lulars amb DAPI, mentre que el marcatge en vermell correspon a |'anticos a-CD84 1.21 o a-CD84 A5,6

688.1 segons s’indica.
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1.3.2. La isoforma CD84_A5,6 s’expressa diferencialment en les linies cel-lulars
testades

Un cop analitzat el transcrit CD84_A5,6 i caracteritzada I'expressié de la isoforma, I'anticos
generat va permetre analitzar I'expressié de la isoforma CD84_A5,6 (veure figura 31). Els
estudis per FACS demostraren que aquesta és present en totes les linies cel-lulars testades, i
els nivells d’expressié es correlacionen amb els resultats obtinguts a nivell génic, indicant que

I’anticos és sensible a I'expressid diferencial en cadascuna de les linies.

Els nivells més alts d’expressid de la isoforma es troben a les linies de llinatge mieloide, on
I'expressié de CD84 total també és alt. Tal i com es veu a la figura 29 B, en aquest llinatge
destaquen les cel-lules THP-1, amb un percentatge de 65.28 i una MFI de 10.2; i les cél-lules
U937 amb un percentatge de 72.51 i una MFI de 8.09. Mentre que la proteina CD84 total té
una expressio alta en les linies de cel-lules B [(De Salort et al., 2011), veure figura 31B], els
nivells d’isoforma CD84_A5,6 sén baixos en aquest tipus cel-lular. En el cas de les linies de
cel-lules NK una part significativa del CD84 trobat correspon a la isoforma. En canvi, en linies
de cel-lules T, on generalment CD84 es troba expressada en un nivell més baix, la isoforma
CD84 A5,6 té una expressio relativa més elevada, destacant les cel-lules Jurkat amb un

percentatge de 68.21 i una MFI de 12.06.
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A
U937
RAJI
YT
JURKAT
C

CD84 A5,6

CD84 CD84A5,6 CD84 FL
o ..
o ..
CD84 CD84_A5,6
% MFI % MFI
U937 93,06 6,18 72,51 8,09
N . HL60 98,79 14,2 53,84 7,53
Cel-lules mieloides
THP-1 95,02 13,2 65,28 10,2
K562 28,01 13,42 22,87 7,51
DAUDI 98,57 157,69 35,35 10,55
NAMALWA| 99,7 413,5 54,41 9,46
Cel-lules B RAMOS 97,44 68,01 41,81 8,99
RAJI 99,83 196,84 65,67 12,02
CESS 99,44 16,74 36,89 10,11
Cel-lules NK YT 57,43 5,15 25,81 6,13
MOLT4 98,05 199,33 55,13 10,99
Cel-lulesT HSB2 68,02 45,83 21,01 7,43
JURKAT 93,12 32,04 68,21 12,06

FIGURA 31: A) Analisi per FACS de I'expressié de CD84_A5,6 i de CD84 en una linia cel-lular de cada llinatge. A la

columna de I'esquerra es mostren els grafics de I'anticos a-CD84_A5,6 688.1. A la columna de la dreta es mostra

I‘expressié de proteina total. B) Valors de I'expressié de CD84_A5,6 i de CD84 en les linies cel-lulars dels diferents

llinatges. Els valors corresponen al percentatge de cél-lules positives (%) i a la intensitat de fluorescéncia mitjana de

la poblacié positiva (MFI)
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1.3.3. La isoforma CD84 A5,6 es detecta en les diferents subpoblacions de
cel-lules mononucleades de sang periférica estudiades

L’analisi per citometria de flux en les diferents subpoblacions de PBMCs va permetre conéixer

I’expressié diferencial de CD84_A5,6 en individus sans (veure figura 32).

Els monocits son les cél-lules que tenen una expressi®6 més alta tant de CD84 com de

CD84_AS5,6.

En cel-lules B, les quals participen en la immunitat humoral, la subpoblacié Bl
(CD19'1gM*CD5"), té una expressié tant de CD84 com de la isoforma lleugerament més elevada

que la resta de cél-lules B (CD19IgM*CD5’).

En cél-lules NK (CD3CD16'CD56"), I'expressid de la isoforma és elevada en relacié a I'expressid
de CD8&4 total, essent gairebé la totalitat del CD84 expressat a la membrana; de la mateixa
manera que succeeix amb les linies de NK testades. Les cél-lules NKT (CD3'CD16°CD56") tenen
una expressié de CD84 global més elevada que les NK, perd en canvi 'expressié de la isoforma

és molt similar en ambdues poblacions de cel-lules NK.

Quant a les cél-lules T reguladores (CD4'CD25FoxP3’), les quals han estat relacionades en
autoimmunitat per diversos autors (Costantino et al., 2008), (Wraith et al., 2004), (Bacchetta et
al., 2007), (Cvetanovich and Hafler, 2010), tant el nivell de CD84 total com el de la isoforma és
elevat, existint molta variabilitat d’ambdds parametres entre individus. En les cel-lules T CD4+,
les celllules memoria expressen més la proteina total que les celllules verges
(CD3'CD4'CD45R0™), mentre que la isoforma s’expressa de manera similar en ambdues
poblacions. En les cel-lules T CD8+, I'expressid de CD84 és considerablement més alta en
cél-lules efectores memoria (CD8'CD45RA'CCR7) que en céllules centrals memoria
(CD8'CD45RACCR7"), com també ho és I'expressid de la isoforma. En canvi, les cél-lules verges
(CD8'CD45RACCR7"), tot i tenir una expressié de CD84 total similar a les cél-lules efectores
(CD8'CD45RA’CCR7), tenen una expressié de CD84_A5,6 més elevada que aquesta.

De forma global, les subpoblacions amb una expressié de CD84 més elevada correspon a les
cél-lules de llinatge mieloide i a les cel-lules NKT, mentre que la isoforma es troba més

expressada a les cel-lules NK en relacié a la proteina total.
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CD84 CD84A5,6
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[l Cel-lules B B1 (CD5-)
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Cél-lules T CD4 . Cél-lules naive (CD45ROlow)

B cél'lules memoria (CD45ROhigh)

- Cel-lules efectores memoria (CD45RA- CCR7-)
Il cellules centrals memdria (CD45RA- CCR7+)

Cél-lules T CD8

e

B Cel.ules efectores (CD45RA+ CCRY7-)
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-

FIGURA 32: Expressio de CD84 total i de CD84_A5,6 en les diferents subpoblacions de PBMCs. A la columna de
I'esquerra es mostra I'expressié de la isoforma CD84_A5,6, mentre que els grafics de la dreta mostren I'expressié de

la proteina total.
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1.3.4. Expressio de la isoforma CD84 A5,6 en melsa

En els diferents estadis del desenvolupament de les céel-lules B de la melsa es troba una
expressio diferencial tant de CD84 total com de la isoforma. Les cel-lules transicionals T1
(CD19%, CD10%, CD38™, CD21), (Figura 33) és a dir, les cél-lules B immadures que ja han
adquirit la capacitat de recircular, difereixen de les cél-lules transicionals T2 (CD19*, CD10",
CD38"™, CD21%), localitzades als fol-licles, en I'expressié de CD84 total. Aquestes ultimes tenen
una expressid més alta tant de la proteina total com de la isoforma. Quant a la relacié de
I’expressié entre la proteina total i la isoforma, el valor és similar en ambdues subpoblacions,

sent pel cas de les cél-lules T1 de 2,5; lleugerament superior al de les T2, que és de 2,3.

En les cel-lules verges madures localitzades a la melsa (CD38'/'°W,CD19+,IgD+), es troba una
expressio de proteina total important en ambdds casos, incrementant-se en aquelles cel-lules
que evolucionen cap a cél-lules pre-centre germinal. En aquest estadi (CD38",CD19",IgD"), tant
el nivell de proteina total com d’isoforma incrementen considerablement, essent I'augment de
CD84_A5,6 més important que el de CD84. Aixi doncs, la proporcié de I'expressid varia de 2,7
en les cel-lules naive a 1,85 en les cel-lules pre-centre germinal. Quan la cél-lula esdevé cel-lula
de centre germinal (CD387°%,CD19%,1gD’), I'expressié de CD84 es modera tornant a uns nivells
similars als de la cel-lula verge. La isoforma també disminueix la seva expressid, donant lloc a

un augment de la proporcié CD84/CD84_A5,6 fins a 4,28.

En el cas de les cel-lules de la zona marginal, aquestes mostren una expressidé de la proteina
total notablement superior a les cel-lules fol-liculars, mentre que en el cas de la isoforma, la

diferéncia practicament no existeix, donant lloc a una variacio en el ratio de 2,5 a 5.

Per Ultim, en el cas de les cél-lules memoria “switched” (CD19°CD27°IgD’) en front les
“unswitched” (CD19°CD27%1gD"), aix0 és, les cél-lules que ja han fet el canvi de classe respecte
les que no I'han fet, tenen una expressié de CD84 total similar, amb una expressid
lleugerament superior per part de les cél-lules que han fet el canvi de classe. En el cas de la
isoforma, la diferencia entre ambdues subpoblacions és lleugerament superior, mantenint-se
una expressio superior en les cel-lules unswitched. Mentre que les cel-lules switched tenen una
proporcié de 4,32, a les cel-lules unswitched I'expressid de la isoforma és lleugerament

superior, donant lloc a un valor proporcional de 3,88.
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CD84 CD84_A5,6
MFI: 68,7 MFI: 27,4
MFI: 147 MFI: 64,3
MFI: 100 MFI: 54,0
MFI: 73,6 MFI: 17,2
MFI: 29,6 MFI: 11,9
MFI: 84,5 MFI: 16,7
MFI: 81,7 MFI: 18,9
MFI: 136 MFI: 35,0
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H Transicionals T1
M Transicionals T2

B Naive
[l Pre centre germinal
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. Ceél-lules fol-liculars
B zona marginal

B cellules switched
[ cél'lules unswitched

FIGURA 33: Expressié de CD84_A5,6 i de CD84 total en les diferents subpoblacions de melsa estudiades. A la

columna de I'esquerra es mostra I'expressio de la isoforma CD84_A5,6, mentre que els grafics de la dreta mostren

I’expressid de la proteina total.
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FIGURA 34: Activacid de linies cel-lulars amb els estimuls corresponents a temps 0 (1,2) 2 (3,4), 6 (5,6) i 24 h (7,8). El
primer pou correspon al plasmid de la isoforma CD84_A5,6. Els estimuls van ser IL-2 a una concentracié de 100 U/ml per

les cél-lules YT, a-CD3 a una concentracid de 0.5 pug/ml i a-CD28 a una concentracié de 2 pug/ml per les cél-lules Jurkat i a-

Resultats

2. EXPRESSIO DE CD84 EN CEL-LULES ACTVADES

2.1. LES ISOFORMES DE CD84 S’EXPRESSEN DE MANERA DIFERENT AMB
L’ACTIVACIO EN LES LINIES CEL-LULARS TESTADES

L’activacié de diferents linies cel-lulars de cadascun dels llinatges estudiats a diferents temps
amb els estimuls corresponents van mostrar que el nivell d’ARNm corresponent a diferents
transcrits de CD84 varien de manera diferent amb I’activacié en cadascuna de les linies (veure
figura 34). La linia cel-lular YT, en la qual gairebé la totalitat del CD84 és CD84_A5,6, augmenta
el nivell d’ARNm del gen d’interés en ser activada amb IL-2. Aquest increment es fa més
evident a temps d’activacié més llargs. En les cel-lules Jurkat, I'activacié amb a-CD3 i a-CD28,
fa que la quantitat d’ARNm corresponent a les variants CD84_FL i CD84_A5, disminueixin a
favor de l'increment del de CD84_A5,6.. En el model de cél-lules B representat per les cel-lules
Ramos, l'activaci6 amb a-IgM fa que s’incrementi la quantitat d’ARNm de la isoforma

CD84 _A5,6, mentre que el nivell d’ARNm corresponent a la resta d’isoformes es mantenen

igual.
YT JURKAT RAMOS
1 2 3 45 6 7 8 1 2 3 45 6 7 8 1 2 3 45 6 7 8
— —— - _—— _—— e —

IgM a una concentracié 0.5 pg/ml per les cél-lules Ramos.
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2.2. LES ISOFORMES DE CD84 S’EXPRESSEN DE MANERA DIFERENT EN PBMCS
ACTIVADES

CD25 és la cadena o del receptor de la IL-2. Es un marcador de I"activacié de cél-lules T a temps
llargs. En aillar PBMCs de voluntaris sans i activar les cél-lules T durant 72 hores amb a-CD3 a la
concentracié indicada anteriorment o amb PHA al 1%, es van obtenir els seglients resultats

(veure figura 35).

Amb a-CD3, es produeix una activacié directa el TCR i per tant les cél-lules sén directament
activades. Tant les cél-lules CD4+ com les CD8+ mostren una expressido de CD25 similar a 72
hores, amb un patré d’expressio bimodal. L'expressié de CD84 augmenta més notablement en
les cél-lules T CD4+ que en les T CD8+ a les 72 hores, de la mateixa manera que ho fa la
isoforma. D’aquesta manera, mentre que a t=0 trobem una relacié proteina total/isoforma de
2,75 en les cél-lules T CD4+ i de 5 en les cel-lules T CD8+; en activar les cel-lules amb a-CD3,
I’expressié de proteina total puja en relacié a la isoforma, donant un ratio de 8 a les cel-lules T

CD4+ide 6 ales cel-lules T CD8+.

Amb PHA, I'activacié es produeix per una activacid generalitzada del receptors cel-lulars.
L’activacié de les cél-lules és més elevada quant a I'expressio de CD25 en cel-lules T CD4+, pero
no en cél-lules T CD8+. Sorprenentment, I'expressié de CD84 disminueix amb l'activacié de
PHA a les 72 hores en les dues subpoblacions de cél-lules T estudiades, mentre que I'expressid
de la isoforma augmenta en ambdds casos. D’aquesta manera, en activar les cél-lules amb
PHA, I'expressio de la isoforma puja en relacid a la proteina total, donant un ratio de 1,5 a les

cel-lules T CD4+ide 2,5 a les cél-lules T CD8+.

115




Resultats

A CD25 CD84 CD84_A5,6
MFI: 14,5 MFI: 22,0 MFI: 8,05
, MFI: 240 MFI: 173 MFI: 21,5
Cél-lules T CD4*
CTL-
/. g
CD3 W =72h

MFI: 6,27 MFI: 40,5 | | MFI: 8,08

MFI: 264 MFI: 88,3 MFI: 14,3
Cél-lules T CD8* /‘
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PHA MFI: 6,27 MFI: 40,5 MFI: 8,08 B t=72h
| MFI: 259 MFI: 39,8 MFI: 15,5
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FIGURA 35: Activacié de PBMCs de voluntaris sans a les 72 hores amb A) a-CD3 a una concentracié de 0,5 ug/ml i B) PHA
al 1%. Els histogrames mostren I'expressié de CD25, CD84 i CD84_A5,6 en cél-lules T CD4" i cél-lules T CD8". L’histograma
en negre indica I'expressié del marcador corresponent a temps 0. A cada histograma es mostra el valor corresponent de

la MFI per a temps O (en negre) i per les 72 hores (vermell).

2.3. LES ISOFORMES DE CD84 S’EXPRESSEN DE MANERA DIFERENT EN

CEL-LULES B D’AMIGDALA ACTIVADES

En activar ceél-lules d’amigdala de voluntaris sans amb PMA i proteina A a 72 hores, I'expressio
de la proteina total de CD84 i de la isoforma CD84_A5,6 varia. Els resultats quant a I'expressio
de les cel-lules B, van ser els que es mostren a la figura 36. Amb PMA s’activa la via de les
MAPK a través de la proteincinasa C (PKC), el que incrementa I’activacié i la proliferacio de les
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cél-lules B. El que s’observa és que, mentre que la proteina total dobla el valor de la seva MFI,
la isoforma augmenta cinc vegades el valor de la seva intensitat mitjana de fluorescencia, de
manera que la proporcid de proteina total/isoforma passa de ser de 6,1 a 2,8. La proteina A
s’uneix amb una alta afinitat a les immunoglobulines presents a la membrana de les cel-lules B,
produint la seva activacié. D’aquesta manera, es produeix un augment de I'expressié de CD84
total i de la isoforma d’interes més moderat que en l'activacid anterior, essent la proporcié
proteina total/isoforma de 3,5; valor que indica un increment menor de l'expressié de

CD84_AS5,6.

CD84 CD84 _A5,6
MFI: 70.3 MFI: 11.5
MFI: 139 MFI: 49.1
PMA
CTL-
B =0
MFI: 70.3 MFI: 11.5 B t=72h
MFI: 121 MFI: 34.7
Prot A

FIGURA 36: Activacié de les cel-lules d’amigdala de voluntaris sans a 72 hores amb PMA a una concentracié de 0,1
ng/ml i proteina A al 1%. L’histograma en negre indica I'expressié del marcador corresponent a temps 0. A cada

histograma es mostra el valor corresponent de la MFI per a temps 0 (en negre) i per les 72 hores (vermell).

3. ESTUDIS FUNCIONALS

3.1. LA ISOFORMA CD84_A5,6 TE UNA SENYALITZACIO DEFICIENT CAP A
L'INTERIOR DE LA CEL-LULA

Per tal d’estudiar si la senyalitzacid de la isoforma CD84_A5,6 estava afectada, es van
transfectar cel-lules Jurkat amb les isoformes CD84 FL i CD84_A5,6, prenent com a control

cél-lules Jurkat sense transfectar (Mock), i emprant com a activadors a-CD3 i a-CD28 a les
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concentracions optimes. Els resultats quant a I'expressiéo de CD69 a 6h (37A) i a 24 h (37B), es
veuen a la figura 35. L'expressié de CD25 com a marcador d’activacié també es va testar, pero
no va oferir resultats significatius. Es va comprovar també la secrecié de IL-2 a les 24 hores en

els sobrenedants de les cel-lules (veure figura 37C).

CD69 és un marcador de I'activacid de cel-lules T. El que s’observa a les 6 hores (veure figura
37A), és que sense activadors, ambdues isoformes es comporten de manera similar entre elles
i igual que el control de transfeccié. En afegir a-CD3 a una concentracié de 0.5 pg/ml,
s’observa que el transfectant CD84_FL té una activacié major que CD84_A5,6. Amb la doble
activacié (a-CD3 a la concentracié indicada i a-CD28 a 2 pg/ml), I'expressié de CD69 de tots els

transfectants es veu incrementada, essent més alta I'expressié de CD69 en CD84_A5,6.

A les 24 hores (veure figura 37B) es veu una expressid similar en tots tres transfectants no
activats, amb una activacid lleugerament superior per part de CD84 FL. En activar els
transfectants amb a-CD3, s’observa una tendéncia idéntica dels tres transfectants, mentre que

amb la doble activacié I'expressio de CD69 en el transfectant CD84_A5,6 és molt més alta que

la de CD84 FL.
MOCK
== CD84_FL
A B B CD84 D56
60- 80-
_ 801
i 404 i
= =
- = 401
a a
O 20+ O
* 20- -
ol Ml 0
MEDI CcD3 CD3+CD28 MEDI CcD3 CD3+CD28

FIGURA 37: Estudis funcionals de les isoformes de CD84 en transfectants estables de cél-lules Jurkat com a model de
cél-lula T. A la figura A es veu l'activacio de les cel-lules, expressada en termes de la MFI de CD69, en diferents
condicions (sense activadors, amb a-CD3 a 0,5 pug/ml i amb a-CD3 i a-CD28 a 2 ug/ml) a les 6 hores. A la figura B es

veu l'activacio de les cel-lules en les mateixes condicions a 24 hores.

Quant a I'expressié de IL-2 (Veure figura 38) en els sobrenedants dels cultius 24 hores després
de I'activacio, els valors trobats en els tres transfectants sén similars quan aquests no sén
activats, o quan sén activats amb a-CD3. Amb la doble activacid, la secrecié de IL-2 augmenta

dramaticament en ambdues isoformes, essent molt més alt en el transfectant de CD84_FL. En
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el cas de CD84_A5,6, la doble activacié déna lloc a una secrecié de IL-2 molt similar a la de les

cel-lules sense transfectar.

4001+
—  300- MOCK
__E_ m CD84 FL
2 2001 T == CD84 D56
o
4

1004 T

MEDI CcD3 CD3+CD28

FIGURA 38: Representacio de la concentracio de IL-2 (en pg/ml) en cadascun dels transfectants activats a 24 hores
en les condicions indicades anteriorment (sense activadors, amb a-CD3 a 0,5 pug/ml i amb a-CD3 i a-CD28 a 2

pg/ml).

En els assajos d’activacié amb transfectants de cel-lules Jurkat per a les isoformes CD84_FL i
CD84_A5,6, es va analitzar I'expressido de CD84 a les 6h (veure figura 39A) i a les 24 hores

(veure figura 39B) en les diferents condicions d’activacid descrites a I'apartat anterior.

Els resultats d’expressié a 6 hores demostren que inclis en condicions basals, I'expressio de
CD84 en el transfectant CD84 A5,6 és molt més elevada que la de CD84_FL, i aquesta
lleugerament superior a la del mock. En incubar les cel-lules amb a-CD3, I'expressié de
CD84_FL es manté al mateix nivell, mentre que la de CD84_A5,6 augmenta considerablement.
Aquest efecte s’incrementa en afegir a-CD28, condicions en les que també augmenta de

manera important I'expressié de CD84 FL.

A les 24 hores l'expressid6 de CD84 augmenta dramaticament en totes les condicions
d’activacio pel transfectant CD84 A5,6 (veure canvi d’escala de la MFI), arribant a quadriplicar
el seu valor amb I’activacié de a-CD3 i a-CD28. En el cas del CD84 FL es manté amb valors

similars dels de I'expressio a 6 hores i propers als valors del MOCK.
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FIGURA 39: Estudis de I'expressié de CD84 (expressada en termes de MFI) en transfectants estables de cel-lules
Jurkat com a model de cél-lula T per a les isoformes CD84 FL i CD84_A5,6, emprant un transfectant mock com a
control. A la figura A es veu I'expressié dels transfectants en diferents condicions (sense activadors, amb a-CD3 a 0,5
pg/ml i amb a-CD3 i a-CD28 a 2 ug/ml) a les 6 hores. A la figura B es veu com I'expressié de CD84 augmenta de

manera molt significativa en el cas del transfectant CD84_AS5,6.

Els efectes observats per citometria de flux de les cel-lules activades 24 hores es corroboren
també per immunofluorescéncia. A la figura 40 s’observa com els transfectants que només van
ser incubats amb medi mostren una expressid similar, amb una intensitat de CD84 total
lleugerament superior pel cas del transfectant CD84_A5,6. En estimular les cél-lules amb a-
CD3, s’observa que en el cas de CD84 FL la proteina esta homogéeniament repartida pel
citoplasma i la membrana de totes la cél-lula per igual, mentre que en el cas del transfectant
CD84_AS5,6, es veu com la proteina es concentra en petits clusters a la membrana cel-lular. En
afegir el doble estimul, aquest efecte es fa més evident, donant lloc a un marcatge
principalment citoplasmatic en el cas del transfectant CD84_FL i a un marcatge puntejat en el

cas de CD84_A5,6.

3.2. LA ISOFORMA CD84 A5,6 S'INTERNALITZA DE MANERA DEFICIENT
RESPECTE CD84

Els estudis d’activacio de cel-lules Jurkat transfectades amb les diferents isoformes explicats als
dos apartats anteriors, demostraren que la isoforma CD84_A5,6 té una expressid més alta
després de I'activacié que la resta d’isoformes. Aix0 va fer pensar que probablement el fet de
mancar-li la cua citoplasmatica amb les quatre tirosines, donaria lloc a un reciclatge deficient

de la proteina i en conseqgiiéncia, d’'una acumulacié a la membrana. Per tal de demostrar si
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aix0 era cert, es van fer diversos estudis d’internalitzaci6 amb diferents procediments de
citometria, com ara I'Us de l'aparell Amnis, que combina la citometria de flux amb la
microscopia de fluorescéncia i permet veure la localitzacié de la proteina marcada en una
cél-lula. L'experiment consistia en activar les cél-lules amb els mateixos estimuls que en els
apartats anteriors durant 2 hores. El resultat obtingut demostra que les cel-lules Jurkat
transfectades amb la isoforma CD84 A5,6 tenen una internalitzaci6 més baixa que les
transfectades amb CD84 FL, en condicions normals, fet que s’incrementa amb |'activacid
(veure figura 40). El mateix resultat s'observa amb experiments de citometria convencional,
on, assumint que a temps 0 no hi ha internalitzacid, es calcula el percentatge de proteina

internalitzada en les diferents condicions d’activacio (veure figura 41).

100-
e CD84_FL

80- ® CD84_A56

20+ ]
L]

MEDI cD3 CD3 +CD28
Condicions d'activacio

Valor d'internalitzacié

CD84 FL
t=0

a-CD3 +
a-CD28

FIGURA 40: A) Grafic on es mostra la internalitzacié del transfectants estables de les isoformes CD84 FL i CD84_A5,6 en
cél-lules Jurkat, en termes del valor d’internalitzacié obtingut amb I'aparell Amnis. En condicions normals ambdues
isoformes tenen el mateix grau d’internalitzacié. En activar les cél-lules amb a-CD3, la internalitzacié de la isoforma CD84
FL augmenta, mentre que la isoforma CD84 A5,6 ho fa de manera molt timida. Aquesta tendéncia es fa més evident en
afegir el segon estimul, on la isoforma CD84 FL s’internalitza amb un valor molt més alt que la isoforma CD84 A5,6, que es
manté amb uns valors propers a les condicions basals. B) Imatges obtingudes amb Amnis Image Stream on s’observa una
ceél-lula Jurkat transfectades amb les isoformes CD84 FL i CD84_A5,6, en la que s’ha marcat la membrana amb CD45 (verd)

i la proteina CD84 (vermell), a 0i 120 min amb diferents condicions d’activacié.
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FIGURA 41: Experiment representatiu on s’expressa el percentatge de proteina CD84 internalitzada en condicions basals,
amb a-CD3 i amb la doble activacié de a-CD3 i a-CD28, en cel-lules Jurkat transfectades establement amb les isoformes
CD84_FL i CD84_AS5,6. La proteina internalitzada ha estat calculada com el valor de la MFI a temps 2 hores menys la MFl a
temps 0 dividit entre el valor de la MFI a temps 2 hores. Es veu com el transfectant CD84_FL té un percentatge de

proteina internalitzada notablement superior al de la isoforma CD84_AS5,6.

4. ESTUDI DE L’EXPRESSIO DE CD84 | DE LA ISOFORMA CD84 A5,6 EN

MALALTIES AUTOIMMUNES

Deu pacients de LES i dotze d’AR van participar en I'estudi de I'expressié de CD84 i de la isoforma
CD84_A5,6 en les diferents subpoblacions de PBMCs analitzades a I'apartat 2.2. Els resultats
obtinguts van ser comparats amb els valors d’expressié dels mateixos parametres de dotze
voluntaris sans. Els resultats es mostren a continuacié en termes de la relacié entre I'expressié de
la proteina total de CD84 en front I'expressié de la isoforma, tant del percentatge com de MFI.
També es representa el percentatge en termes absoluts de cadascuna de les poblacions

estudiades.

D’altra banda, s’"ha comparat I'expressié de CD84 amb un altre membre de la familia SLAM, NTBA,
el qual ha estat assenyalat com una proteina implicada en algunes malalties autoimmunes.

Aguests resultats es mostren també en termes de percentatge i MFI.
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4.1. CEL-LULES B

A les cél-lules B2, la relacié entre la proteina total i la isoforma (veure figura 42A) és
notablement més baix en els pacients de LES, el que indica una expressio relativa de la
isoforma més alta. En termes de MFI (veure figura 42B), aquesta diferéencia es fa significativa.
En canvi, en els malalts d’AR els valors tant en percentatge com en MFI sén similars als dels
voluntaris sans. Els percentatges de la subpoblacié (veure figura 42C) mostren un patrd

heterogeni sense diferencies significatives en cap de les dues malalties.

A les cél-lules B1, el valor relatiu de I'expressio de la isoforma CD84_AS5,6, és significativament
més elevat en els malalts de LES, el que ddna lloc a un valor de la relacié significativament més
baix que el dels voluntaris sans, tant en percentatge (veure figura 42D) com en MFI (veure
figura 42E). No s’observen diferéencies significatives en les mostres d’AR. Quant als
percentatges absoluts de la subpoblacié (veure figura 42F), els valors sén similars entre

voluntaris sans i malalts.
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FIGURA 42: A) Relacio entre el percentatge d’expressié de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans , pacients de
LES i pacients d’AR a les ceél-lules B2. B) Relacié entre el valor de la MFI de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans ,
pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules B2. C) Percentatge absolut de cél-lules B2 en voluntaris sans, pacients
amb LES i pacients amb AR. D) Relacidé entre el percentatge d’expressio de CD84 total i la isoforma en voluntaris
sans, pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules B1. E) Relaci6 entre el valor de la MFI de CD84 total i la isoforma
en voluntaris sans, pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules B1. F) Percentatge absolut de cél-lules B1 en

voluntaris sans, pacients amb LES i pacients amb AR. El valor de P indica les diferéncies significatives entre grups.
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Quant a I'expressio de CD84, no s’observen diferéncies en els percentatges de les cél-lules B2
(veure figura 43A). En els valors de MFI (veure figura 43B), s’observa una tendencia d’expressié
més baixa tant en els malalts de LES com en els d’AR, tot i que no és significativa. L’expressié
de NTBA (veure figura 43C), és d’aproximadament el 100% pels tres grups de voluntaris
estudiats, mentre que els valors de la MFI (veure figura 43D), segueixen la mateixa tendéncia

que per CD84, sense arribar a diferencies significatives en relacié als voluntaris sans.
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FIGURA 43: A) Valor del percentatge de I'expressio de CD84 en les cel-lules B2 de pacients sans, pacients amb LES i pacients
amb AR. B) Valor de la MFI de I'expressio de CD84 en les cel-lules B2 de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. C)
Valor del percentatge de I'expressié de NTBA en les cél-lules B2 de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. D)
Valor de la MFI de I'expressié de NTBA en les cél-lules B2 de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. E) Valor del
percentatge de I'expressid de CD84 en les cel-lules B1 de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. F) Valor de la
MFI de I'expressio de CD84 en les cél-lules B1 de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. G) Valor del percentatge
de I'expressid de NTBA en les cel-lules B1 de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. H) Valor de la MFI de
I'expressid de NTBA en les cél-lules B1 de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. El valor de P indica les

diferencies significatives entre grups.

4.2. CEL-LULES NK

Les ceél-lules NK presenten diferéncies interessants en les dues malalties estudiades. En termes
de percentatge (veure figura 44A), les cél-lules NK de malalts de LES tenen un valor de la
proporcié entre proteina total i isoforma significativament més baix que el dels voluntaris sans,
mentre que els malalts que pateixen AR tenen un percentatge relatiu més baix d’isoforma, i en

conseqliencia, un valor del ratio significativament més elevat. En termes de MFI (veure figura
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44B), la tendéncia es manté en els valors de I'expressié d’ambdues patologies. Quant al
percentatge absolut de la subpoblacié de cel-lules NK (veure figura 44C), existeixen diferencies

en la subpoblacié de malalts d’AR, amb menys cél-lules NK totals que els voluntaris sans.

Les cel-lules NKT presenten diferéncies en els valors de la proporcié dels percentatges en
malalts de LES respecte voluntaris sans (veure figura 44D), mentre que en AR els valors son
similars al grup de referéncia. Quant als valors de MFI (veure figura 44E), les diferencies dels
valors entre voluntaris sans i malalts de LES es fan més evidents, mentre es conserva la igualtat
amb els malalts d’AR. Els valors dels percentatges de les subpoblacions son similars en els tres

casos (veure figura 44F).
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FIGURA 44: A) Relacié entre el percentatge d’expressié de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans , pacients de LES
i pacients d’AR a les cel-lules NK. B) Relacié entre el valor de la MFI de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans,
pacients de LES i pacients d’AR a les cel-lules NK. C) Percentatge absolut de cél-lules NK en voluntaris sans, pacients
amb LES i pacients amb AR. D) Relacié entre el percentatge d’expressié de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans,
pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules NKT. E) Relacié entre el valor de la MFI de CD84 total i la isoforma en
voluntaris sans, pacients de LES i pacients d’AR a les cel-lules NKT. F) Percentatge absolut de cel-lules NKT en

voluntaris sans, pacients amb LES i pacients amb AR. El valor de P indica les diferéncies significatives entre grups.

En I'expressié de CD84 en cel-lules NK no s’observen diferencies significatives ni en el cas del
percentatge (veure figura 45A) ni en la MFI (veure figura 45B), tot i que ens aquesta uUltima
s’observa la mateixa tendéncia que es veu en el grafic de la proporcié entre la proteina total i

la isoforma (veure figura 45B). En el cas del receptor NTBA, el valor de I'expressio és en els tres
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casos del 100% (veure figura 45C), mentre que no s’observen diferencies significatives en els

valors de MFI (veure figura 45D).

En cel-lules NKT, el percentatge de CD84 de les cél-lules dels malalts d’AR té un valor

significativament més baix que els voluntaris sans (veure figura 45E), fet que es manté en el

valor de la MFI (veure figura 45F). Quant a NTBA, no s’observen diferencies significatives ni en

percentatge (veure figura 45G) ni en MFI (veure figura 45H).

CD3-CD16+CD56+

CD3+CD16+CD56+

% CD84

% CD84

Cél-lules NK B Céllules NK
250
[ [y i
] B 200
LT =
[ —a— _..:.;A_ B 180 .
M ' a ° . +
.Il E 100 1 f. “‘
" A s o T
ot it i“
u 14
& ] & o
PR £ e F
Cél-lules NKT F Cél-lules NKT
150 P=0.02 400 P=0.01
_ —_—
i
00 .
100 Engn . 3
Ay i s ] .
. Tt~ 0 w M -
rs = e L
50 “ H .t u 1
100{ e [ ETvYLa

% NTBA

Cél-lules NK D Cél-lules NK
110 2000
1001 mempe- PR AL 1600, .
<<
o m
Ii 1000
I = .
500- .
. LR
70 . .¢... e 1}—;7
N un el
A & & &
N Céllules NKT
Céllules NKT H cliules
1o 2000
100 somessme.  —mpgmE— revereey
.
ol ® z 1500 .
N
80 Z 1000
70 H . [ VS
500{  we® P LI i,
60 i 14 g @
- ia
. . : .
5 & & & & ¢

FIGURA 45: A) Valor del percentatge de I'expressio de CD84 en les cél-lules NK de pacients sans, pacients amb LES i pacients

amb AR. B) Valor de la MFI de I'expressié de CD84 en les cel-lules NK de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR.

C) Valor del percentatge de I'expressio de NTBA en les cél-lules NK de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. D)

Valor de la MFI de I'expressio de NTBA en les cel-lules NK de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. E) Valor del

percentatge de I'expressidé de CD84 en les cel-lules NKT de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. F) Valor de la

MFI de I'expressid6 de CD84 en les cel-lules NKT de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. G) Valor del

percentatge de I'expressid de NTBA en les cel-lules NKT de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. H) Valor de la

MFI de I'expressié de NTBA en les cél-lules NKT de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. El valor de P indica les

diferencies significatives entre grups.

4.3. CEL-LULES T CD4+

En les cel-lules T col-laboradores, s’ha estudiat I'expressié de CD84 i de la isoforma tant en les

cél-lules verges com en les cél-lules memoria. En ceél-lules verges no hi ha diferéncies en la

relacié dels percentatges de proteina total i isoforma (veure figura 46A). En MFI en canvi

(veure figura 46B), el valor en els malalts de LES és més baix que el dels voluntaris sans, mentre
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qgue en malalts d’AR s’observa un valor similar que en el grup control. El percentatge del
nombre de cél-lules T CD4+ verges per als malalts de LES és lleugerament inferior, sense
arribar a ser significatiu, mentre que els malalts d’AR presenten un nombre similar als

voluntaris sans (veure figura 46C).

Les ceél-lules memoria no presenten diferencies quant a la relacidé en percentatge (veure figura
46D), pero si en termes de MFI (veure figura 46E). En aquest cas, les cel-lules del malalts de LES
tenen una relacié de proteina total/isoforma significativament més baixa que els individus
sans. Quant al nombre de cel-lules, el percentatge en malalts d’AR és lleugerament superior al

dels individus sans, sense arribar a ser significatiu (veure figura 46F).
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FIGURA 46: A) Relacio entre el percentatge d’expressié de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans , pacients de LES
i pacients d’AR a les cél-lules T CD4" verges. B) Relacié entre el valor de la MFI de CD84 total i la isoforma en
voluntaris sans, pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules T CD4" verges. C) Percentatge absolut de cél-lules T CD4"
verges en voluntaris sans, pacients amb LES i pacients amb AR. D) Relacié entre el percentatge d’expressié de CD84
total i la isoforma en voluntaris sans, pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules T CD4" memoria. E) Relacié entre el
valor de la MFI de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans, pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules T CD4"

memoria. F) Percentatge absolut de cél-lules T CD4" memoria en voluntaris sans, pacients amb LES i pacients amb AR.

El valor de P indica les diferencies significatives entre grups.

El percentatge de cél-lules positives per CD84 en cél-lules verges no presenta diferencies
significatives en cap cas (veure figura 47A), com tampoc el valor de MFI (veure figura 47B). No
existeixen diferencies tampoc per NTBA, ni de percentatge (veure figura 47C), ni de valor de

MFI (veure figura 47D). Les cél-lules T CD4+ memoria dels pacients de LES tenen un valor de
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I'expressié de CD84 en quant a percentatge (veure figura 47E) significativament més elevat
gue els pacients sans, mentre que els pacients d’AR mantenen uns valors similars al grup
control. En termes de MFI (veure figura 47F) no es veuen diferencies entre els grups estudiats.
L'expressié de NTBA no mostra diferéencies significatives ni en termes de percentatge (veure

figura 47G) ni de MFI (veure figura 47H).
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FIGURA 47: A) Valor del percentatge de I'expressié de CD84 en les cél-lules T CD4" verges de pacients sans, pacients amb LES
i pacients amb AR. B) Valor de la MFI de I'expressié de CD84 en les cél-lules T CD4" verges de pacients sans, pacients amb LES
i pacients amb AR. C) Valor del percentatge de I'expressié de NTBA en les ceél-lules T CD4" verges de pacients sans, pacients
amb LES i pacients amb AR. D) Valor de la MFI de 'expressié de NTBA en les cél-lules T CD4" verges de pacients sans, pacients
amb LES i pacients amb AR. E) Valor del percentatge de I'expressié de CD84 en les cél-lules T CD4" memoria de pacients sans,
pacients amb LES i pacients amb AR. F) Valor de la MFI de I'expressié de CD84 en les cél-lules T CD4* memoria de pacients
sans, pacients amb LES i pacients amb AR. G) Valor del percentatge de I'expressié de NTBA en les cél-lules T CD4" memoria de
pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. H) Valor de la MFI de I'expressié de NTBA en les cél-lules T CD4" memoria

de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR.

4.4. CEL-LULES T REGULADORES

En percentatge (veure figura 48A), a les cél-lules T reguladores, es diferencien dos grups en els
malalts de LES: un que té nivells d’isoforma molt baixos o practicament nuls, i un altre en el
que practicament la totalitat del CD84 que s’expressa a la membrana pertany a la isoforma.
Aqguest fet no s’observa ni en individus sans ni en malalts d’AR. En MFI (veure figura 48B)
també s’observa aquesta tendéencia. Tot i aix0 en cap dels dos casos existeixen diferéncies
significatives entre els grups estudiats. Tampoc s’observen diferéncies en el nombre de

cél-lules de cada subpoblacid (veure figura 48C).
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FIGURA 48: A) Relacio entre el percentatge d’expressié de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans , pacients de LES i
pacients d’AR a les cél-lules T reguladores. B) Relacioé entre el valor de la MFI de CD84 total i la isoforma en voluntaris
sans, pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules T reguladores. C) Percentatge absolut de cél-lules T reguladores en

voluntaris sans, pacients amb LES i pacients amb AR.

L'expressié tant de CD84 no presenta diferencies significatives ni en percentatge (veure figura

49A) ni en MFI (veure figura 49B), com tampoc I'expressié de NTBA (veure figures 49C-D).
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FIGURA 49: A) Valor del percentatge de I'expressié de CD84 en les cel-lules T reguladores de pacients sans, pacients amb LES
i pacients amb AR. B) Valor de la MFI de I'expressio de CD84 en les cél-lules T reguladores de pacients sans, pacients amb LES
i pacients amb AR. C) Valor del percentatge de I'expressié de NTBA en les cél-lules T reguladores de pacients sans, pacients
amb LES i pacients amb AR. D) Valor de la MFI de I'expressié de NTBA en les cél-lules T reguladores de pacients sans, pacients

amb LES i pacients amb AR.

4.5. CEL-LULES T CD8+

En les cél-lules CD8+ s’han estudiat també diferents subpoblacions. Les cél-lules que encara no
han estat exposades a un antigen dels malalts de LES, o cél-lules verges, mostren un valor de la
relacié proteina total/isoforma en percentatge (veure figura 50A) significativament més baix
que els voluntaris sans. En canvi, alguns subjectes del grup d’AR presenten uns nivells

d’isoforma més baixos que la resta del grup, tot i que les diferéncies no sén significatives. En el
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cas del valor de la MFI (veure figura 50B), s’observen les mateixes diferencies que en el cas

dels percentatges.

Quant al percentatge absolut de cél-lules verges (veure figura 50C), en els malalts d’AR hi ha
una disminucié significativa d’aquesta subpoblacid. Les cél-lules efectores dels malalts de LES
també mostren un valor més baix de la relacié proteina total/isoforma en percentatge (veure
figura 50D). Els malalts d’AR en canvi es diferencien en dos grups segons I'expressio relativa de
la isoforma en funcié de la proteina total. En termes de la MFI (veure figura 50E), els pacients
de LES mostren el mateix resultat que en el cas dels percentatges; i el valor del ratio dels
voluntaris d’AR és significativament més elevat que el del grup control. En termes absoluts, el
percentatge de cél-lules efectores no presenten diferencies significatives vers els voluntaris

sans, tot i que s’observa una tendéncia a la baixa en ambdues malalties (veure figura 50F).

Cél-lules CD8* verges

A Cél-lules CD8* verges B Cc Cél-lules CD8* verges
w 25 P=0.004
60 P=0.006 80 2 .
2 ' ! . B P=0.0005 . s M .
2 8 & P o -
3 a 3 & 15 .
CD8+CD45RA+CCR7+ & . 8 . o . - .
o = 40
2 o . a z % * .'." b _“:A_
- P i I O
4 A ° .
LN —l]i:'_ L N ol aadt 0 T " T
) o
N & N & 5 ¥ ¢
Al +
D Cellules CDB" efectores E Cél-lules CD8" efectores F Cél-lules CD8* efectores
“ P=0.03 60 P=0.05 2 25
) —_— N @ A 8 s
8 . 2 4 T o
3 T w g .o
g g P=0.0009 o 15 -
CD8+CD45RA+CCR7- ¢ o —_ 8 ., .
s = PR —— by
=1 o E o* =
5 2 2 [] A
= 2 g "
2 ol % -
I

FIGURA 50: A) Relacio entre el percentatge d’expressié de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans , pacients de LES
i pacients d’AR a les cel-lules T CD8" verges. B) Relacié entre el valor de la MFI de CD84 total i la isoforma en
voluntaris sans , pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules T CD8" verges. C) Percentatge absolut de cél-lules T
CD8" verges en voluntaris sans, pacients amb LES i pacients amb AR. D) Relacié entre el percentatge d’expressié de
CD84 total i la isoforma en voluntaris sans, pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules T CD8" efectores. E) Relacié
entre el valor de la MFI de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans, pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules T
CD8" efectores. F) Percentatge absolut de ceél-lules T CD8" efectores en voluntaris sans, pacients amb LES i pacients

amb AR. El valor de P indica les diferencies significatives entre grups.
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Quant al percentatge de CD84 (veure figura 51A), les diferencies més significatives en les
cel-lules T CD8+ verges es troben amb els malalts d’AR, els quals tenen una expressid més
baixa que els voluntaris sans. No s’observen diferencies destacables en els valors de MFI
(veure figura 51B); ni tampoc en els percentatges (veure figura 51C) o MFI (veure figura 51D)
de NTBA. A la subpoblacié de cel-lules efectores, el percentatge de CD84 és més elevat en
malalts de LES (veure figura 51E), mentre que en els pacients d’AR no s’observen diferencies
significativament rellevants. Quant al valor de MFI (veure figura 51F), els valors dels tres grups
estudiats sén similars. El receptor NTBA mostra valors de percentatge molt propers a 100 en
tots els casos (veure figura 51G), mentre que en el valor de MFI no s’observen diferéncies

significatives (veure figura 51H).
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FIGURA 51: A) Valor del percentatge de I'expressié de CD84 en les cél-lules T CD8" verges de pacients sans, pacients amb
LES i pacients amb AR. B) Valor de la MFI de I'expressié de CD84 en les cél-lules T CD8" verges de pacients sans, pacients
amb LES i pacients amb AR. C) Valor del percentatge de I'expressié de NTBA en les cél-lules T CD8" verges de pacients sans,
pacients amb LES i pacients amb AR. D) Valor de la MFI de I'expressié de NTBA en les cél-lules T CD8" verges de pacients
sans, pacients amb LES i pacients amb AR. E) Valor del percentatge de I'expressié de CD84 en les cél-lules T CD8" efectores
de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. F) Valor de la MFI de I'expressié de CD84 en les cél-lules T CD8"
efectores de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. G) Valor del percentatge de I'expressié de NTBA en les
cél-lules T CD8" efectores de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. H) Valor de la MFI de 'expressié de NTBA
en les cél-lules T CD8" efectores de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. El valor de P indica les diferéncies

significatives entre grups.

Les cel-lules central memoria també han estat avaluades en aquest estudi. La representacid de
la relacié proteina total/isoforma en percentatge (veure figura 52A), no mostra diferéncies

significatives en els pacients de LES respecte als individus sans; pero si que ho fa el grup d’AR,
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on tot i ser un grup molt heterogeni, s’observen valors més elevats que el grup control. En el
cas del ratio en MFI (veure figura 52B), els pacients de LES tenen un valor més baix que els
grups control, mentre que els pacients d’AR tenen un valor similar als controls. Els
percentatges cel-lulars de les subpoblacions no mostren diferéncies en LES ni en AR (veure

figura 52C).
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FIGURA 52: A) Relacio entre el percentatge d’expressio de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans , pacients de LES
i pacients d’AR a les cél-lules T CD8" central memoria. B) Relacié entre el valor de la MFI de CD84 total i la isoforma en
voluntaris sans, pacients de LES i pacients d’AR a les cél-lules T CD8" central memoria. C) Percentatge absolut de
cél-lules T CD8" central memoria en voluntaris sans, pacients amb LES i pacients amb AR. D) Relacié entre el
percentatge d’expressié de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans, pacients de LES i pacients d’AR a les cel-lules T
CD8" efectores memoria. E) Relaci6 entre el valor de la MFI de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans, pacients de
LES i pacients d’AR a les ceél-lules T CD8" efectores memoria. F) Percentatge absolut de cél-lules T CD8" efectores
memoria en voluntaris sans, pacients amb LES i pacients amb AR. El valor de P indica les diferéncies significatives

entre grups.

En representar el percentatge de la proteina total CD84 de les cél-lules central memoria (veure
figura 53A), no s’observen diferéncies significatives en cap dels casos; pero si que es veuen
diferéncies entre voluntaris sans i pacients amb LES en la representacié de la MFI d’aquesta
proteina (veure figura 53B). La proteina NTBA presenta diferéncies en el percentatge de
cél-lules positives de malalts d’AR respecte els voluntaris sans (veure figura 53C). A la figura

54D s’observa que les diferéncies més importants es troben entre el grup control i els pacients

de LES. En les cél-lules efectores memoria els pacients de LES tenen I'expressié de CD84 més
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elevada quant a percentatge (veure figura 53E), mentre que el grup de pacients d’AR no
presenten diferéncies. En el cas de la MFI (veure figura 53F), no existeixen diferencies en els
grups estudiats. El valor del percentatge de NTBA veure figura 53G) és lleugerament més baix
en el grup de LES que en el control. Els valors de MFI de pacients de LES (veure figura 53H)
mostren també una disminucié significativa respecte el grup control. El grup d’AR no mostra

diferéncies ni de percentatge ni de MFI.
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FIGURA 53: A) Valor del percentatge de I'expressié de CD84 en les cél-lules T CD8" central memoria de pacients sans,
pacients amb LES i pacients amb AR. B) Valor de la MFI de I'expressié de CD84 en les cél-lules T CD8" central memoria
de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. C) Valor del percentatge de I'expressié de NTBA en les cél-lules T
CD8" central memoria de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. D) Valor de la MFI de I'expressié de NTBA
en les cél-lules T CD8" central memoria de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. E) Valor del percentatge
de I'expressié de CD84 en les cél-lules T CD8" efectores memoria de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR.
F) Valor de la MFI de I'expressi6 de CD84 en les cél-lules T CD8" efectores memoria de pacients sans, pacients amb LES i
pacients amb AR. G) Valor del percentatge de I'expressié de NTBA en les cél-lules T CD8" efectores memoria de
pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. H) Valor de la MFI de I'expressié de NTBA en les cel-lules T CD8"

efectores memoria de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. El valor de P indica les diferéncies

4.6. MONOCITS

La subpoblacié de monaocits, diferenciada dels limfocits per tamany (FSC) i granularitat (SSC) al
citometre, mostra una expressid significativament més important de la isoforma; i
conseqglientment un valor del quocient entre la proteina total i la isoforma més baix en malalts

de LES que en voluntaris sans, tant en percentatge (veure figura 54A) com en MFI (veure figura
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54B). Quant al nombre de monocits en els tres grups, no s’observen diferencies significatives

(veure figura 54C).
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FIGURA 54: A) Relacié entre el percentatge d’expressido de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans, pacients de LES
i pacients d’AR als monacits. B) Relacié entre el valor de la MFI de CD84 total i la isoforma en voluntaris sans, pacients
de LES i pacients d’AR als monocits. C) Percentatge absolut de monocits en voluntaris sans, pacients amb LES i

pacients amb AR.

Quant a I'expressio de CD84, no hi ha diferéencies ni en percentatge (veure figura 55A) ni en
MFI (veure figura 55B) entre els tres grups d’estudi. L'expressié de NTBA mostra una tendéncia
cap a un valor més baix de I'expressié en pacients d’AR, en percentatge (veure figura 55C) i en

MFI (veure figura 55D), sense arribar a ser significativament diferent al grup control.
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FIGURA 55: A) Valor del percentatge de I'expressiéo de CD84 en els monocis de pacients sans, pacients amb LES i pacients
amb AR. B) Valor de la MFI de I'expressié de CD84 en els monocits de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. C)

Valor del percentatge de I'expressié de NTBA en els monocits de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR. D) Valor

de la MFI de I'expressié de NTBA en els monocits de pacients sans, pacients amb LES i pacients amb AR.

134




Discussio

VII. DISCUSSIO
— ‘

135




136




Discussio

La identificacid del clister genétic Slelb del cromosoma 1 com el principal locus de
susceptibilitat al LES va fer que sorgissin estudis dirigits a identificar el paper dels membres
SLAM, situats en aquest locus, en el trencament de la tolerancia i I'aparicié de
I"autoimmunitat. En els ultims anys s’han acumulat nombroses evidencies que indiquen que
aquests receptors modulen processos d’activacié de limfocits claus en el desenvolupament de
malalties autoimmunes, com ara el desenvolupament de cel-lules NKT, la produccié de
citocines al timus i la periféria o la produccié d’anticossos dependent del centre germinal
(Cannons et al., 2010). Estudis genetics en families amb membres amb LES han demostrat
també una associacid entre el locus 1g23 amb una predisposicié al desenvolupament de la
malaltia (Cunninghame et al., 2008), (Zhong and Veillette, 2008). A més, I'analisi genetic i
genomic del locus Slelb va revelar un alt grau de polimorfisme. Estudis en ratolins van
permetre identificar i caracteritzar dos haplotips d’aquest locus: I'haplotip 1 en ratolins
C57BL/6 i soques relacionades; i I'haplotip 2 en ratolins BALB/c i altres soques que
desenvolupen el LES espontaniament (NZB/NZW, NZM2410) (Morel et al., 2010, Wandstrat et
al., 2004). Es va observar que ratolins congenits (B6.Sle1b) derivats de la soca NZM2410 (NZB x
NZW/F1) i C57BL/6, que conté el locus Slelb (haplotip 2) en el fons genétic de I'haplotip 1,

produeix nivells alts d’anticossos antinuclears.

Aguests polimorfismes dels gens de la familia SLAM també es tradueixen en I'expressid
diferencial d’isoformes generades per splicing alternatiu. Recentment s’han descrit diversos
casos de polimorfismes de receptors SLAM involucrats en el desenvolupament
d’autoimmunitat, com ara el treball que descriu una expressié alterada de dos receptors
SLAM, CD244 i CD319, i una expressio diferencial de les isoformes d’aquestes molécules en
pacients amb LES (Kim et al., 2010). Es en aquest context que ens varem plantejar la hipotesi
que l'expressid diferencial de CD84 i de les seves isoformes podria estar implicada en el

trencament de la tolerancia i el desenvolupament de I'autoimmunitat, concretament de LES.

En primer lloc es va fer un estudi de les diferents bases de dades que recollien els diferents
ESTs de la proteina. En aquestes es va veure que els transcrits més freqlients i que tenien
sentit biologic eren quatre (H1C22218.2, H1C22218.3, H1C22218.4 i H1C22218.5; que
corresponen respectivament a CD84_FL, CD84_A2,5, CD84_A5 i CD84_AS5,6), tres dels quals
(H1C22218.3, H1C22218.4 i H1C22218.5) coincidien amb altres ARNm que ja s’havien descrit a
altres treballs (Zaiss et al., 2003, Palou et al., 2000). Per aquest motiu es va decidir abordar

I'analisi dels ARNm de la manera més especifica possible. Inicialment es van dissenyar
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oligonucleotids especifics per a cadascuna de les variants aprofitant les unions dels exons
Uniques que cadascuna d’elles tenia, pero I'alt grau d’identitat entre elles no va permetre
I’analisi seguint aquest metode, per la qual cosa es va optar per optimitzar dues de les PCR que
ens permetien analitzar I'expressid dels quatre transcrits. Els estudis anteriors duts a terme al
nostre grup evidenciaven I'expressié de CD84 en diferents linies cel-lulars del sistema immune,
és per aquest motiu que es va decidir iniciar per aqui I'estudi de les isoformes. Els resultats
mostraren que hi havia una expressié diferencial de cadascuna de les variants esmentades en
les linies testades, tot i que el transcrit CD84_A2,5 mostra nivells baixos en tots els casos
(veure figura 26). Les variants també van ser detectades en les cel-lules primaries de sang
periférica com PBMCs, melsa i amigdala. Es va observar una tendéncia diferencial en cadascun
dels llinatges hematopoetics, la qual cosa suggereix que, almenys a nivell génic, CD84 podria
estar regulant processos importants de la resposta immune. Les bandes corresponents als
transcrits CD84_A2,5 i CD84_AS5 sén les que mostraren uns nivells més alts d’expressio genica
en tots els casos, i tenint en compte I'expressid del transcrit CD84_A2,5 a la PCR especifica per
a aquesta, es pot concloure que la major part de la banda observada a 308 pb correspon al
transcrit CD84_AS5. Aix0 indica que el transcrit CD84 A5 es troba més expressat a nivell génic
qgue el transcrit full length, la qual cosa explicaria que inicialment la proteina descrita com a
proteina integra fos la corresponent al transcrit CD84 A5 i no a CD84_FL (De la Fuente et al.,

1997).

La proteina CD84 té dues funcions; la interaccid homofilica a través del primer domini lg i la
funcié de molécula transmissora de senyals. En el primer cas, la interaccid totalment
independent de la seva cua citoplasmatica (Martin et al., 2001, Yan et al., 2007), déna lloc a
una activacié de les cel-lules T i una secrecid d’IFN-y i d’altres citocines. S’ha vist que aquesta
interaccid és clau entre cél-lules T i cél-lules B en la formacié de centres germinals i en

consequiéencia de la generacié de la immunitat humoral (Cannons et al 2010).

Degut a aix0, I'abséncia del primer domini Ig podria comprometre la funcionalitat de la
molécula i tenir conseqliencies per exemple en la formacid dels centres germinals, de manera
similar al que succeeix quan CD84 no esta present (Cannons et al., 2010), i en I'activacié de
cél-lules T i secrecié de citocines (Martin et al., 2001). Es el que succeiria si la isoforma
CD84_A2,5 estigués present a la membrana en quantitats importants. Aquesta isoforma esta
mancada dels exons 2 i 5. Mentre que I'exd 5 no semblaria tenir molta rellevancia a nivell

funcional, I'exd 2, que correspon al primer domini immunoglobulina de la proteina a través
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dels quals es produeixen les interaccions, tindria conseqiiéncies funcionals importants ja que
aquesta isoforma no podria unir-se homofilicament. En el nostre estudi hem conclos que
aquesta isoforma és detectable a nivell d’ARNm perd no a nivell de proteina. Una possible
hipotesi és que part del péptid lider forma part del segon exd, absent en aquesta isoforma. La
manca d’aquest fragment de peptid lider podria fer que la proteina no tingués la capacitat de
translocar a la membrana (veure figura 53). També es podria deure a un error en els

mecanismes de traduccio.

Ex6 1 Ex6 2 Ex6 3
k ik i} i ARNmM
CD84 FL Péptid lider Domini IgV Domini IgC2 .
I it il { Proteina
Exé 1 Ex6 3
W ------------------- L i ARNm
eptid lider
CD84 42,5 truncat I Domini IgV " Domini IgC2 , Proteina

FIGURA 53: Esquema de I'organitzacio dels exons de la part extracel-lular de dues de les isoformes de
CD84. Mentre que CD84 FL té el peptid lider complet, una part d’aquest es veu truncat en el cas de la
isoforma CD84_A2,5. Aixo podria fer que la proteina no tingués la capacitat de anar cap a la membrana

citoplasmatica

Degut a que el nostre interes en aquesta isoforma raia en les conseqiiéncies funcionals que
aquesta podria haver tingut a nivell de proteina, en veure que aquesta isoforma no

s’expressava a la membrana de les cél-lules es va decidir descartar-la de I'estudi.

L'altra funcid clau de CD84 consisteix en la senyalitzacié cap a l'interior de la cél-lula. Per fer-
ho, aquesta proteina conté quatre tirosines en la seva cua citoplasmatica, dues d’elles formant
part de motius ITSM. En cél-lules T, CD84 és rapidament fosforilada reclutant posteriorment la
proteina adaptadora SAP a través del motiu Y, (Deenick et al., 2010). S’ha demostrat que tot
i que CD84 no requereix SAP per a la fosforilacid, és imprescindible per la senyalitzacié cap a
I'interior de la cel-lula (Tangye et al., 2003). La unié de SAP a CD84 també és important per a
una bona formacié dels centres germinals (Cannons et al., 2010). Per aquest motiu, la

isoforma CD84_A5,6, en la qual la manca dels exons 5 i 6 produeix un canvi en la pauta de
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lectura que genera una cua citoplasmatica Unica i sense motius tirosina, podria veure

compromesa la seva funcionalitat de senyalitzacid.

Ceél-lulaT Cél-lulaB

Ceél-lulaT Cél-lulaB

COI o; Peptid-MHC
TCR il .
CD3
- E 2 .
- R __J

FIGURA 54: La preséncia de la isoforma CD84_A5,6 provocaria que la interaccio entre les cel-lules Ti B

no fos del tot efectiva ja que no es produiria una senyalitzacio cap a I'interior de la cél-lula.

Quant a nivell de proteina, la generacié de I'anticos especific contra la cua citoplasmatica de la
isoforma CD84_A5,6 i la posterior validacid tant en transfectants com en les diferents linies
cel-lulars de diferents llinatges, ha permes estudiar I'expressié d’aquesta isoforma en les
diferents subpoblacions de cel-lules de sang periferica. Els resultats demostren que I'anticos és
sensible a la deteccid de diferents nivells d’expressié de la isoforma, mostrant generalment,
una expressié d’aquesta notablement més elevada en monocits i en cel-lules memoria. Pero la
importancia d’una expressié elevada de la isoforma d’estudi rau en la seva relacié vers a la
proteina total. En aquest cas, les subpoblacions amb una expressié de CD84_A5,6 més elevada
en relacio a la proteina total sén les cel-lules NK i els monocits. Aquest fet podria estar indicant

un rol funcional important en aquestes subpoblacions, algunes de les quals, com les cel-lules
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NK, han demostrat tenir un paper important en el desenvolupament de I'autoimmunitat
(Schleinitz et al., 2010). Una expressio elevada de la isoforma es correspon amb unes cél-lules
activades, tal com demostren els estudis d’activacid in vitro duts a terme tant en linies
cel-lulars com en cultius primaris. Els nivells més baixos en canvi, es troben a les cel-lules B i les
cél-lules T CD4" naive. Aquest fenotip es correspon amb unes cél-lules que no han estat

activades.

A la melsa, la isoforma CD84_A5,6 també hi és present. Les cel-lules transicionals mostren
proporcions similars de proteina total/isoforma. En termes absoluts, les cél-lules T2 tenen una
expressio incrementada tant de CD84 com de CD84_A5,6, coincidint amb el que s’havia descrit
anteriorment (De Salort et al., 2011) pel cas de la proteina total. En el desenvolupament cap a
cel-lula de centre germinal, la proporcié d’aquesta vers la proteina total va canviant, indicant
una regulacio diferencial amb I'activacié. D’aquesta manera, quan la cél-lula esta en un estat
de cel-lula verge, la proporcié de la MFI entre la isoforma i la proteina total és d’'un 2,5. En el
seglient estadi d’activacid, les cél-lules pre-centre germinal mostren una expressié de la
isoforma augmentada, mentre que en les de centre germinal la proporcié de la isoforma cau
significativament, mostrant una relacié de MFI de proteina total/isoforma del 4,5. Aquest fet
pot deure’s a la importancia que té la senyalitzacié de CD84 en els centres germinals, on s’ha
vist que és clau per una bona interaccio entre la cel-lula T i la cél-lula B (Cannons et al., 2010).
Un increment de la isoforma en aquest tipus cel-lular per tant, produiria una senyalitzacioé de la
interaccid T:B deficient. En comparar les cel-lules dels fol-licles amb les de la zona marginal,
aquestes ultimes tenen una proporcio de la proteina total/isoforma que representa la meitat
respecte les cel-lules folliculars. Aquesta diferéncia es deu principalment a una expressié de
CD84 augmentada, ja que la isoforma expressa nivells similars en ambdds tipus cel-lulars. Les
cél-lules memoria unswitched representen una subpoblacié de cél-lules B involucrades en la
immunitat humoral independent de les cél-lules T contra determinats bacteris encapsulats
(Kruetzmann et al., 2003). Aquest tipus cel-lular mostra una expressié de CD84 més elevada
que les cél-lules que ja han fet el canvi de classe, o switched, mostrant ambdues una proporcié

similar del MFI proteina total/isoforma.

Per estudiar el comportament de les isoformes en front de I'activacio, es van triar tres linies
cel-lulars representatives de cadascun dels llinatges estudiats i es van estimular amb els
activadors corresponents durant 2, 6 i 24 hores. Els resultats mostren que I'expressio de

cadascuna de les isoformes varia amb I'activacid. Les cel-lules YT, que ja en condicions basals
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mostren que la isoforma CD84_A5,6 és gairebé la majoritaria detectable a nivell d’ARNm;
indiquen un augment notable de la seva expressid, fet que coincideix amb el que s’observa a
nivell de proteina. Les cél-lules Jurkat activades mostren una disminucié dels transcrits més
llargs a favor de I'increment del transcrit corresponent a la isoforma CD84_AS5,6. Per ultim, les
cel-lules Ramos, model de cél-lula B, també mostren un augment del transcrit CD84_AS5,6, en
aquest cas sense variar els nivells de la resta de transcrits. Aquests resultats mostren un

increment del transcrit CD84_A5,6 amb I’activacié.

Els estudis d’activacié amb cél-lules primaries també evidencien un augment de I'expressio de
la isoforma amb I'activacié. En PBMCs |’activaciéo amb a-CD3 a les 72 hores mostra un augment
important del CD84 total i de la isoforma, tant en cél-lules T CD4* com en cél-lules T CD8*. Amb
I’estimul del PHA curiosament, I'expressié de CD84 a les 72 hores no varia o inclis disminueix
lleugerament, mentre que la de la isoforma augmenta de manera important. Aquest fet podria
indicar que, mentre que l'expressi6 de CD84 podria estar regulada per les senyals
coestimulatories que la cél-lula rep, la preséncia de CD84_A5,6 no dependria d’estimuls
secundaris, rad per la qual la seva expressié es veuria augmentada inclds amb un estimul com
el del PHA. l'estudi de I'activacid de les cel-lules B d’amigdala mostra també un augment de
I’expressié tant de la proteina total com de la isoforma. Amb PMA I'activacié de la via de les
MAP cinases fa que I'activacio sigui més generalitzada i els nivells augmentin de manera més

important que en estimular amb proteina A.

En amigdala, la tendéncia es manté en activar les cel-lules amb proteina A i PMA, donant lloc a

un augment de I'expressié de la isoforma CD84_A5,6 respecte la proteina total.

Els estudis funcionals de les isoformes ens han donat més informacid sobre el comportament
diferent de CD84 FL i de CD84_A5,6 quant a activacid, amb una activacié lleugerament
superior de CD84_A5,6 quan les cél-lules sén estimulades amb a-CD3 i a-CD28, diferencia que
es fa més notable a les 24 hores. Sembla ser que les cél-lules en les que la presencia de
CD84_A5,6 és més important, estarien sobreactivades respecte les cél-lules no transfectades i
sobre les transfectades amb CD84_FL. Un altre fet funcional a destacar és la diferéncia en Ila
secrecié d’'IL-2. Els nivells de IL-2 secretada pel transfectant de CD84_A5,6 sén molt similars
als de les cel-lules no transfectades i molt inferiors als del transfectant CD84_FL, suggerint que
la isoforma CD84_AS5,6, tot i trobar-se sobreexpressada a la membrana cel-lular, no podria
establir funcions coestimulatories que donessin lloc a la secrecié de IL-2. L'estudi de

I'expressié de CD84 en les diferents condicions d’activacié va donar resultats sorprenents, ja
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gue es va veure un increment molt important de CD84 en el transfectant CD84_A5,6 amb la

doble activacio a les 24 hores, arribant a doblar I'expressié del transfectant CD84_FL.

Aguests resultats ens va fer pensar que probablement hi ha un problema en el reciclatge de la
isoforma que fa que aquesta s’acumuli a la membrana cel-lular, efecte que s’incrementa quan
les cel-lules sén activades. Dit procés podria donar lloc a una descompensacié d’isoformes de
CD84 a la membrana de la cél-lula, incrementant-se dramaticament la preséncia de
CD84_A5,6 i en conseqliencia disminuint la de la resta de la proteina, fet que donaria lloc a
una adhesié augmentada pero a una senyalitzacié deficient que impediria una funcionalitat
correcta de la cél-lula. En els resultats obtinguts en experiments d’internalitzacid, s’observa
qgue la isoforma CD84_A5,6 no s’internalitza de la mateixa manera que la proteina amb la cua

citoplasmatica completa, fet que ha corroborat la nostra hipotesi.

Les cél-lules B han estat historicament relacionades amb I'autoimmunitat degut a la
produccié d’autoanticossos, pero diversos estudis han desvetllat la contribucié d’aquest tipus
cel-lular en altres aspectes del desenvolupament de les malalties autoimmunes, com en la seva
capacitat per presentar I'antigen als limfocits (Yanaba et al., 2008). En algunes d’aquestes
malalties, com el LES, es pensa que el principal desencadenant del trencament de la tolerancia
son les cel-lules B (Sang et al., 2013). D’altres malalties en canvi, com I’AR, es pensa que estan
produides per una regulacio deficient de les cél-lules T (Cope et al., 2007). En aquest treball per
tant s’han abordat dues patologies, que tot i ser malalties autoimmunes sistémiques, es creu

gue poden tenir factors desencadenants diferents.

Probablement és per aquest motiu que mentre que en els pacients d’AR no s’han vist
diferéncies significatives en cap dels parametres estudiats, en els pacients de LES s’han vist

diferéncies importants tant en cél-lules B2 com en la subpoblacié de cel-lules B1.

En la distribucié d’aquestes dues subpoblacions, alguns autors assenyalen una distribucio
anormal en els pacients de LES, degut a un funcionament deficient dels mecanismes de control
de la tolerancia (Sang et al., 2013). Un augment de la subpoblacié de cél-lules B1 activades en
malalts de LES indueix I'expansié de les cél-lules T CD4" (Griffin and Rothstein, 2011). La no
variacio de la proporcié de les subpoblacions en el nostre estudi pot deure’s a I'estadi de la
malaltia en la que es troben els subjectes d’estudi, els quals es troben en fase no activa de la
malaltia. Tot i que I’AR es considera una malaltia autoimmune associada a les cel-lules T,

s’observa una lleugera disminucié no significativa de la subpoblacié B1 en aquest grup, que
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coincideix amb el que s’observa a l'estudi de Moura et al. (Moura et al.,, 2010), el qual
assenyala que pacients en una fase inicial de la malaltia presenten nivells més baixos de

diferents subpoblacions de cél-lules B.

En el nostre estudi, el qual avalua I'expressié de CD84 i de la isoforma CD84_A5,6 en les
diferents subpoblacions, I'expressié de CD84 total en cel-lules B2 no mostra diferéncies,
mentre que I'expressio de la isoforma CD84_AS5,6 és significativament més elevada en el grup
de LES. Quant a les cel-lules B1, son la principal font d’anticos IgM, generats en abséncia de
I’exposicié a I'antigen, el que fa que tinguin una autorreactivitat elevada i contribueixin al
desenvolupament de I'autoimmunitat (Duan and Morel, 2006). També s’ha relacionat aquesta
subpoblacié amb l'activacié de les cel-lules T en diversos estudis de ratoli (Griffin and
Rothstein, 2011). En aquesta subpoblacié s’observa la mateixa tendéncia que en les cél-lules

B2, tant en CD84 total com en la isoforma.

Se sap que les cel-lules T estan implicades en el desenvolupament del LES (Moulton and
Tsokos, 2011) i de I’AR (Skapenko et al., 2005). En el primer cas, s’ha observat que les cél-lules
T dels pacients amb LES mostren un fenotip similar al de les cél-lules verges o anérgiques, per
la seva incapacitat de secretar citocines; pero per altra banda mostren caracteristiques de
cél-lules memoria, com ara que algunes molécules estan disposades a les basses lipidiques,
preparades per ser activades. A més, hi ha treballs, com s’ha explicat en seccions anteriors,
gue demostren que diferents membres de la familia SLAM tenen la seva funcio alterada en les
cél-lules T d’alguns pacients de LES (Chatterjee et al., 2012). En el cas de I'AR, hi ha nombroses
evidéncies que assenyalen que les cel-lules T juguen un paper important en el
desenvolupament d’aquesta malaltia, com ara que tant el sinovi com les cel-lules de sang

periférica dels pacients d’AR estan enriquides en cél-lules T y5 (Su et al., 2013) o CD4".

Quant a les frequencies de les diferents subpoblacions de cel-lules T, s’"ha observat una
disminucié en el nombre de cél-lules T CD4" activades en LES (Gomez-Martin et al., 2011). En
AR, hi ha una certa controveérsia. Alguns treballs assenyalen diferéncies importants en el balang
de les subpoblacions de cél-lules T col-laboradores en malalts d’AR (Chen et al., 2012), donant
lloc a un augment del balang Th1/Th17 i en conseqiiéncia, a la secrecid de les citocines
corresponents. D’altres afirmen que en malalts de AR no s’observen diferéncies en les cel-lules
T CD4" (Moura et al.,, 2011). En el nostre treball s’han avaluat diferents subpoblacions de

cél-lules T CD4", i en cap del casos s’han detectat les tendéncies comentades.
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Quant a I'expressio de CD84, es veu una disminucié de la proporcié del MFI entre la proteina
total i la isoforma en les cél-lules T CD4" verges, el que indica un augment de la isoforma en els
malalts de LES; tendéncia que es fa molt més evident en les cél-lules T CD4" memoria. Quant al
percentatge de CD84, la tendéncia a que I'expressid de CD84 sigui més elevada coincideix amb
el treball de Ding S et al, on es descriu que en els malalts de LES, la proteina CD84 es troba
augmentada a conseqiiencia d’una inhibicié del microRNA-142-3p (Ding et al., 2012). En els
pacients d’AR no s’observen diferéncies significatives en cap dels casos estudiats, a diferéncia

del que es descriu en altres treballs (Weyand et al., 2000).

Les ceél-lules T reguladores sén cél-lules T supressores ampliament relacionades amb el
desenvolupament de I'autoimmunitat (Constantino et al., 2008, Wraith et al., 2004, Bacchetta
et al., 2007, Cvetanovich et al., 2010), motiu pel qual van ser incloses en I'estudi. En aquesta
malaltia, la funcié d’aquestes cél-lules es veu compromesa degut a una secrecid aberrant de
TNF-a (Ehrenstein et al.,, 2004), el que fa que hi hagi un increment en la seva freqléncia

cel-lular (Cooles et al., 2013), tendéncia que no s’observa en el present estudi.

Tot i que els resultats indiquen una tendéncia en la diferenciacié de dos grups de pacients
segons els nivells d’expressié de la isoforma, els resultats no sén significatius. No s’observen
diferéncies en LES en la fase no activa de la malaltia quant al nombre de cellules T
reguladores, coincidint amb el que es veu en altres estudis (Crispin et al., 2003), (Kim et al.,
2012) En AR tampoc s’han obtingut diferéncies importants; a diferéncia del que s’ha vist en

altres treballs (Kim et al., 2012).

Les cél-lules T CD8" mostren diferéncies efectores importants amb les cél-lules T CD4", ja que
tenen una resposta més rapida als estimuls. La diferenciacid va des de cel-lules verges
(CD8'CD45RA’CCR7"), les quals no tenen la capacitat citotoxica, cap a les cél-lules efectores
(CD8'CD4A5RACCR7). Les cél-lules que sobreviuen als processos de seleccid i apoptosi
esdevenen cél-lules efectores memoria (CD8'CD45RACCR77). Aquestes cél-lules responen
rapidament als estimuls produint citocines i molécules efectores. Quan les cel-lules esdevenen
central memoria (CD8'CD45RACCR7"), la resposta és més lenta, tot i que es creu que després
d’un estimul les cel-lules central memoria tenen la capacitat de migrar als organs perifeérics i
esdevenir ceél-lules efectores memoria (Seder and Ahmed, 2003). En autoimmunitat, les
cél-lules T CD8" tenen un paper controvertit. D’una banda, aquestes cél-lules poden ser
autorreactives i tenir efectes patogenics que produeixin dany tissular, ja que poden reconeixer
I'antigen i matar la cél-lula, bé a través de la via de Fas/FaslL, o bé secretant a I'exterior

citocines. També s’ha vist perd que algunes subpoblacions de cél-lules T CD8" han estat
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identificades com a supressors en determinats models d’autoimmunitat mediada per cél-lules
T, com poden ser I'esclerosi multiple i la diabetis tipus | (Medarova et al 2008). En el present
treball, en el cas de les cel-lules efectores memoria es veu una disminucié de la poblacié tant

en pacients de LES com d’AR, tal com esta descrit (Maldonado et al 2003).

Les diferencies d’expressié de CD84 trobades als estudis que s’han dut a terme, mostren un
cop més, una expressié més alta de la isoforma CD84_A5,6 en les cél-lules T CD8" verges dels
malalts de LES, mentre que en termes de percentatge de la proteina total es mostra una
disminucié d’aquesta en els malalts d’AR, el que tindria conseqliéncies en la senyalitzacié. L'AR
es considera, com s’ha explicat anteriorment, una malaltia autoimmune mediada per céel-lules
T, per la qual cosa, la disminucidé en el percentatge de la poblacié de cél-lules verges podria
deure’s al seu paper supressor en aquest tipus de malalties autoimmunes. La tendéncia
d’expressiéo augmentada en el grup de LES es manté a les cél-lules efectores; mentre que els
pacients d’AR presenten dos fenotips segons I'expressid de la isoforma, indicant que en alguns
pacients la preséncia d’aquesta és baixa o nul-la. Aquest fet, indicaria per tant, una preséncia
menor de la proteina CD84 a la membrana, i conseqlientment una adhesié disminuida en
relacid als pacients sans, el que produiria una senyalitzacié deficient de les altres proteines

coestimuladores.

Quant a les cel-lules central memoria, s’observa la mateixa tendéncia que en les cél-lules T
CD8" anteriors: valors de la proporcié proteina total/isoforma incrementats en els malalts de
LES, i disminuits en els pacients d’AR. Analitzant els valors del percentatge de la proteina total
es veu que la disminucid de la proporcid es deu a una baixada en I'expressio del CD84, mentre
que els valors de la isoforma es conserven. Els pacients de LES tenen per tant, una expressié de
CD84 menor en les cél-lules T CD8* memoria que el grup control, el que podria comprometre la
seva funcid citotoxica. En el cas de I'AR, 'augment si que es deu a la variacié en I'expressid de
CD84_A5,6, fet pel qual la funcionalitat citotoxica podria veure’s compromesa indirectament
per una senyalitzacio deficient. Les cel-lules efectores memoria mostren en LES un patrd igual
que la resta de subpoblacions T CD8', mostrant que probablement les deficiéncies en

I'expressié de CD84 es conserven al llarg de la diferenciacio cel-lular.

Les cél-lules NK sén cel-lules del sistema immune innat implicades en el control de les
infeccions microbianes i els tumors. Treballs recents mostren que també tenen importants
funcions reguladores degut a les interaccions establertes amb cel-lules tant del sistema
immune com d’altres tipus cel-lulars. S’ha observat una regulacié deficient de la citotoxicitat

d’aquest tipus cel-lular en diverses malalties autoimmunes, el que posa en evidéncia el paper
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de les NK en el control d’altres tipus cel-lulars com els macrofags. En el LES esta demostrat que
la disminucié de la poblacié de cel-lules NK esta relacionada amb diverses manifestacions
cliniques de la malaltia, com la nefritis o la trombocitopénia durant els estadis aguts de la
malaltia. Quant als resultats relatius a la proporcié de cel-lules NK, no s’observen diferencies
en el grup de LES, a diferencia del que es descriu per altres malalties autoimmunes de
caracteristiques similars, com la sindrome de Sjogern, on el percentatge de cél-lules NK es veu
reduit (Izumi et al., 2006). En el nostre estudi s’ha vist un increment de la isoforma CD84_A5,6
tant en malalts de LES com en malalts d’AR, sense que |'expressio de la proteina total es vegi
alterada, a diferencia del que s’ha vist amb altres membres SLAM (Hagberg et al., 2013). Aixo
podria produir una interaccié aberrant de les cel-lules NK amb altres tipus cel-lulars, com les
cél-lules dendritiques, que podria desencadenar importants reaccions que afectarien el
desenvolupament de l'autoimmunitat (Schleinitz et al., 2010). En el cas d’una interaccio
augmentada de les cel-lules NK amb les cél-lules T reguladores produiria una resposta
exacerbada de les cél-lules T CD4" (Pedroza-Pacheco et al., 2013). Probablement per aquest
motiu, en el nostre estudi no s’observen diferéncies, ja que els pacients es trobaven en una
etapa no activa de la malaltia. En el grup d’AR en canvi, s’evidencia una disminucié en aquest
subpoblacié. La bibliografia descriu observacions controvertides quant a la proporcié
d’aquesta subpoblacié en malalts d’AR. Malgrat aix0 el que sembla clar és que hi ha un
funcionament aberrant d’aquest tipus cel-lular (Conigliaro et al., 2011). Les cel-lules NK han
estat relacionades en diversos treballs amb el desenvolupament d’AR, ja que s’han observat
infiltrat d’aquestes cel-lules a la membrana sinovial dels pacients, tot i que no esta clar si
promou la malaltia o pel contrari té un paper supressor en el desenvolupament d’aquesta

(Ahern and Brennan, 2011).

Les cél-lules NKT sén una subpoblacié heterogénia de limfocits amb diferents especificitats i
funcions. Algunes subpoblacions de cel-lules NKT tenen habilitat supressora sobre la resposta
immune, mentre que d’altres I'afavoreixen. D’aquesta manera, les cél-lules NKT de tipus |
promouen respostes reguladores i sén freqlientment més patogeniques que les cel-lules NKT
de tipus Il, les quals predominantment sén inhibitories i protectores (Kumar and Delovitch,
2014). En general, les cel-lules NKT son activades per cel-lules presentadores d’antigen com ara
cél-lules dendritiques, macrofags o cel-lules B. Un cop activades, les cel-lules NKT alliberen
grans quantitats de citocines que promouen la resposta Thl i Th2 (Onoe et al.,, 2007). Un
treball relaciona una interaccié deficient de CD150 entre cel-lules NKT i cel-lules dendritiques

amb el desenvolupament de la diabetis autoimmune en ratolins (Baev et al., 2008).
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Tot i que esta descrit que les NKT de tipus | es troben reduides en diferents desordres
inflamatoris, cancer i malalties autoimmunes (Berzins et al., 2011), en aquest estudi no s’han
vist diferencies destacables en els percentatges absoluts d’aquestes subpoblacions. El que s’ha
observat és un augment de la proporcid de la isoforma en els pacients de LES sense que hi hagi
un augment de la proteina total. Aquest augment donaria lloc a una interaccié més sostinguda
entre les cél-lules NKT i la cél-lula presentadora d’antigen, provocant una hiperactivacio de la
resposta immune i probablement un alliberament de citocines més important que danyaria els
teixits i col-laboraria en el desenvolupament de I'autoimmunitat. En els pacients d’AR en canvi,
no s’observen diferencies quant a la isoforma, pero si una lleugera disminucié de la proteina

total.

Per ultim, els monocits també van ser estudiats ja que és una de les poblacions de cél-lules de
sang periférica més ampliament relacionada amb una eliminacié deficient de les restes
cel-lulars apoptotiques, clau en el desenvolupament del LES (Gaipl et al.,, 2007) i una
sobreproduccié de diferents citocines com IL-23, IFNs, IL-10, IL-6 i de NO (Byrne et al., 2012). A
més, s’ha vist que la capacitat per activar les cel-lules T també esta compromesa, aixi la
incapacitat de processar i presentar I'antigen (Shirakawa et al., 1985) i de produir una senyal
coestimuladora optima als limfocits (Tsokos et al., 1996). Esta descrit que en AR hi ha una
disminucié de la poblacié d’'una subpoblacié de monocits, mentre que en LES no s’observa
aquesta diferencia (Cairns et al., 2001), tot i que en el nostre treball no es veuen diferéncies.
Aquests fets coincideixen amb els resultats trobats en aquest estudi, on s’observa un cop més,
un increment en |’expressio de la isoforma en els malalts de LES, que podria afectar a una bona
resposta coestimuladora; o pel contrari podria tenir efectes funcionals beneficiosos en
incrementar la interaccié amb altres cél-lules, amb el que es veuria augmentada la

senyalitzacio de la resta de molécules coestimuladores.

A manera de conclusié, I'estudi fet amb pacients de LES i AR ha mostrat diferencies molt
interessants quant a I'expressié de la isoforma de CD84_A5,6, descrita per primer cop en
aquest treball. En termes generals, s’ha vist un augment de I'expressié de CD84 A5,6 en totes
les subpoblacions estudiades de malalts de LES, resultat que coincideix a un estat d’activacié
en els estudis in vitro. En AR en canvi, els resultats assenyalen una tendéncia contraria en
algunes subpoblacions. Una possible explicacié podria ser que la presencia de més CD84 A5,6
a la membrana fa que, encara que la proteina no sigui funcionalment activa a nivell de
senyalitzacio intracel-lular, produeixi més adhesié i per tant afavoreixi la senyalitzacié d’altres

molécules coestimuladores, donant lloc a una hiperactivacié del sistema immune (veure figura
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55). Calen pero, més estudis enfocats a desvetllar les conseqliéncies funcionals que la
preséncia/abséncia d’aquesta proteina podria tenir en el desenvolupament de

I"autoimmunitat.

La conclusio final que es pot extreure d’aquest treball és que hi ha indicis que demostren que
CD84 i les seves isoformes podrien tenir un paper important en el trencament de la tolerancia i
el desenvolupament de I'autoimmunitat. Les dues malalties estudiades, LES i AR, han donat
resultats oposats. D’una banda en LES, I'expressid més elevada de la isoforma en cél-lules
naive podria indicar que CD84 és un factor de susceptibilitat en el desenvolupament d’aquesta
malaltia. D’altra banda, en AR no s’observa diferencia d’expressié en els malalts sense
tractament, mentre que el grup tractat en fase de la malaltia no activa presenta un increment
de la proporcié entre la proteina total i la isoforma, suggerint que CD84 podria ser un

biomarcador en el tractament de I'artritis.
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FIGURA 55: Esquema de la presentacié antigenica. En una situacié normal (A), les proteines d’ambdds
tipus cel-lulars interaccionen donant lloc al desencadenament de senyals intracel-lulars per dur a terme
la resposta antigenica. En el cas que la isoforma CD84_D5,6 es sobreexpressés a la membrana
d’aquestes cél-lules (B), la sinapsi immunologica seria més forta, el que produiria més senyalitzacié de la

resta de proteines, i per tant un estat cel-lular activat, tal i com es veu en el LES.
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1. El gen CD84 compta amb almenys 4 transcrits, que corresponen a CD84 FL, CD84 A2,5,
CD84_A5 i CD84_A5,6 i que s’expressen de forma diferencial en els diferents llinatges

hematopoetics de cel-lules B, T i cél-lules mieloides.
2. Lavariant majoritaria no correspon a la proteina integra, siné a la isoforma CD84_A5.

3. El transcrit CD84_A5,6 presenta una expressié més elevada a nivell genic amb I'activacié en

limfocits Ti B.
4. L'expressi6 del transcrit CD84_A2,5 no va ser detectada a nivell de proteina.

5. S’ha produit i validat un anticos que permet detectar la isoforma CD84_A5,6 per citometria de

flux.

6. Les subpoblacions de cel-lules NK i monocits son les que tenen una expressié de CD84 _A5,6 més

elevada en relacié a la proteina total.

7. Una expressio elevada de la isoforma CD84_A5,6 es correspon amb un estat activat de les

cél-lulesTi B.

8. La isoforma CD84_A5,6 no pot establir senyals coestimulatories que involucren la secrecié d’IL-

2.
9. Laisoforma CD84_A5,6 té un defecte en la internalitzacio.

10. L’estudi amb pacients de LES mostren una expressido de CD84_A5,6 augmentada en totes les
subpoblacions estudiades, respecte les subpoblacions de voluntaris sans. Aixd es tradueix en un
valor de la proporciéo CD84/ CD84_A5,6 més baix pel cas dels malalts de LES. Les subpoblacions

en les que aquest efecte és més significatiu son les cél-lules T CD4* memaoria, NKT i monocits.

11. L'estudi amb pacients d’AR no mostra, en termes generals, diferéncies importants respecte els
voluntaris sans. Les diferencies més significatives es donen amb un grup de pacients amb

tractament, els quals mostren nivells més baixos de la isoforma CD84 A5, 6.

12. CD84 i les seves isoformes podrien tenir un paper important en el trencament de la tolerancia i
el desenvolupament de I'autoimmunitat. En el cas del LES, I'expressié més elevada d la isoforma
en cel-lules naive podria indicar que CD84 és un factor de susceptibilitat en el desenvolupament
d’aquesta malaltia. En AR en canvi, la diferéncia més significativa es troba en els malalts que
estan rebent tractament, el que indica que CD84 podria ser emprat com un biomarcador en el

tractament d’aquesta malaltia.
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The human immune system is a complex machinery involving numerous proteins. Proteins located at
the cell surface of immune cells are of particular relevance due not only to their participation in the net-
work of interactions that regulate the immune response but also to their potential as excellent targets
for diagnostic and therapeutic interventions. The main objective of this project is to generate a compre-
hensive database of the human cell-surface proteins expressed in immune cells and lymphoid tissues.

Keywords: ) For this purpose, we have integrated information collected from primary literature, databases and elec-

Cell-surface proteins .. . ; .

Immune cells tronic information sources. This manually curated database includes the gene symbol and name of the
i protein, describes the family that each protein belongs to, indicates their type of extracellular domains,

Lymphoid tissues N ) . X N A

Immunome and compiles data regarding their expression. Thus far we have identified and catalogued 1015 genes and

proteins. The largest families in this compendium are the Ig superfamily with 195 members (~20%) and
the G-protein coupled receptor superfamily with 147 members (~14%). Other abundant families include
the C-type lectin and the cytokine receptor families with 43 and 42 members respectively (4%). About
25% of the proteins belong to minor families and approximately 4% lack any clear family assignment.
More than 60% of the genes encode proteins without a CD number. This database will serve to boost the
production of new monoclonal antibodies and to stimulate studies aimed at characterizing the function
of these proteins in the immune system as well as identifying potential new biomarkers and therapeutic

targets.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

For the immune system to function correctly it requires the coor-
dinated expression and action of hundreds of genes and proteins.
Among these, the cell-surface proteins expressed by leukocytes
are of particular importance due to their critical functions they
play in the network of interactions that regulate the innate and
adaptative immune response. Many of these proteins have been
identified and characterized using monoclonal antibodies (mAbs),
and named according to the CD nomenclature approved by the
Human Leukocyte Differentiation Antigens (HLDA) Workshops and
Conferences. There are currently some 500 described leukocyte
cell-surface molecules, over 360 of them with CD names [1]. But
these CD molecules probably represent only a relatively small frac-
tion of the total number of plasma membrane proteins expressed
by leukocytes. In fact, it has been estimated that there may be 2500
leukocyte cell-surface molecules in total [1]. In a recently pub-
lished bioinformatics analysis, da Cunha et al. have generated a
catalogue of 3702 transmembrane proteins located at the surface
of human cells [2]. More recently, Uhlén and co-workers have esti-
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mated that about 5500 human genes code for membrane proteins,
which corresponds to approximately 26% of the known human
protein-coding genes [3]. Certainly, many of these genes may also
be expressed on the cell surface of leukocytes.

Several databases surveying all of the known human immune
system genes have been developed and feature functional and
genomic information [4-7]. Thus far, however, no database has
been created that includes genes expressed in leukocytes, or in
immune cells in general, that code for cell-surface proteins. We
have endeavoured to create such a database centered upon the
key role of the cell-surface molecules in the functioning and reg-
ulation of the immune response, and as potential markers for
diagnostic and therapeutic applications. In this paper, we describe
a unique database of those genes expressed in immune cells and
lymphoid tissues that code for proteins located at, or associated
with (e.g. glycosyl-phosphatidylinositol (GPI)-anchored proteins),
the plasma membrane. In line with other authors, who have coined
the term “immunome” to refer to the human set of immunology-
related genes and proteins (analogous to such terms as proteome
or genome) [8], we have decided to called this database the “cell-
surface immunome”. This manually curated database includes the
official HUGO gene symbol and the protein name, describes the
family that each protein belongs to, and indicates the domains that
the proteins possess on their extracellular region. In addition, this
database provides information about the expression of the genes
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in leukocytes and/or lymphoid tissues or in various other cell types
(e.g. platelets, erythrocytes). To date, it contains 1015 entries, a
number that is likely to increase in the future. We hope it will
be expanded and enhanced by contributions from members of the
scientific community.

2. Materials and methods
2.1. Information sources, databases, and web resources

Genes expressed by immune cells whose protein products are
located at, or associated (GPI-anchored proteins) with, the plasma
membrane were systematically collected from research and review
articles, textbooks and electronic information sources. CD (Cluster
of Differentiation) proteins, cell-surface molecules defined by the
Human Leukocyte Differentiation Antigens (HLDA) Workshops,
were obtained from Zola et al. [9]. New CD molecules approved
by the 9th International HLDA Conference (Barcelona, March 2010)
were also included (http://www.hlda9.org). The main databases
employed were the Human Protein Reference Database (HPRD)
[10], BioGPS [11], GeneCards [12] and SOURCE [13]. The proteomic
database HPRD (http://www.hprd.org/query) was used to search
for protein expression, subcellular localization and domain archi-
tecture information. In addition, it was also used to look for poten-
tial candidates. The Gene portal BioGPS (http://biogps.gnf.org)
was used to consult and verify gene expression data, while the
web-based databases GeneCards (http://www.genecards.org/) and
SOURCE (http://smd.stanford.edu) were consulted for gene and
functional annotations and expression information. Other web
resources, like UniProt (http://www.uniprot.org/), Entrez Gene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) and Gene Ontology [14] were also
used. In order to gather information regarding protein families and
domains three additional web tools were utilized: PANTHER [15],
Pfam [16] and SMART [17]. Finally, to search for potential candi-
dates, the Ingenuity Knowledge Base (http://www.ingenuity.com/)

Protein datasets
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Selection

Potential

14—

Final list

|<—

and the Immunome databases (http://bioinf.uta.fi/immunome/)
were also employed.

2.2. Collecting and annotating genes

To build this new database, searches were performed initially
in HPRD for genes expressed either in immune cells or in primary
and secondary lymphoid tissues and whose corresponding proteins
are located at the cell surface. Additional candidates were searched
in the Ingenuity Knowledge Base and the Immunome databases
as well as in the published literature. A recently published paper
[2] that describes a catalogue of more than 3700 genes believed
to encode proteins located at the cell surface of human cells was
used as a reference list. A close inspection of this gene collection,
one-by-one, was carried out. Selected candidate genes were fur-
ther validated using the web tools and resources mentioned above
(Fig. 1). Altogether, 1015 genes were selected for our database.

3. Results

3.1. Organization and composition of the cell-surface immunome
database

After an exhaustive survey of the literature and numerous
databases, we have thus far identified 1015 genes expressed in
immune cells or in primary and secondary lymphoid tissues whose
corresponding proteins are located on the plasma membrane.
Although the vast majority of genes code for proteins with trans-
membrane domains, there are also membrane associated proteins,
e.g., GPI-anchored proteins. As shown in Supplementary Table 1,
these genes are organized in families or superfamilies. In addition,
this database provides information regarding their expression and,
more specifically, whether they are expressed in leukocytes or in
lymphoid tissues or in other specific cell types (e.g. erythrocytes
or platelets). It indicates as well which structural domains types, if

Information sources
Research articles
Textbooks

Gene expression datasets

Annotation

General:
GeneCards, SOURCE, UniProt...

Families and domains:
HPRD, SMART, Pfam, PANTHER

Fig. 1. Workflow of the procedure used to generate the database. Shown are the starting protein and gene expression datasets, and annotation programs used to generate
the database. Potential candidates had to fulfill two conditions: to be located at the cell surface and to be expressed in immune cells or lymphoid tissues.
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Table 1

List with the most abundant families and number of members with an assigned CD.

Family name N° of members

% of the total molecules

Members with CD % of total family members

Ig superfamily 195 19 134 69
G-protein coupled receptor superfamily 147 14 22 15
C-type lectin family 49 5 23 47
Cytokine receptor family 44 4 28 64
Protein kinase superfamily 34 3 15 44
MHC family 30 3 6 20
Solute carrier family 29 3 3 10
TNF receptor superfamily 26 3 21 81
Integrin family 23 2 17 74
Tetraspanin family 20 2 9 45
Major facilitator superfamily 20 2 0 0
ABC transporters superfamily 18 2 2 11
TNF superfamily 17 2 11 65
Peptidase protein family 16 2 2 13
Transient receptor family 14 1 0 0
Cadherin family 13 1 3 23
Potassium channel family 13 1 0 0
Toll-like receptor family 12 1 9 75
Sialomucin family 12 1 9 75
Leucine-rich repeat family 11 1 5 45
any, are present in the extracellular regions of their corresponding 0 50 100 150 200
proteins. Finally, it also specifies those genes that code for cell- Ig superfamily { w ‘

surface molecules with an assigned CD as defined by the Human
Leukocyte Differentiation Antigens (HLDA) Workshops.

3.2. Families, CDs and domains

Table 1 shows the 20 superfamilies and families that have more
than 10 members. As expected, the largest group is the Ig superfam-
ily (IgSF) with 195 members (almost 20% of the dataset) followed by
the G-protein coupled receptor (GPCR) superfamily with 147 mem-
bers (about 14%). Other large families include the C-type lectin and
the cytokine receptor families with 49 (5%) and 44 (4%) proteins
respectively. Families with 30-40 members are the protein kinase
superfamily (34) and the MHC family (30) representing about 3%
each, while those with 20-30 members include the TNF receptor
superfamily (26) and the Integrin (23) and Tetraspanin (20) fami-
lies. Among the families with less than 20 proteins we found the
ABC transporters superfamily (18), the TNF superfamily (17), and
the Toll-like receptor family (12), these three groups represent-
ing between 1 and 2% of the dataset. The Toll-like receptors were
considered members of an independent family and not as a fam-
ily within the Leucine-rich receptor superfamily. Nearly 15% of the
proteins belong to minor families (3—-10 members) and about 10%
either belong to families with less than 3 members or do not have a
clear family assignment (for a complete list see Supplemental Table
2).

Table 1 also indicates the number of members in each family
that have a CD number. The IgSF, the largest, is also the one with
the most CD assignments: out of 195 IgSF members, 134 have CD
names, representing almost 70% of the dataset. In contrast, the sec-
ond largest family, the GPRC family has only 22 members with a
CD name out of 147 members (15%). Other families with high per-
centages of CDs include the TNF receptor superfamily (80%), the
Toll-like receptor family (75%), the Integrin and Sialomucin fami-
lies (over 70%), and the TNF and Cytokine families (over 60%). Some
families, like the Major facilitator superfamily, as well as the Tran-
sient receptor and Potassium channel families do not have any CD
members (Fig. 2 and Table 1).

A total of 55 different domains were identified on the extracel-
lular region, most of them appearing in just a few proteins. Table 2
shows the most common extracellular domains. At the top of the
list is the Immunoglobulin domain (IG), found in 250 proteins. This
encompasses all types of IG domains, i.e., IGC, IGC2, IGV and IG-like.

G-protein coupled receptor superfamily
C-type lectin family 1

Cytokine receptor family |

Protein kinase superfamily |

MHC class family T

Solute carrier family |

Tumor necrosis factor receptor superfamily 7
Integrin family 7

Tetraspanin family ]

Major facilitator superfamily

ABC transporters superfamily
Tumor necrosis factor superfamily
Peptidase protein family

Transient receptor family
Cadherin superfamily

Potassium channel family

Toll-like receptor family
Sialomucin family

Leucine-rich repeat family

Others J

Fig. 2. Graph representing the major families and the number of CD proteins each
contains. Graph depicting the most abundant families with the number of total
members (black bar), as well as the number of members with a CD number (grey
bar).

Other common domains are the Fibronectin type 3 domain (FN3)
and the C-type lectin (CTL) found in 61 and 49 proteins respectively.
Less frequently encountered domains, which are nevertheless still
found in a notable number of proteins, include the Leucine-rich
repeats (LRR), the TNF and TNFR, the Integrin alpha (INTA) and
SUSHI domains. A complete list of the domains can be found in
Supplemental Table S3.

4. Discussion

In this paper we describe the creation of a database that includes
those genes expressed by immune cells which encode for proteins
located at the cell surface. Hence, we have decided to call it the
“cell-surface immunome database”. The term “immunome” was
originally coined to refer to the totality of rearranged antibodies
and antigen receptors in the human population [18]. It was later
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Table 2
List with the most frequent extracellular domains.

Symbol Description Name N° of members
IG Immunoglobulin 250
FN3 Fibronectin type 3 domain 61
CTL C-type lectin 49
LRR Leucine-rich repeats 28
TNFR Tumour necrosis factor receptor family 26
EGF Epidermal growth factor domain 19
INTA Integrin alpha 17
TNF Tumour necrosis factor family 17
PSI Domain found in Plexins, Semaphorins and Integrins 15
CADHERIN Cadherin repeats 13
SUSHI Sushi domain (SCR repeat) 13
VWA Von Willebrand factor (VWF) type A domain 13
EGFCA Calcium-binding EGF-like domain 12
EGFL Epidermal growth factor-like domain 10
LDLA Low-density lipoprotein receptor domain class A 10
DISINT Homologues of snake disintegrins 8
SEMA Semaphorin domain 8
ANK Ankyrin repeats 7
SR Scavenger receptor Cys-rich 7
CUB Domain first found in C1r, C1s, uEGF, and bone morphogenetic protein 6
LDLRB Low-density lipoprotein-receptor YWTD domain 6
ACR ADAM cysteine-rich domain 5
FU Furin-like repeats 5
FZ Fz domain 5
REP Replication protein 5
FN2 Fibronectin type 2 domain 5

used by other authors to denote the set of human genes and pro-
teins involved in various processes of the immune system; i.e.,
immunology-related genes [8]. Here, we use the term cell-surface
immunome to denote that set of genes expressed in immune cells or
lymphoid tissues whose proteins are located on the plasma mem-
brane. Thus far we have identified and recorded 1015 genes. This
number probably represents only a part of the entire cell-surface
immunome. In a recently published paper, Fagerberg et al. [3] ana-
lyzed the protein sequences from the 21,416 annotated genes in the
human genome using, and then comparing seven different mem-
brane topology prediction methods. Based on a majority decision
method they estimated that 5539 human genes code for membrane
proteins, which corresponds to 26% of the human-coding genes.
This estimation is in agreement with what has been reported by
other authors [19]. Da Cunha et al. [2] employing a bioinformatics
strategy, identified 3702 genes that coded for cell-surface trans-
membrane proteins (~20% of all known genes). Taking into account
these numbers, as well as previous estimations on the number
of plasma membrane proteins expressed by leukocytes [1], it is
very likely that our database is not complete. Once our database
is accessible on the HCDM webpage (http://www.hlda9.org), con-
tributions from different groups and researchers will therefore be
essential to the successful expansion and improvement of our cur-
rent compendium. Most likely the majority of genes missing in
our database correspond to proteins expressed on cells other than
leukocytes, but which are present in lymphoid tissues such as stro-
mal or endothelial cells.

In total, we have identified 54 families that have at least 3 mem-
bers. About 10% of the genes either belong to families with less than
3 members or lack any clear family assignment. The most abun-
dant family is the IgSF, representing almost 20% of the dataset.
This was not unexpected since the IgSF is one of the largest and
most diverse groups of proteins in the human genome [20]. Mem-
bers of this family play a central role in multiple mechanisms in
the immune system including cell-cell communication, recogni-
tion, adhesion and signalling [21,22]. It is therefore not surprising
that the most common domain is the IG domain, which is present
in approximately 25% of the proteins in our database. Next in size is
the GPRC superfamily, which represents about 14% of the dataset.

Despite constituting the second largest group, it only represents
about 20% of the total number of GPCRs estimated to be present at
the cell surface [2]. Interestingly, the IgSF is also the family with the
highest numbers of CDs, comprising almost 70% of the total. In con-
trast, only 15% of the members of the GPRC superfamily have a CD
number. One likely explanation is that these molecules may have
a lower immunogenicity, since CD assignment is strictly based on
the availability of mAbs able to recognize the natural protein [23].
Other families with high percentages of CDs are the TNF receptor
superfamily (80%), the Toll-like receptor family (75%), the Integrin
and Sialomucin families (over 70%), and the TNF and Cytokine fam-
ilies (over 60%). This was expected given the essential roles these
molecules play in the regulation of immune responses. Several rel-
atively abundant families, which might be included in the general
functional category of transporters [19] such as the Major facilita-
tor superfamily, and the Transient receptor and Potassium channel
families do not have any CD designation. The fact that the expres-
sion of most of these molecules is not restricted to leukocytes may
explain this.

By using recombinant proteins, antibodies, especially polyclonal
antibodies, have been generated against a large percentage of
proteins encoded by the genes recorded in this database [24]. How-
ever, we estimate that for more than half of these proteins, there
are no mAbs currently available with the capacity to recognize
such proteins in their natural conformation. Thus, we hope that
this database will boost the production of new mAbs and conse-
quently stimulate additional studies to address the functional role
these proteins play in immune responses. The ultimate goal of this
database is to serve as a reference set for studies aiming to identify
and characterize potential diagnostic and therapeutic targets and
biomarkers of disease.
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Appendix A. Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at doi:10.1016/j.imlet.2010.09.016.
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